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RESUMO

A periodontite apical (PA) é um processo inflamatério crénico em resposta a uma
infeccdo endodontica. A contaminacdo do tecido pulpar pode acontecer devido a
carie, fissuras ou trauma, que induz uma resposta inflamatéria. Estudos indicam que
a PA pode potencializar os efeitos da doenca periodontal no sangue e a resposta
inflamatoria local decorrente da infec¢@o bacteriana leva a liberacdo de citocinas na
circulacao sistémica e a subsequentes efeitos vasculares deletérios. Assim, a PA
vem sendo alvo de estudos sobre seu papel em diversas patologias, incluindo o
acidente vascular cerebral isquémico (AVCi), que é causado por alteracdes no
suprimento sanguineo, levando a perda de funcdo da érea afetada. Diante disso, o
objetivo desse trabalho foi avaliar o papel da PA na fisiopatologia do AVCi em ratos
Wistar adultos-jovens. Para isso, foram utilizados ratos Wistar machos (250 a 300 g),
com 60 dias de vida, que foram submetidos ao modelo experimental de PA divididos
em 3 grupos experimentais: controle + salina (n = 45), PA em 1 dente (n = 45) e PA
em 4 dentes (n = 45) e posteriormente os animais foram subdivididos em 6 grupos:
controle (n = 15), MCAO (n = 30), PA em 1 dente (n = 15), PA em 4 dentes (n=15),
PA em 1 dente + MCAO (n = 30) e PA em 4 dentes + MCAO (n = 30), onde foi
realizado a indugdo do modelo de AVCi por oclusdo da artéria cerebral média
(MCAO). Os animais foram avaliados quanto a peso, temperatura e escore
neurolégico em 1, 24, 46, 72, 96 e 120 horas apos inducdo experimental. No 30° dia
apos a inducéo da PA, os animais foram submetidos aos testes comportamentais de
habituacdo ao campo aberto e reconhecimento de objetos novos e apos a
finalizacdo foram eutanasiados para retirada de soro, cortex frontal, cortex total e
hipocampo. Logo as amostras foram submetidas a dosagem de IL-6, IL-10, 1I-1f,
TNFa e tamanho do volume do infarto cerebral. Os resultados demonstram que um
maior niumero de lesdes dentérias associado a MCAO acarreta aumento de citocinas
inflamatorias e reducdo de mediadores anti-inflamatérios, e que estes achados
podem estar intimamente relacionados a um volume de infarto maior e aumento de
escore neurolégico, resultando em um pior desempenho em testes comportamentais
demonstrando o0 impacto neuroldgico e cognitivo causado. Tais dados podem
fornecer novos insights para pesquisas futuras e auxiliar na compreensdo do
impacto da associagao entre PA e AVC.

Palavras-chave: periodontite apical, AVC, neuroinflamacédo, dano cognitivo.



ABSTRACT

Apical periodontitis (AP) is a chronic inflammatory process in response to an
endodontic infection. Pulp tissue contamination can occur due to caries, fissures, or
trauma, which induces an inflammatory response. Studies indicate that AP can
potentiate the effects of periodontal disease on the blood, and the local inflammatory
response resulting from bacterial infection leads to the release of cytokines into the
systemic circulation and subsequent deleterious vascular effects. Therefore, AP has
been the subject of studies regarding its role in several pathologies, including
ischemic stroke (ischemic stroke), which is caused by changes in blood supply,
leading to loss of function in the affected area. Therefore, the objective of this study
was to evaluate the role of AP in the pathophysiology of ischemic stroke in young
adult Wistar rats. For this purpose, male Wistar rats (250 to 300 g), 60 days old, were
used, which were subjected to the experimental PA model and divided into 3
experimental groups: control + saline (n = 45), PA in 1 tooth (n = 45) and PA in 4
teeth (n = 45) and subsequently the animals were subdivided into 6 groups: control (n
= 15), MCAO (n = 30), PA in 1 tooth (n = 15), PA in 4 teeth (n = 15), PA in 1 tooth +
MCAO (n = 30) and PA in 4 teeth + MCAO (n = 30), where the induction of the
ischemic stroke model was performed by middle cerebral artery occlusion (MCAO).
The animals were evaluated for weight, temperature and neurological score at 1, 24,
46, 72, 96 and 120 hours after experimental induction. On day 30, the animals
underwent behavioral tests of open-field habituation and novel object recognition.
After completion, they were euthanized for removal of serum, frontal cortex, total
cortex, and hippocampus. The samples were then subjected to measurement of IL-6,
IL-10, IL-1B, TNFa, and cerebral infarct volume size. The results demonstrate that a
greater number of dental lesions associated with MCAO leads to an increase in
inflammatory cytokines and a reduction in anti-inflammatory mediators. These
findings may be closely related to a larger infarct volume and increased neurological
scores, resulting in poorer performance on behavioral tests, demonstrating the
neurological and cognitive impact caused. These data may provide new insights for
future research and help understand the impact of the association between PA and
stroke.

Keywords: apical periodontitis, stroke, neuroinflammation, cognitive impairment.
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1 INTRODUCAO

1.1 PERIODONTITE APICAL (PA) E DIVERSIDADE MICROBIANA EM
BIOFILMES ENDODONTICOS

A PA é um processo inflamatorio crénico em resposta a uma infeccéo
endodontica, sendo definida como uma inflamagéo com destruicdo das estruturas
O0sseas do periodonto devido a interacdo entre fatores microbianos e a resposta
imune do hospedeiro (Conti et al., 2020). A gravidade da PA varia de acordo com a
viruléncia do biofilme podendo ser classificadas como PA aguda e crénica (Ricucci,
Siqueira 2010, Felipe Pereira et al., 2021). A PA crbnica esta associada a bactérias
menos virulentas, por outro lado infeccbes agudas demonstram-se ser decorrentes
de bactérias altamente virulentas e colonizacdo de multiplas espécies (Ferreira et al.,
2024).

A etiologia infecciosa da PA foi bem estabelecida nas ultimas décadas e
isso contribuiu para definir as espécies microbianas associadas a doenca (Ricucci,
Siqueira 2010). Estudos de microbiologia molecular independente de cultura
identificaram mais de 1.000 espécies/filétipos bacterianos diferentes na cavidade
oral e mais de 400 espécies/filétipos microbianos diferentes foram identificados em
amostras endodonticas de dentes com diferentes formas de PA (Siqueira et al.,
2010). As infecgBes do canal radicular sdo consideradas mistas e semi-especificas
com predominancia de bactérias obrigatoriamente anaerdbicas. Essas
caracteristicas sdo dadas pela correlagdo entre alguns grupos bacterianos e formas
particulares da periapicopatia (Siqueira, Ro¢as 2009).

Os géneros mais prevalentes em infeccdes endoddnticas primaria e
secundarias sao a Veillonella, Streptococcus, Rothia, Cutibacterium (anteriormente
Propionibacterium),  Porphyromonas, Enterococcus e  Fusobacterium, e
Corynebacterium (Zahran et al., 2021). Porphyromonas, Enterococcus e
Fusobacterium séo bactérias anaerobias Gram-negativas que estdo associadas a
infeccbes endoddnticas, além de serem relatadas em abscessos periapicais e
infecgOes extrarradiculares (Zheng et al., 2019, Zahran et al., 2021).

A patogénese da PA requer a acdo conjunta de bactérias em uma
comunidade multiespécies com variacdo da diversidade e tipo de infeccao,

resultando em manifestag@es clinicas diversas (Rodrigues et al., 2018). Na avaliacdo
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da microbiota endodéntica estudos morfolégicos relacionam a infeccdo primaria a
dentes nao tratados e colonizados, infeccdo persistente a bactérias residuais, e
infecgbes secundarias a reinfec¢do do canal radicular desinfectado, demonstrando
gue o padrdo dominante de colonizacao bacteriana do sistema de canais radiculares
se assemelha ao dos biofilmes tipicos na cavidade bucal (Siqueira et al., 2010).

Embora a etiopatogenia e a prevaléncia dos microrganismos presente na
PA esteja claramente comprovada, sabe-se também que a progressdo e a
exacerbacdo desse processo estdo vinculadas a resposta imune do hospedeiro
frente as bactérias e seus produtos (Cintra et al.,, 2018). Dentre as causas da
infeccdo do periodonto apical estd a contaminacdo do tecido pulpar, que pode ser
desencadeado por diferentes fatores como fissuras em restauracdo ou em dentes,
carie dental, trauma e através do periodonto que, se ndo tratado, induz uma
expressiva resposta inflamatdria levando a necrose pulpar (Azuma et al., 2021). Na
mucosa oral e dentaria, o biofilme bacteriano também se demonstra como um
causador de doencas bucais como carie, gengivite, periodontite marginal e PA (Conti
et al., 2020).

O processo de formacdo do biofilme ocorre gradualmente na parede
dentinaria do canal, ramificacBes apicais, canais laterais e istmos conectando 0s
canais radiculares a medida que a infeccdo se move apicalmente. Conforme o
processo inflamatdrio e invasivo avanca essas bactérias sdo suportadas por novas
cepas da saliva e tornam-se cada vez mais organizados, atingindo um estado de
homeostase comunitaria e equilibrio (Ricucci et al., 2021).

O biofilme bacteriano ocorre pelo crescimento de células individuais que
se agregam formando micro colonias ordenadas na matriz de substancias
poliméricas extracelulares (SPE), como um filme multicelular. Esse composto de
biopolimeros hidratados pode exibir mais de 300 camadas, sendo formado por
diferentes componentes como polissacarideos, peptideos, acidos nucléicos e lipidios
secretados pelas células do biofilme conferindo caracteristicas inerentes para sua
manutencdao (Siqueira et al., 2010, Tennert et al., 2014, Galler et al., 2021).

Estudos sobre biofilmes microbianos sdo muito importantes para a
compreensao da microbiologia médica bucal. Um estudo de meta-analise recente
estimou que cerca de 65-80% das infeccBes bucais humanas sdo decorrentes de
biofilmes, ademais 52% da populacdo adulta em todo o mundo foi relatada como

tendo pelo menos um dente acometido com PA (Tiburcio-Machado et al., 2021).
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Globalmente a PA, consequéncia direta das céaries dentais, afetam
aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas (Jakovljevic et al., 2020). A figura 1 elucida

os achados radiograficos em pacientes com PA.

A) Doenca Periapical Emergente B) Doenca Periapical Persistente (DPP)

Figura 1: Avaliacédo radiogréafica de PA. A) Doencga Periapical Emergente (DEP): Periodontite
apical na consulta de acompanhamento ou "novo"; B) Doenca Periapical Persistente (DPP):
Periodontite apical ndo resolvida apés o tratamento; C) Melhora: Periodontite apical que se resolve ou
melhora apos a realizagdo do tratamento; D) Permanece normal: Auséncia de Periodontite Apical
(Estruturas periapicais normais; ou pequenas alteracdes na estrutura dssea) antes e depois do
tratamento. Fonte: Adaptado de (Sanchez Aleman et al., 2023).

A cérie é uma doenca causada por biofiimes formados de colbnias
bacterianas em &reas do tecido do hospedeiro associadas as células inflamatérias
(Zhao et al., 2020). Conforme a lesdo de cérie progride em direcdo a polpa, o
mesmo acontece com o biofilme que a causa, sendo esta capaz de afetar a ultima
camada de dentina que se torna destruida em lesdes de céarie avancada. Esse
processo leva a inflamacao e necrose da porcéo pulpar abaixo da lesdo cariosa que
progride ao tecido na camara pulpar e posteriormente move-se para dentro da polpa
em direcdo apical, ocasionando a necrose e infeccdo do canal radicular (Siqueira et
al., 2010). Cerca de 34% das PA estdo associadas as caries profundas, indicando
uma relagdo muito proxima entre o desenvolvimento de biofilmes bacterianos, cérie

dental e lesbes periapicais (Georgiou et al., 2019). Além disso, infec¢cdes como PA e
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doencas periodontais, sdo considerados risco potencial para doencas sistémicas,
como diabetes, doenca hepatica, doencas cardiovasculares e doencas hereditarias
(Sanchez-Dominguez et al., 2015, Conti et al., 2020).

Nos ultimos anos, a associacdo entre PA e doenca sistémica tem atraido
a atencdao, levando ao conceito de medicina endodontica (Cintra et al., 2021). Estudo
prévios demonstram que microrganismos e toxinas virulentas em lesfes periapicais
tém acesso a corrente sanguinea a partir do sistema de canais radiculares durante
ou apos a terapia endododntica dos dentes (Debelian et al., 1995, Georgiou et al.,
2025). A PA pode potencializar os efeitos da doenca periodontal no sangue,
incluindo alteracdes no perfil lipidico e aumentando o numero de células
inflamatorias (Azuma et al., 2021). Além disso, sabe-se que existe uma relagéo entre
infeccdo endodontica e doencas cardiacas coronarias, que é o tipo mais comum de
doenca cardiovascular que corresponde a cerca de 49% da carga total de
enfermidades cardiacas (Caplan et al., 2009, Liljestrand et al., 2021). A relac&o entre
a PA e o desenvolvimento de acidente vascular cerebral (AVC) também se mostram
relevantes alvos de estudos e discussdes na comunidade cientifica. No entanto
ainda se sabe muito pouco sobre o assunto, necessitando de mais pesquisas na
area (Cintra et al., 2018).

Processos inflamatdrios crénicos tém sido considerados como potenciais
preditores de aterosclerose nos ultimos anos (Conti et al., 2020). As ligacdes entre
inflamagédo endodontica e desfechos cardiovasculares sdo biologicamente
plausiveis, considerando a predominancia de bactérias anaerébias Gram-negativas
associadas a infeccdes endodénticas. Além disso, niveis sistémicos elevados de
mediadores inflamatérios tém sido observados em pacientes submetidos a
tratamento endoddntico (Caplan et al., 2009). Joshipura e colaboradores (2006),
relataram em seu estudo que os ateromas calcificados da artéria carétida
observados em radiografias tinham uma carga maior de infeccdo dentaria cronica
especificamente com defeitos 6sseos periodontais mesiais e distais avancados de 4

mm (Joshipura et al., 2006).

1.2 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL ISQUEMICO (AVCi)

Na ultima década, a associacéo entre PA e doencas cardiovasculares tem

sido amplamente investigada, uma vez que niveis elevados de biomarcadores
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inflamatorios podem induzir uma resposta inflamatoria sistémica aumentando o risco
de eventos cardiovasculares (Minassian et al., 2010, Chen et al., 2018).

O AVC, uma importante doenca cardiovascular, € a segunda maior causa
de Obitos no mundo, além de ser altamente incapacitante para os sobreviventes
provocando danos neurolégicos irreversiveis (Campbell et al., 2019). Estima-se que
o custo global com o AVC seja de aproximadamente US$ 891 bilhdes por ano, o que
representa em termos absolutos que o equivalente a 1,12% do produto interno bruto
mundial é gasto com o tratamento e com as consequéncias do AVC, devido a isto se
faz necessario ampliar os conhecimentos sobre a fisiopatologia da doenca (Feigin et
al., 2022).

O AVC é caracterizado pela interrupcdo do fluxo sanguineo cerebral,
sendo dividido em dois tipos distintos. O AVC hemorragico, ocorre devido ao
sangramento em decorréncia do rompimento de um vaso, jA o AVC isquémico
(AVCi) acontece apds um bloqueio trombolitico arterial, geralmente causado pelo
deslocamento de uma placa de ateroma, figura 2. Ambos causam isquemia na
porcdo cerebral que deixou de ser perfundida (Campbell et al., 2019). Dados
recentes demonstram que a incidéncia global de AVC, em 2020, foi de 11,71 milhdes
de pessoas e, de todos os AVCs, o AVCi foi de aproximadamente 65% de todos o0s

casos (Tsao et al., 2022).

Penumbra
isquémica Fluxo colateral
. leptomeningeo
da artéria

cerebral anterior

Nucleo
isquémico

Arco da
Aorta
Ateroma

Lipohialinose Coagulo de Fluxo colateral

fibrina leptomeningeo
da artéria
cerebral posterior

Aterosclerose
de artéria
parietal

———  Aterosclerose de artéria carétida

Figura 2: Mecanismos do acidente vascular cerebral isquémico. Arvore cardiaca e
cerebrovascular ilustrando acidente vascular cerebral cardioembolico do apéndice atrial esquerdo em
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fibrilacao atrial, aterosclerose da artéria carétida e doenca de pequenos vasos devido a lipo-hialinose
e aterosclerose do vaso parental. Quando um trombo oclui a artéria cerebral média distal ao poligono
de Willis (ou seja, a anastomose circulatéria que fornece sangue ao cérebro e as estruturas
circundantes), as anastomoses leptomeningeas com ramos da artéria cerebral anterior (ACA) e da
artéria cerebral posterior (ACP) fornecerdo fluxo sanguineo retrogrado a uma propor¢éo variavel do
territorio da artéria cerebral média. Esse fluxo colateral pode ser suficiente para sustentar a
viabilidade metabolica, mas ndo a atividade elétrica na penumbra isquémica. A penumbra contribuira
para o déficit clinico, mas este é reversivel com reperfusdo rapida. Regifes sem fluxo sanguineo
colateral adequado sofrerdo les@es irreversiveis, denominadas nucleo isquémico, e a extensao da
lesédo irreversivel aumenta com o tempo. Fonte: Adaptado de (Campbell et al., 2019).

Os principais fatores de risco para o acontecimento do AVCi séo: diabetes
mellitus, idade avancada, hipertensdo arterial, dislipidemia, tabagismo, fibrilagao
atrial e hereditariedade (Mai, Liang 2020). Para que o AVCi ocorra é necessario a
oclusdo do fluxo sanguineo cerebral, privando as células de oxigénio e impedindo os
processos de fosforilagdo oxidativa (geracdo de adenosina 5’-trifosfato (ATP) pela
mitocondria) levando a um quadro de isquemia cerebral. Esse quadro isquémico
desencadeia uma cascata de eventos 0s quais culminardo na morte celular
(Campbell et al., 2019).

Na situacdo da formacéo da placa de ateroma, o LDL causa a inflamacéo
da tunica intima do vaso desencadeando a formacao biomarcadores glicoproteicos
na membrana endotelial como as quimiocinas. Os mondcitos presentes na
circulacdo podem entdo aderirem a essas glicoproteinas e migrar para dentro da
intima onde se transformardo em macrofagos iniciando a resposta inflamatéria e, por
conseguinte o processo de fagocitose do LDL (Libby et al.,, 2019). As células
endoteliais de musculo liso também desempenham um papel imune importante
atuado como “fagdcitos nao profissionais”, ou seja, podem sofrer metaplasia (evento
no qual um tecido se diferencia em outro tipo tecidual) de modo que essas células
musculares passam a fagocitar o LDL. No entanto, a modificagcdo celular aumenta a
acdo inflamatéria culminando na producédo de mais biossinalisadores na membrana
celular e, portanto, facilitando a entrada e acumulo de mais mondcitos, o que
aumenta ainda mais o conteudo interno da placa (Sorokin et al., 2020).

As células fagocitarias, macrofagos e células de musculo liso que
sofreram metaplasia, eventualmente acabam morrendo e liberando além do
conteudo fagocitado: o célcio presente em seus reticulos sarcoplasmaticos
contribuindo para a calcificacdo da placa de ateroma e formacdo da capsula
(Vergallo et al., 2025). Caso a capsula fibrosa da placa se rompa as substancias

tromboliticas oriundas da acdo dos macrofagos e das células musculares lisas
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juntamente com o potencial inflamatério do LDL serdo expostas ao tecido
hematopoiético e por conseguinte levardo a formacdo de um coagulo o qual ao
obstruir uma artéria, inicia a cascata do AVCi (Libby et al., 2019).

A morte celular é caracterizada pela degeneracéo irreversivel das funcdes
celulares vitais para producdo energética e manutencdo da homeostase levando ao
fim da integridade da membrana plasmatica uma vez que nao é possivel manter os
gradientes i6nicos celulares (Galluzzi et al., 2018). No AVCi nos primeiros minutos
apos o término do fluxo sanguineo e inicio da hipoxia celular, a producdo de ATP
pela via aerdbica cessa, aumentando o estresse oxidativo devido ao acumulo de
radicais livres de oxigénio (Qin et al., 2022). Além disso, inicia-se a via anaerobica
de producédo energética, a qual produz cerca de 15 vezes menos ATP do que a via
aerobica (Sifat et al., 2022).

A falta de ATP impede o funcionamento da bomba Na*/K*-ATPase
(dependente de energia), 0 que por consequéncia favorece o acumulo de ions sédio
no citoplasma do neurdnio. Esse aumento dos niveis de sédio intracelular estimula a
entrada de agua por osmose provocando um edema citotoxico. Ademais, a bomba
Ca*?/Na* também é inibida pela falta de ATP, aumentando assim a concentracédo de
calcio intracelular. O influxo aumentado de Ca?* perturba a homeostase ibnica,
resultando em sobrecarga de Ca?* estimulando uma variedade de proteases,
lipases, quinases, fosfatases, endonucleases e radicais livres (Armada-Moreira et al.,
2020), bem como processos biolégicos que causam morte celular, como ativacao de
calpaina, estresse oxidativo e comprometimento mitocondrial. O dano a mitocéndria
culmina na liberacdo de estimulos apoptéticos iniciando o processo de morte celular
(Marchi et al., 2018).

O aumento de célcio favorece a liberagdo de uma alta carga de
neurotransmissores principalmente o glutamato, devido ao desbalanceamento dos
gradientes ibnicos, provocando assim uma excitotoxicidade. Isto €, uma vez que 0s
neurénios ficam hiper estimulados pela alta carga de neurotransmissores eles
comecam a sofrer danos irreversiveis (Belov Kirdajova et al., 2020). A presenca de
excesso de glutamato, que ndo pode ser processado com eficiéncia, pode levar a
estimulacdo excessiva dos receptores ionotropicos de N-metil-D-aspartato
(NMDARS), influxo macico de Ca?* e sinalizacdo intracelular desregulada, que é

conhecida por causar a morte celular (Pietrogrande et al., 2019).
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Uma via especifica na excitotoxicidade mediada por glutamato é a
interacdo de NMDARs com a proteina pos-sinaptica de densidade-95 (PSD-95). O
PSD-95 facilita o acoplamento de NMDARs com a sintese neuronal de 6xido nitrico
(nNOS), que por sua vez pode resultar na produgdo de Oxido nitrico (NO), que
contribui para a formacao de peroxinitrito e isso pode causar oxidacao de proteinas,
peroxidacao lipidica e danos ao DNA, podendo levar a morte celular por apoptose ou
necrose (Wu, Tymianski 2018).

A morte celular resultante do quadro isquémico resulta em trés principais
zonas de lesdo: o nucleo, onde o suprimento de sangue foi interrompido totalmente
levando a danos irreversiveis (Salaudeen et al., 2024). Anexa a regido central, ha
uma area transicional, na qual o fluxo foi apenas parcialmente obstruido de modo
que somente algumas células sofreram danos que as levaram a morte, e esta regido
€ denominada penumbra isquémica sendo eletricamente sem atividade e uma regiao
levemente hipoperfundida chamada de oligemia sem danos (Chalet et al., 2022).

Por fim, apds lesdo isquémica, a restauracdo do fluxo sanguineo causa
lesdo de isquemia-reperfusao (I/R), que piora o resultado em alguns casos (Galkin
2019). Os mecanismos de lesdo secundaria apos qualquer AVC sdo semelhantes e
englobam inflamacéo, disfuncdo endotelial, dano na barreira hematoencefalica e

apoptose celular (Lee et al., 2020).

1.3 JUSTIFICATIVA

A PA é um processo inflamatério crbnico em resposta a uma infeccao
endodobntica, e a progressao e exacerbacdo da inflamacédo estdo vinculadas a
resposta imune do hospedeiro. Patologias como a PA e doencas periodontais sao
consideradas risco potencial para outras doencas, incluindo diabetes, doenca
hepética e doencas cardiovasculares. Sendo assim, a PA tornou-se alvo de estudos
e discussdes na comunidade cientifica sobre seu papel no AVCi, onde uma resposta
inflamatoria localizada decorrente da infeccdo bacteriana causa liberacdo de
mediadores inflamatérios na circulacdo sistémica e a subsequentes efeitos
vasculares deletérios.

Diante disso, hipotetiza-se que a PA modula a resposta inflamatéria do
hospedeiro exacerbando o volume do infarto cerebral e causa prejuizos de memoria

e aprendizagem. Para testar essa hipétese, ratos Wistar adultos-jovens serao
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submetidos ao modelo experimental de PA e posteriormente 0s mesmos animais
serdo submetidos ao AVCi através do modelo de oclusdo da artéria cerebral média

(MCAO), para avaliacédo do perfil inflamatorio e comportamental dos animais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel da PA na fisiopatologia do AVCi em ratos Wistar adultos-

jovens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os niveis de citocinas (TNF-a, IL-13, IL-6 e IL10) no soro,
hipocampo, cortex pré-frontal e cortex total de ratos Wistar adultos-jovens
submetidos aos modelos de PA com uma ou quatro lesdes e ao modelo de AVCi.

Avaliar a memdéria e aprendizagem em ratos Wistar adultos submetidos
aos modelos de PA com uma ou quatro lesdes e ao modelo de AVCi.

Correlacionar a PA com uma ou quatro lesées com o tamanho da leséo
cerebral em ratos Wistar machos submetidos ao modelo experimental de AVCi

Correlacionar se a PA € um modulador de mediadores inflamatorios e
alteragcbes comportamentais em ratos Wistar adultos-jovens submetidos ao modelo
experimental de AVCi através do MCAO.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental pré-clinico, utilizando modelo animal de AVCi e PA.

3.2 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Fisiopatologia Experimental e
Laboratério de Neurologia Experimental, da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC), Criciuma, SC, Brasil. O estudo foi realizado dentro das
diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA) para pesquisas utilizando animais e passou pela aprovacdo da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNESC com os protocolos
45/2021 e 37/2022 (Anexo A e B). Sendo assim, todos os cuidados para evitar ou

minimizar o sofrimento dos animais durante os experimentos foram adotados.

3.3 CRITERIO DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Para este estudo, foram utilizados ratos Wistar machos com 8 semanas
de vida pesando entre 250 e 300 g e que ndo passaram por estudos anteriores,
procedentes do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC. Os
animais foram acondicionados em caixas de ho maximo cinco animais, com comida
e agua ad libitum, mantidos em ambiente com temperatura de 23 °C +/- 1 °C e
umidade relativa entre 55 e 65%, num ciclo de 12 horas claro-escuro (7:00 as 19:00).
Foram excluidos do estudo os animais que apresentaram qualquer ma-formacéo
aparente, peso inferior a 250 g ou superior a 350 g, animais que ja foram usados em
experimentos anteriores, animais que eventualmente morreram durante o

experimento, antecedendo o tempo de eutanasia pré-estabelecido.

3.4 ANIMAIS

Foram utilizados na pesquisa 135 ratos Wistar machos com 8 semanas de

vida, oriundos do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC).
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Para a determinacdo do numero de animais para o experimento, foi levada em
consideracao a utilizagcdo de um nimero minimo possivel de animais, a eficiéncia do

modelo experimental e a estatistica adequada para este tipo de avaliacao.
3.5 DESENHO EXPERIMENTAL
Na primeira etapa os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos

experimentais: controle + salina (n = 45), PA em 1 dente (n = 45) e PA em 4 dentes

(n = 45), e foram submetidos a inducédo da PA. Na segunda etapa, 21 dias apés a

primeira, os grupos foram subdivididos em 6 grupos: controle (n = 15), MCAO (n
30), PA em 1 dente (n = 15), PA em 4 dentes (n=15), PA em 1 dente + MCAO (n =
30) e PA em 4 dentes + MCAO (n = 30), onde foi realizado a indu¢do do modelo de
AVCi por MCAO. Em 1 hora, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apés a MCAO, foram
avaliados o peso e temperatura dos animais, bem como os déficits neurologicos pelo
sistema de pontuacao de déficit neurolégico adaptado de Bederson e colaboradores
(1986).

No 30° dia, os animais foram submetidos aos testes comportamentais de
habituacdo ao campo aberto e reconhecimento de objetos novos. Logo apds o
término dos testes comportamentais, os animais foram eutanasiados para a coleta
das estruturas e posterior analises experimentais no hipocampo e cértex pré-frontal

de citocinas inflamatorias, e tamanho do volume do infarto cerebral (figura 3).

Ratos Wistar (8
semanas 250 - 300 g)
Oh 21 dias 30 dias 32 dias
@ | __ | | |
1 | Controle / Salina n = 15 animais ‘ Déficits neurolégicos, Teste Eutanasia
—— temperatura e peso comportamental
| Controle / Salina n = 45 animais ‘ | MCAQ n = 30 animais | de habituacéo Cérebro:
. - - — a0 campo Citocinas e
| Periodontite apical (1 les&o) n = 45 animais | | Periodontite apical (1 leséo) n = 15 animais | aberto e volume do
. . . — reconhecimento infarto
‘ Periodontite apical (4 lesBes) n = 45 animais | _ | Periodontite apical (4 lesGes) n = 15 animais | de novos
objetos

Periodontite apical (1 les&a) + MCAQ
n = 30 animais

Periodontite apical (4 lesbes) + MCAO
n = 30 animais

Figura 3: Representacéo da linha do tempo do experimento. Figura elabora pelo autor.
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3.6 MODELO EXPERIMENTAL DE INDUCAO DE PA

Para efetuar a inducédo da PA os ratos foram anestesiados com injecéo
intraperitoneal (i.p.) de cloridrato de cetamina — 6,6 mg/kg (Ketamina Agener; Embu
Guacu, SP, Brasil) e cloridrato de xilazina — 0,3 mg/kg (Dorcipec; Montes Claros,
MG, Brasil). No experimento houve dois grupos de lesdo. No grupo PA em 1 dente
(1LP) foi realizado a inducao da PA no primeiro molar superior direito e no grupo PA
em 4 dentes (4LP) no primeiro e segundo molar superior direito e no primeiro e
segundo molar inferior direito. A periapicopatia foi induzida através do acesso da
camara pulpar pela face oclusal com broca Carbide esférica de ¥2 (American Burns,
Palhoca, SC, Brasil) em alta rotagcdo sem irrigagdo, as cavidades foram deixadas
expostas ao meio bucal por 30 dias (Barichello et al, 2015; Pereira et al, 2017).

3.7 MODELO ANIMAL DE ISQUEMIA POR MCAO

O AVCi foi induzido utilizando a técnica de MCAO (Li et al, 2013). Os
animais foram anestesiados com isoflurano (1L/min de Oz e 1L/min Oz ambiente) e
mantidos sob anestesia utilizando o fluxo de 1 — 2% de isoflurano com vaporizador
de kit de anestesia (Hipnos 50 I, Previtch, Brasil). Foi realizada tricotomia na regido
cervical ventral e em seguida assepsia com clorexidina 4%. A incisdo foi realizada no
local asséptico no pescoco na linha média ventral. Para a MCAO unilateral, foi
inserido um monofilamento revestido com borracha de silicone na artéria carétida
interna direita a 6 mm da bifurcacéo da artéria carétida interna através de um coto da
artéria carétida externa. Em seguida, fechou-se o plano cirdrgico com fio de sutura
nylon 3-0 e a isquemia cerebral induzida teve duracdo de 60 minutos (min.) de
MCAO. Os animais controles foram submetidos ao mesmo procedimento, exceto a
oclusdo da artéria carétida interna (Figura 4). Apés 60 min de MCAO, sob anestesia,
a ocluséo foi removida para permitir a reperfusdo. A temperatura dos animais foi
monitorada e mantida a aproximadamente 37 °C durante a cirurgia e isquemia
(Mccullough et al, 2003).
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Figura 4: Esquema da MCAO utilizando fio de sutura intralimuninal. (A) Esquema
ilustrativo de cérebro de rato e artérias cerebrais, mostrando suturas sucessivas e clips para preparar
a introducao do fio de sutura intraluminal. (B) Representagdo da posicéo do fio de sutura nas artérias.
O fio de sutura é inserido na ACE, percorre até ACC e é inserido na ICA até chegar a MCA. CCA,
artéria carétida comum; ECA, artéria cardtida externa; ICA, artéria carétida interna; PPA, artéria
pterigopalatina; PCA artéria comunicante posterior; MCA, artéria cerebral média, ACA artéria cerebral
anterior; BA, artéria basilar. Fonte: (Rousselet et al., 2012).

3.8 ESCORE DE DEFICIT NEUROLOGICO E CONDICAO DE SAUDE
CORPORAL DOS ANIMAIS

O peso corporal e a temperatura dos animais foram monitorados
diariamente, utilizando uma balanca digital (SF-400) e um termbémetro,
respectivamente. A funcdo neurologica foi avaliada por um observador cego,
utilizando um escore neurolégico adaptado de Bederson e colaboradores (1986),
gue varia de 0 (sem déficit) a 18 (déficit grave). Essa avaliacao foi realizada em 1
hora, 24, 48, 72, 96 e 120 horas para analisar o dano neuroldgico apés a inducéo de

isquemia e reperfusao (I/R).

3.9 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.9.1 Habituagcéo de campo aberto

Esse teste comportamental serviu para avaliar as atividades locomotoras

e memoria e foi realizado no aparato de campo aberto. O aparelho mede 40 cm x 60
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cm de campo aberto cercado por 50 cm de parede feita de madeira com um vidro
frontal. O piso do campo aberto € dividido em 9 retangulos por linhas pretas (figura
5). Os animais foram cuidadosamente colocados no quadrante traseiro esquerdo e,
em seguida, deixados sozinhos para explorar a arena por 5 min (sesséo treino).
Imediatamente apos este procedimento, os animais foram levados novamente para a
sua gaiola e 24 h depois foram submetidos a uma nova sessdo no aparelho de
campo aberto (sessdo teste). Durante 5 min, em ambas as sessOes, foram
observadas e documentadas todas as vezes que o animal cruzou as linhas pretas
(crossings) ou se apoiou com as patas traseiras levantando as dianteiras, atividade
exploratdria (rearings). A diminuicdo do numero crossings e rearings entre as duas
sessbes foi tomado como uma medida da retencdo de memodria de habituacdo
(Vianna et al., 2000).

Figura 5: Aparato para a avaliacdo do teste comportamental de campo aberto. Fonte:
Laboratério de Fisiopatologia Experimental, desenvolvida por Allan Collodel, 2017.

3.9.2 Memaria de reconhecimento de novos objetos

O teste de reconhecimento foi realizado em um aparelho que mede 40 cm
x 60 cm de campo aberto cercado por 50 cm de parede feita de madeira com um
vidro frontal. O piso do campo aberto € dividido em 9 retangulos por linhas pretas
(figura 6). No primeiro dia foi realizado o treino, onde o animal foi colocado
cuidadosamente no quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho, no qual
explorou o ambiente por 5 min, este dia serviu como habituagdo do animal. No
segundo dia o animal foi recolocado no aparato, no qual estdo dois objetos iguais, 0
objeto A e objeto B (forma, tamanho e cor), contou-se o tempo que o animal
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explorou cada objeto A e B. No mesmo dia, 1h30min apds, foi avaliada a memoria
de curta duracéo, o animal explorou novamente o ambiente na presenca do primeiro
objeto familiar (objeto A) e um novo objeto (objeto C), contou-se novamente o tempo
total que o animal explorou cada objeto. No dia seguinte, 24h apoés, avaliou-se
memoria de longa duracdo onde foi realizado o mesmo procedimento trocando o
objeto C pelo objeto D (diferente do objeto A), contou-se o tempo de exploracéo de
cada objeto . Este teste avaliou as memoérias de curta e longa duracdo (De Lima et
al., 2005).

1° Dia 2° Dia

3° Dia 4° Dia

Q J

e -

Figura 6: Aparato para avaliacdo do teste comportamental de reconhecimento de
objetos. Fonte: Laboratério de Fisiopatologia Experimental, desenvolvida por Allan Collodel, 2017.

3.10 ANALISES NEUROQUIMICAS: AVALIACAO DOS NIVEIS DE TNF-q, IL-1B, IL-
6, IL-10

As amostras de hipocampo, coértex frontal, cortex total e soro foram
removidas e armazenadas a -80 °C para as analises. A quantificacdo de citocinas foi

mensurada por kits ELISA, de acordo com as recomendacdes do fabricante.



28

3.10 VOLUME DO INFARTO CEREBRAL

Secc¢des coronais (2 mm) de cérebro foram coradas, nas regides que ndo
sofrerem hipdxia, com solucao de cloreto de 0,1% de TTC e fixadas usando 4% de
formaldeido. O tamanho da area de infarto ndo corado foi analisado utilizando o

programa ImageJ (Kramer et al., 2010).

3.11 DESCARTE DAS COBAIAS

Apds o0s experimentos, todos o0s animais foram anestesiados e
decapitados por guilhotina. O descarte foi feito por acondicionamento em saco
branco leitoso, identificados como “lixo infectante” e levados para um freezer de
residuos localizado no biotério da UNESC para a conservacao até o momento de
coleta por uma empresa terceirizada, que fez o tratamento e disposicao final,
conforme RDC n° 306/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk e para homogeneidade usando o teste de Levene. Os dados que foram
normais e homogeneidade de variancia confirmada, foram submetidos a testes
paramétricos; ja para os dados que ndo cumpriram estas condi¢des, foram utilizados
0s testes ndo-paramétricos. Dados da tarefa de habituacdo ao campo aberto foram
relatados como média + erro padrdo da média (EPM), e a comparacfes dentre 0s
grupos foram feitas utilizando-se teste t de Student pareado. Dados da tarefa de
reconhecimento de objetos foram realizados pelo teste U-Mann-Whitney. As
comparacdes dentro dos grupos serdo realizadas pelo teste de Wilcoxon. Para as
analises bioquimicas os dados foram apresentados como meédia + EPM e
analisados por ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc Tukey. O tamanho
da area de infarto ndo corado sera analisado utilizando o programa ImageJ. Os
dados sdo apresentados como média * desvio padrdo e foram analisados por
ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. Em todas as
comparacdes, p < 0,05 foi considerado significativamente estatistico. Todas as
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analises foram realizadas utilizando o programa Statistical Package for the Social
Science (SPSS) versao 20.0.
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4 RESULTADOS

4.1 ESCORE DE DEFICIT NEUROLOGICO E CONDICAO DE SAUDE
CORPORAL DOS ANIMAIS

As avaliacdes de escore neuroldgico (figura 7), peso corporal (figura 8) e
temperatura (figura 9) foram realizadas em 1 hora, 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap0s a
inducao de isquemia e reperfusao (I/R).

No grafico 7, apés uma hora da inducdo do modelo experimental
visualiza-se nos grupos controle + salina e PA em 1 dente uma pontuacéo de escore
neurolégico entre 2 e 3, enquanto os grupos PA em 4 dentes e PA em 1 dente +
MCAO apresentaram pontuacdo entre 3 e 4. Pontuagbes mais elevadas foram
observadas nos grupos MCAO e PA em 4 dentes + MCAO, registradas entre 4 e 6.

Em 24 e 48 horas houve uma diminuicdo na pontuacdo de escore
neurolégico registrada em todos os grupos experimentais. Em 72 horas um aumento
na pontuacao foi novamente registrado nos grupos MCAO, mantendo uma tendéncia

de aumento em 96 horas apds inducéao.
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Figura 7: Avaliacdo do indice de escore neuroldgico nos animais dos grupos

experimentais em 1, 24, 48, 72 e 96 horas apos a inducdo do modelo. Fonte: Do Autor,
2025.
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Quando avaliado o peso corporal (figura 8), nota-se uma diminuicdo de
peso dos animais dos grupos experimentais em 24 e 48 horas apos a inducdo do
modelo, sendo perceptivel com mais enfoque no grupo PA em 1 dente + MCAO. Os
animais do grupo PA em 1 dente apresentaram pequeno ganho de peso em 24 e 48
horas apoOs inicio do experimento bem como os animais do grupo controle,

mantendo-se estavel até o fim dos registros.
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Figura 8: Avaliacdo do peso corporal nos animais dos grupos experimentais em 1,
24, 48, 72 e 96 horas ap0s a inducdo do modelo. Fonte: Do Autor, 2025.

A analise de temperatura corporal (figura 9) mostra que os animais do
grupo controle + salina mantiveram temperatura estavel em torno de 35 °C, exceto
96 horas apés o inicio experimental onde houve uma diminuicdo. Ja os demais
grupos experimentais apresentaram uma queda na temperatura a partir de 24 horas
apos o inicio experimental permanecendo estavel até o fim da anélise em 120 horas.
Observa-se que o grupo PA em 4 dentes apresentou resultados semelhantes,
porém, um aumento da temperatura corporal neste grupo foi detectado em 96 horas

apos a indugédo do modelo.
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Figura 9: Avaliacdo da temperatura corporal nos animais dos grupos experimentais
em 1, 24, 48, 72 e 96 horas apds a inducdo do modelo. Fonte: Do Autor, 2025.

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.2.1 Habituacédo de campo aberto

Na avaliacdo comportamental houve diferenca significativa no nimero de
cruzamentos (figura 10A) entre analise treino e teste apenas no grupo controle +
salina. Quando avaliado o numero de levantamentos (figura 10B) observou-se
diferenca significativa entre sessdes treino e teste nos grupos controle + salina e PA
em um dente apenas. Nos demais grupos nao foram observadas diferencas entre as

sessdes treino e teste em cruzamentos e levantamentos.



33

A 804 B 3. = -
I Treino 1 Treino
B Teste B Teste
60+ @
E £ 201
= a
£ 40 &
8 ]
5 S 10-
204
0- 0-
& & [a] & v.o o o]
© & & F oy (¥ F e & @ A
x@o R hba“ & ﬁp ; <) P 2 & o & ﬁf.- K
* o & @ @ ° o7 & & @
c.o*‘ & v AN c.°¢ o n u.°°°
& 0{\‘& v..‘”& &
¥ v SR

Figura 10: indice de levantamentos e cruzamentos realizados pelos animais dos
grupos experimentais em secdes treino e teste em analises comportamentais de

habituacdo de campo aberto. Os dados foram relatados como média + EPM, de 10 animais por
grupo e as comparacdes dentre os grupos realizadas com teste t de Student pareado. *p < 0,05
indicam significancia estatistica entre as sessfes treino e teste. Fonte: Do autor, 2025.

4.2.2 Meméria de reconhecimento de novos objetos

O gréfico 11, apresenta o indice de reconhecimento de novos objetos.
Observa-se que somente no grupo controle + salina houve diferenca significativa
entre a sessao treino e teste, demonstrando retencdo de memoria. Nos demais

grupos nao foram observadas diferencas entre as sessoes treino e teste.
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Figura 11: indice de reconhecimento de novos objetos entre as secdes treino e

testes nos animais dos grupos experimentais. Os dados foram apresentados como mediana
e intervalo interquartil de 10 animais por grupo e as comparag¢fes entre 0os grupos foram analisadas
utilizando-se o teste U Mann-Whitney. As comparac¢des dentro de cada grupo foram realizadas pelo
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teste de Wilcoxon. O simbolo *p < 0.05 indicam significancia estatistica entre as sessdes treino e
teste. Fonte: Do Autor, 2025.

4.3  ANALISES NEUROQUIMICAS: AVALIACAO DOS NIVEIS DE TNF-a, IL-1B,
IL-6 e IL-10

Na analise dos niveis de TNF-a (figura 12) em cortex pré-frontal foi
verificado com aumento dos niveis dessa citocina no grupo PA em 1 dente, PA em 4
dentes e grupo MCAO quando comparado ao controle. No grupo PA em 4 dentes
também houve aumento significativo na comparagédo ao grupo PA em 1 dente. O
grupo PA em 4 dentes + MCAO apresentou aumento significativo quando
comparado aos grupos PA em 1 dente + MCAO, grupo MCAO e PA em 4 dentes
sem MCAO. Além disso, o grupo PA em 1 dente + MCAO apresentou aumento
significativo quando comparado ao grupo PA em 1 dente sem MCAO.

No hipocampo os niveis de TNF-a foram aumentados nos grupo PA em 1
dente, PA em 4 dentes e MCAO quando comparados ao grupo controle. No grupo
PA em 4 dentes também houve aumento significativo na comparacdo ao grupo PA
em 1 dente. O grupo PA em 4 dentes + MCAO apresentou aumento significativo
guando comparado aos grupos MCAO e PA em 4 dentes sem MCAO. O grupo PA
em 1 dente + MCAO também apresentou aumento quando comparado ao grupo
MCAO. Além disso, o grupo PA em 1 dente + MCAO apresentou aumento
significativo quando comparado ao grupo PA em 1 dente sem MCAO.

Na avaliacdo do cortex total dos animais os niveis de TNF-a houve
aumento nos grupo PA em 4 dentes e MCAO quando comparados ao grupo
controle. No grupo PA em 4 dentes também houve aumento significativo na
comparacao ao grupo PA em 1 dente. O grupo PA em 4 dentes + MCAO apresentou
aumento significativo quando comparado aos grupos PA em 1 dente + MCAO, grupo
MCAO e PA em 4 dentes sem MCAO. Ja o grupo PA em 1 dente + MCAO
apresentou aumento significativo quando comparado ao grupo PA em 1 dente sem
MCAO.

Outro local avaliado foi 0 soro dos animais onde verificou-se que 0s niveis
de TNF-a foram aumentados nos grupo PA em 1 dente, PA em 4 dentes e MCAO
guando comparados ao grupo controle. Além disso o grupo PA em 4 dentes também
houve demonstrou aumento significativo na comparagdo ao grupo PA em 1 dente.

Por fim o grupo PA em 4 dentes + MCAO apresentou aumento significativo quando
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comparado aos grupos PA em 1 dente + MCAO, grupo MCAO e PA em 4 dentes
sem MCAO.

% % % Xk %k %k %k %k % % % %k
I I I
* % %k % Xk %k %k %k %k % %k %k %k
I I
%k %k %k k % %k %k k % %k %k %k 3k %k k
I I
* kKK T I T *okkk * kKK mm Controle + salina
[ 1 1 == PAem 1dente
* %% % %k %k kkkk  kkk % %k %k k mm PAem 4 dentes
[
80— == MCAO
* kkkk kk * % %k %k % % %k * % % %k Xk
] == PAem 1 dente + MCAO
5 607 == PAem 4 dentes + MCAO
£
2
£ 40
3
UL
z
= 204
0
Cortex frontal Hipocampo Cortex total Soro

Figura 12: Dosagem de TNF-a em cortex frontal, hipocampo, cértex total e soro apos

32 dias da inducéo experimental. Os dados foram relatados como média + EPM, de 5 animais
por grupo e as comparac¢@es utilizando teste ANOVA de 2 vias. Os simbolos *p < 0,05, **p<0,01, *** p
< 0,001 e ****p<0,0001 indicam diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre os
grupos. Fonte: Do Autor, 2025.

Ao averiguar a concentracdo de IL-1B (figura 13), em cértex frontal foi
constatado que houve um aumento significativo no grupo PA em 4 dentes quando
comparado ao grupo controle + salina. No hipocampo, uma concentracao
aumentada foi constatada no grupo PA em 4 dentes + MCAO quando comparado ao
grupo PA em 4 dentes. Em coOrtex total obteve-se dosagens aumentadas no grupo
PA em 1 dente + MCAO quando comparado ao grupo PA em 1 dente, e no grupo PA
em 4 dentes quando comparado ao controle. Na analise do soro foram verificadas
dosagens significantemente mais elevadas nos grupos PA em 4 dentes + MCAO
quando comparado ao grupo MCAO, bem como no grupo PA em 4 dentes quando
comparado ao grupo controle + salina e no grupo PA em 1 dente + MCAO quando

comparado ao grupo PA em 1 dente.
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Figura 13: Dosagem de IL-1B em cortex frontal, hipocampo, cortex total e soro apos

32 dias da inducao experimental. Os dados foram relatados como média = EPM, de 5 animais
por grupo e as comparacdes utilizando teste ANOVA de 2 vias. Os simbolos *p < 0,05, **p<0,01, *** p
< 0,001 e ****p<0,0001 indicam diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre os
grupos. Fonte: Do Autor, 2025.

Analisando a concentracdo de IL-6 (figura 14), em cortex frontal um
aumento significativo péde ser observado no grupo PA em 4 dentes + MCAO
quando comparado ao grupo MCAO. Em hipocampo houve um aumento perceptivel
no grupo PA em 1 dente quando comparado ao grupo controle + salina. No soro,
houve um aumento de concentracdo de IL-6 observado no grupo PA em 1 dente
guando comparado ao grupo controle + salina, e grupo PA em 4 dentes + MCAO

guando comparado ao grupo MCAO.
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Figura 14: Dosagem de IL-6 em cortex frontal, hipocampo, cortex total e soro apos
32 dias da inducado experimental. Os dados foram relatados como média + EPM, de 5 animais
por grupo e as comparacdes utilizando teste ANOVA de 2 vias. Os simbolos *p < 0,05, **p<0,01, *** p
< 0,001 e ****p<0,0001 indicam diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre os
grupos. Fonte: Do Autor, 2025.
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A analise de concentracdes de IL-10 (figura 15) constatou uma diferenca
estatistica somente em cortex frontal, onde o grupo PA em 1 dente foi

expressivamente mais elevado quando comparado ao grupo controle + salina.
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Figura 15: Dosagem de IL-10 em coértex frontal, hipocampo, coértex total e soro apés 32 dias da
inducéo experimental. Os dados foram relatados como média + EPM, de 5 animais por grupo e as
comparacdes utilizando teste ANOVA de 2 vias. Os simbolos *p < 0,05, **p<0,01, *** p < 0,001 e
****p<0,0001 indicam diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre 0s grupos.
Fonte: Do Autor, 2025.

4.4 VOLUME DO INFARTO CEREBRAL

Ao avaliar o volume de infarto (figura 16), foi constatado um aumento
significativamente estatistico no grupo MCAO quando comparado ao grupo PA em 1
dente, PA em 4 dentes e ao grupo controle + salina. Também houve aumento no

grupo PA em 4 dentes + MCAO quando comparado ao grupo PA em 4 dentes.
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Figura 16: Volume de infarto cerebral apds 32 dias da inducdo experimental. Os dados
sdo apresentados como média + desvio padrdo e foram analisados por ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc de Tukey. *p < 0.05,Fonte: Do autor, 2025.
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5 DISCUSSAO

Os dentes podem sofrer injarias como carie dental, traumas e doencas
periodontais ao longo da vida de um individuo (Veldzquez-Moreno et al., 2023).
Quando nédo tratadas, estas injurias acarretam perda do elemento dental,
favorecendo a invasdo sistémica de patdgenos presentes na cavidade oral atraves
de canais radiculares por diferentes vias (Dioguardi et al., 2019).

Uma infeccdo endodbdntica pode ocasionar um processo inflamatoério
cronico levando a destruicdo de estruturas 6sseas do periodonto devido a interacao
entre fatores microbianos e a resposta imune do hospedeiro que culminam em PA
(Conti et al., 2020). A PA consiste em uma lesdo inflamatéria de tecidos
perirradiculares que surge principalmente devido a saida de bactérias e toxinas de
uma polpa inflamada ou necrotica pelo forame apical, levando a destruicdo do
ligamento periodontal e do osso alveolar (Naruse et al., 2021).

A gravidade da PA (aguda e/ou crdnica) varia de acordo com a viruléncia
do biofilme (Ricucci, Siqueira 2010, Felipe Pereira et al.,, 2021), definido como
colénias de microrganismos, nos quais as bactérias estao inseridas em uma matriz
de SPE aderidas umas as outras e/ ou a uma superficie, criando um microambiente
que disponibiliza uma variedade de nutrientes para estas bactérias Esta matriz SPE,
ndo apenas fornece suporte para que as células possam aderir-se, mas também cria
um microambiente onde existe a disponibilidade de varios nutrientes para estas
bactérias (Jiao et al., 2019, Karygianni et al., 2020). A cronificacdo dos casos de PA
depende da capacidade virulenta dos patdégenos, sendo o0s casos mais agudos
decorrentes de microrganismos mais virulentos e casos crénicos de bactérias com
menor viruléncia (Ferreira et al., 2024).

Na cavidade oral foram identificados uma grande quantidade de
microrganismos sendo que 400 espécies diferentes foram catalogadas em amostras
diferentes de PA (Siqueira et al., 2010). Alem disso, uma infec¢do local, decorrente
da PA, demonstrou uma correlacdo positiva para o risco de doencas sistémicas
como doencas hereditarias como o diabetes e doencas cardiovasculares (Sanchez-
Dominguez et al., 2015, Conti et al., 2020).

De modo geral, a saude de um individuo pode ser influenciada de maneira

significativa pela condicdo bucal e dentaria que apresenta, inclusive, tem-se
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associado uma saude bucal precéaria ao risco aumentado de acidente vascular
cerebral, uma doenca multifatorial caracterizada pela reducdo do suporte sanguineo
para regides do cérebro de maneira abrupta, causando lesdes celulares e teciduais
gue estdo associadas as principais causas de incapacidade e mortalidade na
populacdo mundial adulta (Shahi et al., 2022).

Em estudos utilizando modelos animais a avaliacdo dos déficits
neurolégicos tem grande importancia para compreender a evolugao prognostica em
curto e longo prazo (Bieber et al., 2019). A avaliagdo clinica de lesGes neuroldgicas
utiliza uma ferramenta qualitativa como auxiliar para avaliar déficit neurolégico, esta
abordagem mostra-se util para auxiliar a tomada de decisfes clinicas de maneira
individual para cada paciente (Edwards et al., 1995). Tal ferramenta pode além de
auxiliar a tomada de decisdes clinicas, ajudar na previsdo progndstica evolutiva do
paciente (Adams 1999). Neste estudo analises a curto prazo foram realizadas nos
animais em experimentacdo em 1 hora, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apo6s a inducédo
para temperatura corporal, peso e escore neurolégico. O peso teve uma maior
variagdo com uma queda drastica em 24 horas, enquanto a temperatura sofreu
pequenas oscilacbes com excecdo do grupo controle + salina que em 96 horas
apresentou uma diminuicdo, e no grupo PA em 4 dentes que apresentou em 96 hora
uma elevacdo. Quanto ao score neurolégico o grupo PA em 4 dentes + MCAO foi 0
que apresentou maior escore seguido do grupo MCAO se aproximando a 6 em
ambos, demonstrando o impacto neuroldgico e cognitivo agudo que lesdes
periapicais associadas a MCAO podem ocasionar.

Também foram avaliados parametros comportamentais verificando-se
uma diferenga significativa no nimero de cruzamentos e levantamentos no grupo
controle + salina e somente levantamento no grupo PA em 1 dente. Nos demais
grupos ndo foram observadas diferencas entre as sessbes treino e teste em
cruzamentos e levantamentos. Esses resultados corroboram com um estudo que
associou meningite bacteriana e PA sendo verificado inexisténcia de diferengas no
namero de cruzamentos e movimentos de elevacdo entre sessao de treinamento e
teste nos grupos de meningite e lesdo periapical, demonstrando comprometimento
da memoéria de habituacéo (Barichello et al., 2015).

Outro teste comportamental utilizado foi de reconhecimento de novos
objetos, verificando-se diferenca significativa somente no grupo controle. Os demais

grupos nao apresentaram diferencas entre sessbes teste e treino, demonstrando
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mesmo tempo de exploracdo ao novo objeto e indicando uma reducdo na memoéria
de longo prazo dos animais. A utilizacdo deste teste comportamental no modelo de
PA apresenta limitagdes na literatura, sendo este um dos poucos estudos que o
utilizaram. A utilizacdo desse teste comportamental para avaliacdo de memoria
possui boa receptividade uma vez que nao requer reforco ou punicédo para motivar o
comportamento e ndo requer treinamento prolongado antes de poder ser realizado,
evitando o estresse do animal e, portanto, sem alteragcées dos resultados (Wooden
et al., 2021).

Patogenos periodontais desencadeiam aumento cerebral de mediadores
inflamatorios, através de suas toxinas, acarretando respostas neuroinflamatérias.
Esse processo pode induzir a ativagdo microglial e desencadear respostas
inflamatoérias periféricas locais ou sistémicas, com producdo de mediadores
inflamatorios (como IL-13 e TNF-a), capazes de adentrar barreira hematoenceféalica
através da circulacdo sistémica e iniciar a neuroinflamacéao (Hao, Li, Li et al. 2022,
Wang, Huang, Chan et al. 2023). Infec¢des agudas, incluindo infec¢des orais, podem
desencadear uma resposta inflamatéria sistémica devido a producado de mediadores
inflamatorios decorrente do avanco bacteriano e invasdo de outros tecidos,
possibilitando um aumento no risco de desenvolvimento de AVC (Fagundes et al.,
2019). Estudos realizados com modelos animais de PA verificaram um aumento do
processo inflamatério no hipocampo de camundongos e ratos infectados por via oral
com Porphyromonas gingivalis concomitante com niveis elevados de TNF-a, IL-1B e
IL-6 (Wu, Ni, Liu et al. 2017, Dominy, Lynch, Ermini et al. 2019).

Ao observar os dados obtidos nas andlises de TNF-a, embora
estatisticamente diferencas significativas tenham sido constatadas entre as
comparacoes dos diversos grupos experimentais, nota-se um aumento acentuado na
dosagem das amostras do grupo PA em 4 dentes + MCAO quando comparado aos
demais grupos em amostras de cortex frontal, hipocampo, cortex total e soro. Um
estudo de coorte avaliou 61 individuos com periodontite, e verificou maiores indices
de TNF-a nos individuos com periodontite crénica, indicando um estado pro-
inflamatorio sistémico quando comparada aos individuos controle (Passoja et al.,
2010). Embora nos ultimos anos o TNF-a tenha emergido como um potencial
marcador em AVC devido seu papel na fisiopatologia da doenca (Xue et al., 2022),
de maneira controversa, estudos clinicos ndo foram capazes de apontar citocinas

como TNF-a como preditores confiaveis de resultados funcionais em pacientes com
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AVC menos grave (Rezaeitalab et al., 2020), também ndo puderam apontar esta
citocina de maneira associada ao desfecho funcional global ap6s AVC agudo
(Flores-Cantu et al., 2016). Deste modo, o papel e os mecanismos que o TNF-a
desempenha na fisiopatologia do AVC precisam de uma compreensao melhor
(Rezaeitalab et al., 2020), demonstrando que a pesquisa pré-clinica pode ser uma
aliada, visto seu amplo potencial de esclarecimento antes da traducdo para ensaios
clinicos (Huang et al., 2020), como o caso dos resultados do presente estudo, que
podem trazer esclarecimento quanto a associacdo de lesbes orais e AVC para o
prognéstico apés um AVC.

Adicionalmente, as analises de IL-1B, trouxeram dados relevantes ao
comparar os diferentes grupos experimentais. Estudos demonstram que a IL-1[3 esta
relacionada diretamente a progressdo da PA (Froes et al., 2020). Esta citocina,
também demonstra ser um potencial biomarcador para o prognostico de AVC
(Catana et al., 2023). No presente estudo, um dado destacavel para analise desta
citocina, além da expressao exacerbada no grupo PA em 4 dentes + MCAO em
relacdo aos demais grupos, € a comparacao estatisticamente relevante entre o
grupo PA em 4 dentes + MCAO e o grupo onde os animais foram submetidos
somente a PA em 4 dentes, principalmente quando avaliado no hipocampo,
demonstrando que a associacdo com MCAO pode exacerbar a resposta inflamatoria.
Sabe-se que no SNC a microglia € uma célula imune responsavel por secretar
mediadores proé-inflamatérios como resposta a uma injaria, e que a producéo
excessiva destes pode acelerar danos neuronais que estdo associados ao declinio
cognitivo (Mekhora et al., 2024).

Marcadores inflamatérios estdo relacionados a doenca sistémicas,
embora, na periodontite a IL-6, TNF-a e proteina C reativa estejam presentes
(Fagundes et al., 2019). Inclusive, a IL-6 pode ser apontada como um biomarcador
de periodontite e um indicador de aumento do risco de AVC, sugerindo um possivel
agravamento do processo fisiopatoldgico deste importante DCV (Gani et al., 2012,
Esenwa, Elkind 2016). No presente estudo, um acompanhamento de 32 dias foi
realizado, e diferentes estruturas cerebrais e adicionalmente o soro dos animais
submetidos a experimentacdo para quantificacdo citocinas. Em soro, dosagens
significativamente aumentadas de IL-6 foram observadas no grupo que foi submetido
a uma lesdo periapical quando comparado ao grupo controle. Observou-se ainda

gue o grupo com maior numero de lesdes associado ao MCAO (grupo PA em 4
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dentes + MCAOQ) apresentou niveis aumentados de maneira estatisticamente
significativa quando comparado ao grupo que foi submetido somente ao modelo
experimental de MCAO. No cortex frontal, um resultado semelhante foi observado
nos animais do grupo PA em 4 dentes + MCAO quando comparado aos animais
submetidos somente ao MCAO, corroborando com indicios de que uma infeccéo oral
pode potencializar e/ou desencadear uma resposta inflamatoria sistémica.

Recentemente, um estudo demonstrou que IL-10 desempenha um papel
fundamental na restricAo da sinalizagdo prejudicial da IL-17A no AVC, e que
camundongo com déficits de IL-10 apresentam um aumento no volume de infarto e
atrofia cerebral, impactando diretamente no resultado neuroldgico (Piepke et al.,
2021). Outro estudo apontou que os niveis mais baixos de IL-10 estdo associados
ao acometimento de depressao p6s-AVC (Chi et al., 2021). Além disso, sabe-se que
a IL-10 impacta positivamente nas doencas periodontais. Um estudo transversal
avaliou 60 individuos com periodontite e identificou que estes apresentavam niveis
mais alto de IL-10 (Cebesoy et al., 2024). Deste modo, niveis altos de IL-10
diminuem a sintese de TNF-a, IL-1 e IL-6 (Berniyanti et al., 2024).

No estudo presente, em contrapartida, ao avaliar a IL-10, uma citocina
anti-inflamatério, foi possivel observar que em cértex frontal foi mais expressiva e
com significancia estatistica no grupo PA em 1 dente quando comparado ao grupo
controle. Nas demais estruturas ndo houve dados estatisticamente relevantes,
embora no cortex total sua expressao tenha sido drasticamente atenuada no grupo
PA em 4 dentes + MCAO em comparacdo aos demais grupos, exceto ao grupo
controle + salina.

Outro parametro relevante para avaliagdo conjunta do estado neurolégico
do animal submetido a experimentacdo € o volume de infarto (Adams 1999). Sabe-
se do beneficio da correlacdo de resultados do teste neurolégico com o volume de
infarto em animais com AVCs para prever a gravidade da lesdo. Um estudo
demonstrou que os escores neurologicos estavam significativamente associados ao
volume de infarto subjacente (Bieber et al., 2019). Nesta investigacédo presente, foi
avaliado o volume de é&rea infartada no cérebro dos animais submetidos a
experimentacdo. Nesta analise o grupo que apresentou maior volume de infarto foi o
MCAO, seguido pelo grupo PA em 4 dentes + MCAO. Tal fato, em associa¢gdes com
os achados complementares desta experimentacdo demonstram que um maior

numero de lesOes dentarias associado a MCAQO acarreta aumento de mediadores
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inflamatorios e um volume de infarto maior, que podem estar correlacionados a um

escore neuroldgico maior e consequentemente déficits neurolégicos e cognitivos.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo foi possivel observar que um maior numero de lesdes
dentarias associado a MCAO acarreta aumento de mediadores pro-inflamatoérios e
reducdo de mediadores anti-inflamatérios, e que estes podem estar intimamente
relacionados a um volume de infarto maior, bem como aumento de escore
neurolégico, piora no indice de estudos comportamentais, demonstrando o impacto
neuroldgico e cognitivo. Os achados encontrados no presente trabalho auxiliam na
compreensao da fisiopatologia da PA e do AVC, bem como 0 que a associagao entre
ambos pode acarretar. Tais dados podem fornecer novos insights para pesquisas

futuras.
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