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RESUMO

A periodontite apical (PA) € uma infeccdo inflamatéria crbnica oral, que na maioria
dos casos resulta da carie dentéaria, traumatismo dental e da periodontite crénica.
Apoés a contaminacdo da polpa dental pelas bactérias presentes na cavidade oral, a
polpa inflamada acaba necrosando. Este processo inflamatério, induz a producéo de
mediadores inflamatorios que chegam a circulacdo sanguinea e podem contribuir
para o agravamento de diversas doencas sistémicas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar se a periodontite apical induzida e contaminada com E. faecalis pode causar
inflamagé&o sistémica, alteragdes intestinais e cognitivas em modelo experimental de
PA. Foram utilizados 80 ratos Wistar machos adultos (60 dias, 250-300 g), onde foi
induzida a PA. Foram divididos em grupo controle/salina (n=20); controle/E. faecalis
(n=20); PA/salina (n=20); PA/E. faecalis (n=20). No grupo PA/salina 10 pL de
solucédo salina foram colocados no interior do canal e selado a cavidade de acesso
com cimento de ionébmero de vidro e no grupo e PA/ E. faecalis 10 pl de solucdo
bacteriana de E. faecalis foi colocado no interior do canal e selado a cavidade de
acesso com cimento de ionémero de vidro. No grupo controle/ E. faecalis nao foi
realizado acesso endodontico e os animais receberam 10 pl de suspenséo
bacteriana em swab aplicado diretamente na cavidade oral do animal e o grupo
controle/salina recebeu 10 pl de suspenséo salina em swab aplicado diretamente na
cavidade oral. Ap0s o experimento 0s animais retornaram para o biotério em suas
caixas moradias. No 10° dia apOs a inducédo da lesdo, foram realizados os testes
comportamentais de habituacdo ao campo aberto e esquiva inibitéria, além da
tomografia computadorizada de mandibula. No 21° dia foi realizado novamente os
testes comportamentais e tomografia computadorizada e ap6s a eutanasia, foi
realizada coleta de amostras do ileo, baco, timo, coracdo e soro para analises
imunoquimicas e histologicas. Em 10 dias os animais dos grupos PA/salina,
controle/E. faecalis e PA/E. faecalis apresentaram dano de memodria, entretanto aos
21 dias somente o grupo PA/ E. faecalis manteve o dano de meméria de longo prazo
e aversiva quando comparados aos controles. Com relacdo aos parametros
inflamatorios, verificou-se que os niveis de TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 e parametros
oxidativos estiveram exacerbados em praticamente todos 0S grupos, com excegao
do grupo controle/ salina, no soro e estruturas periféricas baco, timo e coracao. Além
disso, o grupo PA/ E. faecalis demonstrou diferenca de seus niveis de citocinas
comparado ao grupo controle/salina e ao grupo PA/salina em praticamente todas as
estruturas avaliadas. Na avaliacao do ileo verificou-se ainda que o comprimento das
vilosidades e das criptas foi reduzido nos grupos PA/ salina e PA/ E. faecalis em
comparagcdo com seus grupos controle, com piora expressiva no grupo PA/ E.
faecalis quando comparado a PA/ salina. Com estes resultados verificou-se que o
processo infeccioso por E. faecalis exacerba parametros inflamatérios e oxidativos
em modelo animal de PA, resultando em espécies reativas de oxigénio (EROs)
circulantes na periferia, danos em 0rgaos secundarios e aumento da permeabilidade
intestinal. Além disso, o processo infecioso correlacionou-se a dano de memaria nos
grupos lesionados.

Palavras chaves: Periodontite apical, Enterococcus faecalis, dano cognitivo,
inflamacé&o, neurodegeneracao.



ABSTRACT

Apical periodontitis (AP) is a chronic oral inflammatory infection that in most cases
results from dental caries, dental trauma and chronic periodontitis. After
contamination of the dental pulp by bacteria present in the oral cavity, the inflamed
pulp ends up necrosing. This inflammatory process induces the production of
inflammatory mediators that reach the bloodstream and can contribute to the
worsening of several systemic diseases. The objective of this study was to evaluate
whether apical periodontitis caused and contaminated with E. faecalis can cause
systemic inflammation, alterations in intestinal homeostasis and cognitive alterations
in the experimental model of AP. One hundred adult male Wistar rats (60 days, 250-
300 g) were used, where AP was provoked. They were divided into control/saline
group (n=25); control/E. faecalis (n=25); AP/saline (n=25); AP/E. faecalis (n=25). In
the PA/saline group, 10 pL of saline solution was placed inside the canal and the
access cavity was sealed with glass ionomer cement, and in the PA/E. faecalis
group, 10 pL of E. faecalis bacterial solution was placed inside the canal and the
access cavity was sealed with glass ionomer cement. In the control/E. faecalis group,
no endodontic access was performed and the animals received 10 pL of bacterial
suspension in a swab applied directly to the animal's oral cavity, and the
control/saline group received 10 pL of saline suspension in a swab applied directly to
the oral cavity. After the experiment, the animals were returned to the vivarium in
their housing boxes. On the 10th day after injury induction, behavioral tests of
habituation to the open field and inhibitory avoidance were performed, in addition to
computed tomography of the jaw. On the 21st day, behavioral tests were performed
again and after euthanasia, samples of ileum, spleen, thymus, heart and serum were
collected for immunochemical and immunohistochemical analyses. Within 10 days,
the animals in the PA, control/ E. faecalis and PA/ E. faecalis groups showed
memory impairment, however, at 21 days only the PA/ E. faecalis group maintained
the long-term and aversive memory impairment when compared to the controls.
Regarding inflammatory settings, the levels of TNF-a, IL-1B3, IL-6 and IL-10 and
oxidative disruptions were exacerbated in practically all groups, except for the
control/saline group, in the serum and peripheral structures spleen, thymus and
heart. Furthermore, the PA/ E. faecalis group demonstrated a difference in their
levels compared to the control/saline group and the PA/saline group in practically all
structures evaluated. In the evaluation of the ileum, it was also provided that the
length of the villi and crypts was reduced in the PA/saline and PA/ E. faecalis groups
compared to their control groups, with significant worsening in the PA/ E. faecalis
group when compared to PA/saline. These results showed that the infectious process
by E. faecalis exacerbates inflammatory and oxidative disruptions in the animal
model of AP, resulting in circulating reactive oxygen species (ROS) in the peripheral
circulation, secondary organ damage and increased intestinal permeability. In
addition, the infectious process correlated with long-term and aversive brain memory
impairment in injured groups.

Keywords: Apical periodontitis, Enterococcus faecalis, cognitive impairment,
inflammation, neurodegeneration.
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1. INTRODUCAO

1.1. PERIDONTITE APICAL

A periodontite apical (PA) é um processo inflamatoério crénico ou agudo
dos tecidos perirradiculares em resposta a uma infeccdo endodéntica, culminando
com a destruicdo das estruturas ésseas do periodonto devido a interagdo entre
fatores microbianos, como bactérias e toxinas presentes no interior do canal
radicular, e a resposta imune do hospedeiro (Conti, Segura-Egea, Cardoso et al.
2020, Felipe Pereira, Willian Lattari Tessarin, Yamamoto Chiba et al. 2021, Naruse,
Itoh, Itoh et al. 2021). Enquanto as infec¢bes agudas sdo causadas por bactérias
altamente virulentas ou pelo efeito sinérgico de multiplas espécies, a PA cronica esta
associada bactérias menos virulentas (Ferreira, Pereira, Souza-Monteiro et al. 2024).

As patologias pulpares e perirradiculares podem ser de natureza
inflamatdria ou microbiana, e sdo geralmente hipéxias devido aos danos vasculares,
metabolismo das bactérias e resposta celular mediada pela producédo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (Tang, Zhou, Gao et al. 2014, Park, Kim, So et al. 2021).
A contaminacao do tecido pulpar pode ser em decorréncia da doenca carie, fissuras
em restauracdo ou em dentes, trauma e através do periodonto que induzird uma
resposta inflamatéria. Esta por sua vez, se ndo tratada, levara a necrose pulpar e
consequente contaminacdo do sistema de canais radiculares, tubulos dentinarios e
infeccdo do periodonto apical (Azuma, Cardoso, Samuel et al. 2021).

Outros fatores de risco para PA foram identificados, sendo que a higiene
bucal, nutricdo, fatores sociais, educacionais e econdmicos Sdo 0S que possuem as
maiores evidéncias (Baima, Shin, Arrica et al. 2023). Diante dessa complexa
interacdo de fatores, a epidemiologia da PA é um campo essencial para
compreender a prevaléncia e os fatores de risco associados a essa condicdo em

diferentes populacdes.
1.2.EPIDEMIOLOGIA
A PA é, em muitos casos, uma consequéncia direta das céaries dentais,

que afetam aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas globalmente (Jakovljevic,

Nikolic, Jacimovic et al. 2020). De fato, a céarie ndo tratada pode levar a necrose
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pulpar e posterior infec¢cdo do tecido periapical, criando um ambiente propicio para o
desenvolvimento de PA (Li, Xiang, Ren et al. 2024). Esse fendbmeno é refletido em
uma revisao sisteméatica e metanalise que envolveu 34.668 individuos de diferentes
paises, na qual foi observada uma prevaléncia de PA em 52% dos participantes,
com cada um apresentando pelo menos um dente acometido. A prevaléncia foi
significativamente maior em paises em desenvolvimento (53%) e em transicao (80%)
em comparagdo com os paises desenvolvidos (51%), sendo que 24% a 65% dos
casos podem ser detectados radiograficamente (Tiburcio-Machado, Michelon,
Zanatta et al. 2021).

Na cavidade oral, a cérie, a gengivite e a periodontite marginal sao
exemplos tipicos de doencgas causadas por biofilmes bacterianos e evidéncias
tendem a incluir a PA neste conjunto de doencas bucais induzidas por biofilme
(Georgiou, Crielaard, Armenis et al. 2019, Conti, Segura-Egea, Cardoso et al. 2020,
Naruse, Itoh, Itoh et al. 2021). Aproximadamente 34% das PA estdo associadas as
caries profundas, indicando uma relagdo limitrofe entre bactérias, carie dental e
lesGes periapicais (Georgiou, Crielaard, Armenis et al. 2019).

No Brasil, os dados sobre a prevaléncia de PA sé&o limitados e dificeis de
generalizar devido ao pequeno tamanho das amostras nas pesquisas existentes. Um
estudo realizado na Universidade do Rio de Janeiro encontrou uma prevaléncia de
7,87% de PA nas amostras analisadas, de um total de 15.724 radiografias
analisadas, mas os proprios autores alertam que a baixa abrangéncia populacional
limita a aplicabilidade dos dados a nivel nacional (Berlinck, Tinoco, Carvalho et al.
2015). Essa lacuna de conhecimento reforca a importancia de estudos
epidemioldgicos mais amplos para uma compreensao mais precisa da PA no Brasil
e em outras regioes.

Paralelamente, a microbiologia tem evidenciado o papel central dos
biofilmes microbianos na etiologia da PA e em varias outras doencas infecciosas.
Estima-se que os biofiimes sejam responsaveis por cerca de 65-80% das infeccdes
humanas no mundo (Barcelos, Rosa, Roversi et al. 2020, Tiburcio-Machado,
Michelon, Zanatta et al. 2021), sendo um mecanismo central no desenvolvimento
tanto da carie quanto da PA (Ricucci ,Siqueira 2010, Zhang, Yang ,Hou 2021).
Assim, a compreensédo do comportamento desses biofilmes é crucial para o manejo

eficaz das infec¢cbes periapicais.
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1.3.DIVERSIDADE MICROBIANA EM BIOFILMES ENDODONTICOS

O biofilme bacteriano pode ser definido como um filme multicelular séssil,
no qual as células individuais crescem e se agregam para formar micro coldnias
ordenadas na matriz de substancias poliméricas extracelulares (SPE), um composto
de biopolimeros hidratados formados por polissacarideos, proteinas, &acidos
nucléicos e lipidios secretados pelas células do biofilme conferindo caracteristicas
essenciais para a fisiologia, producdo e existéncia do biofilme, podendo exibir 300
ou mais camadas de células de espessura (figura 1) (Siqueira, Ro¢as ,Ricucci 2010,
Tennert, Fuhrmann, Wittmer et al. 2014, Galler, Weber, Korkmaz et al. 2021).

g oR e

Figura 1. Fases da formacdo do biofilme. 1: fixacdo de bactérias, 2 e 3: formagdo de
substancias poliméricas extracelulares (SPE), 4: maturacdo, 5: biofilme maduro. Figura/llustracdo
elaborada pelo auto. Adaptado de (Monroe 2007).

A principio, pode-se pensar que para ocorrer a formacdo de biofilme a
polpa teria que se tornar necrética e liquefeita antes da invasdo bacteriana. No
entanto, se considerar a dindmica de invasdo do canal radicular por bactérias
presentes nas lesGes de céarie que expuseram o tecido pulpar, pode-se vislumbrar
uma dinamica diferente para a formacdo de biofilme, o que € sustentado por
observagdes histobacteriologicas (Galler, Weber, Korkmaz et al. 2021).

A carie € uma doenca resultante da formacdo de biofilmes compostos
inicialmente por coldnias bacterianas Gram-positivas, que em estagios avancados
passam a incluir bactérias Gram-negativas em areas do tecido hospedeiro
associadas a células inflamatorias. O desenvolvimento dessa condicdo depende do

desequilibrio do microbioma oral, que €& formado por uma variedade de
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microrganismos, como bactérias, fungos e virus (Jiang, Deng, Dai et al. 2021, Li, Liu,
Yang et al. 2022). Como resultado da exposi¢cao, a porcdo pulpar abaixo da leséo
cariosa, torna-se severamente inflamada e necrotica destruindo a camada de
odontoblastos e os fibroblastos pulpares adjacentes séo ativados participando da
resposta inume do hospedeiro. A medida que a infecgdo avanca envolve primeiro o
tecido na camara pulpar e se move para dentro da polpa em direcdo apical,
ocasionando a necrose e infeccdo do canal radicular (Poornima, Ravishankar,
Abbott et al. 2021, Segura-Egea, Cabanillas-Balsera, Martin-Gonzalez et al. 2023).

O biofilme presente nos terc¢os iniciais dos canais radiculares é constituido
predominantemente por bactérias associadas a céarie (Gram-positivas). Contudo,
apos a invasao do sistema de canais pelos tabulos dentinarios, a composi¢do desse
biofiime sofre alteracdes, passando a ser dominada por bastonetes anaerdbios
Gram-negativos e bactérias proteoliticas. A flora intracanal madura € composta por
cocos, bastonetes, organismos filamentosos e espiroquetas, que se agrupam nas
paredes dentinarias do canal radicular (Rodrigues, de Andrade, de Vasconcelos et
al. 2018). Os biofilmes intrarradiculares, observados nas PAs, podem ser
encontrados no apice dos canais radiculares, em ramificacfes, istmos, nas paredes
dentinarias e na superficie externa da raiz. Esses biofilmes aderem ao colageno néao
mineralizado presente na superficie dos tibulos dentinarios, formando uma estrutura
resistente capaz de persistir mesmo apos o tratamento endodéntico (Li, Wang, Bao
et al. 2023).

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, e conforme o
processo avancga, essas bactérias recebem “reforgos” de novas bactérias da saliva e
tornam-se cada vez mais organizadas e atingem um estado de homeostase
comunitaria e equilibrio (Ricucci, Siqueira, Abdelsayed et al. 2021).

Esse processo €& crucial para a patogénese da PA, cuja etiologia
infecciosa foi bem documentada e estudos contribuiram para definir as espécies
microbianas associadas a doenca (Ricucci ,Siqueira 2010). Estudos demonstraram
que a patogénese da PA requer a acdo conjunta de bactérias em uma comunidade
multiespécies cuja diversidade pode variar de acordo com o tipo de infeccdo e
manifestacdo clinica da doenca (Rodrigues, de Andrade, de Vasconcelos et al.

2018). Estudos morfolégicos indicam que a microbiota endoddntica esta relacionada
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a presenca de bactérias em dentes nao tratados (infeccdo primaria), de bactérias
residuais (infeccédo persistente) ou reinfeccdo de um ambiente do canal radicular ja
desinfetado (infec¢cdo secundaria), e demonstraram que o padrdo dominante de
colonizagéo bacteriana do sistema de canais radiculares se assemelha ao dos
biofilmes tipicos na cavidade bucal (Siqueira, Rdcas ,Ricucci 2010).

O biofilme apical é responsavel por liberar fatores de viruléncia,
constituido por componentes celulares, antigenos e substancias secretadas, que
causam danos aos tecidos perirradiculares em contato direto culminando em danos
e estimulando/ modulando a resposta imune do hospedeiro, apresentando sintomas
clinicos como dor e edema (Ricucci ,Siqueira 2008, Siqueira, Ré¢as ,Ricucci 2010).
A gravidade da PA varia de acordo com a viruléncia do biofilme: em infec¢gdes com
alta viruléncia, desenvolve-se uma PA aguda, enquanto infeccbes de baixa
viruléncia resultam em processos crénicos, frequentemente assintomaticos (Ricucci
,Siqueira 2010, Felipe Pereira, Willian Lattari Tessarin, Yamamoto Chiba et al. 2021).
Estudos microbiolégicos avancados identificaram mais de 1.000 espécies
bacterianas na cavidade oral, com mais de 400 delas associadas com diferentes
formas de PA (Siqueira, R6¢as ,Ricucci 2010).

Os géneros mais prevalentes em infeccdes endodoénticas primarias
incluem bastonetes anaerobios Gram-negativos, como Prevotella sp.,
Porphyromonas sp., Tannerella forsythia (um patégeno periodontal), Asaccharolytic
sp., e Fusobacterium sp., além de bactérias Gram-negativas com flagelos
periplasmaticos, como Treponema sp. (Zheng, Wu, Niu et al. 2019). Essas infec¢bes
também podem envolver fungos, virus e bastonetes anaerdbios Gram-positivos,
como Parvimonas micra, Streptococcus sp., € Enterococcus faecalis, que podem
persistir mesmo apdés o tratamento endododntico. Além disso, bastonetes
microaerofilicos Gram-negativos, como Campylobacter, tém sido associados a
infeccbes endodobnticas, abscessos periapicais e infec¢cdes extrarradiculares
(zahran, Witherden, Mannocci et al. 2021).

As infec¢cdes secundarias decorrem devido a reinfeccdo, infecgcao
persistente ou infeccéo recorrente em dentes previamente submetidos a tratamento
endododntico, que se caracterizam pela presenca de enterococos, estreptococos,
lactobacilos, Actinomyces, fungos, E. faecalis, bacteroides e Dialister. Esses
microrganismos foram identificados em infec¢cbes endodonticas assintomaticas

associadas a PA crbnica. Em contraste, anaerdbios obrigatérios como F. nucleatum,
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P. intermedia e D. pneumosintes foram encontrados em infeccbes sintomaticas
diagnosticadas clinicamente como abscessos agudos (Costa, Pacheco-Yanes,
Siqueira et al. 2019, Vieira, Pérez, Alves et al. 2020).

1.3.1. Enterococcus faecalis

E. faecalis é um coco anaerdbico facultativo Gram-positivo que
normalmente habita o intestino de individuos saudaveis além de ser encontrado em
diversos nichos ecolégicos, como na agua, no solo, nos alimentos e em lesdes de
origem endodéntica (Felipe Pereira, Willian Lattari Tessarin, Yamamoto Chiba et al.
2021). No entanto, apesar da aparente natureza comensal ele pode se tornar um
patbgeno oportunista, especialmente em situagcbes de sistema imunoldgico
comprometido ou tratamento endodéntico inadequado (Elashiry, Bergeron ,Tay
2023). De fato, é a bactéria mais comum a ser isolada em lesbes persistentes de
tratamentos endodénticos malsucedidos. A prevaléncia desta espécie microbiana
em dentes tratados endodonticamente com falha foi identificado em 77% dos casos
examinados, sendo responsavel por 45,8% das espécies bacterianas isoladas
possuindo resisténcia a antimicrobianos (Dupont, Friggeri, Touzeau et al. 2011,
Zhang, Du ,Peng 2015).

A E. faecalis desenvolveu diversas estratégias que lhe permitem escapar
da resposta imune do hospedeiro. Ele perturba as funcdes normais das células
imunoldgicas, especialmente dos macréfagos, que sdo cruciais para orquestrar a
resposta inflamatodria e eliminar infecgbes (Chi, Lin, Meng et al. 2021, Song, Li,
Huang et al. 2022). Esta perturbacdo dificulta a capacidade do organismo de
erradicar eficazmente a infec¢éo, contribuindo para a persisténcia da PA (Deng, Lin,
Liu et al. 2023).

Associado a isso destaca-se a capacidade dessa bactéria de formar
biofilmes (Boeder, Spiller, Carlstrom et al. 2024), resistir a antibioticos (Dupont,
Friggeri, Touzeau et al. 2011, Garcia-Solache ,Rice 2019) e produzir vesiculas
extracelulares (EVs) que podem induzir respostas inflamatéria (Ma, Deng, Du et al.
2024). Foi demonstrado que essas EVs promovem a polarizacdo dos macréfagos
em direcdo ao fendtipo M1, que esta associado a inflamacédo e a destruicdo do
tecido na area periapical (Ma, Deng, Du et al. 2024).
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A capacidade da E. faecalis de sobreviver em canais radiculares apés
terapia endodontica (infeccdo persistente) destaca a capacidade deste patdégeno de
suportar um pH alto e crescer na presenca de medicacdes intracanais a base de
hidroxido de célcio, hipoclorito de sbdio, antibidticos intracanais e sistémicos e 0s
protocolos de desinfeccdo empregados durante o tratamento de canal radicular,
levando a destruicdo do tecido e a reabsorcédo 6ssea na regido apical do elemento
dental acometido (Cintra, Estrela, Azuma et al. 2018, Fiallos, Ribeiro Aguiar, da Silva
et al. 2022, Segura-Egea, Cabanillas-Balsera, Martin-Gonzalez et al. 2023).

O conhecimento dos padrdes de colonizacdo microbiana deste patdégeno
oportunista no local infectado é de suma importancia, ndo apenas para uma melhor
compreensdao do processo da doenca, mas também para o estabelecimento de
estratégias terapéuticas eficazes em alcancar e eliminar o maior nimero possivel de
células bacterianas do sistema de canais radiculares (Gholizadeh, Aghazadeh,
Ghotaslou et al. 2021, Naruse, Itoh, Itoh et al. 2021).

1.4.FISIOPATOLOGIA DA PA

O inicio da PA normalmente segue-se a necrose pulpar, que pode ser
desencadeada por uma leséo cariosa profunda (Georgiou, Crielaard, Armenis et al.
2019). Na lesdo cariosa profunda as bactérias presentes na cavidade oral
contaminam o tecido pulpar levando a necrose do tecido. Neste conjunto de
circunstancias ocorre a formacéo de lesBes periapicais decorrentes das bactérias
presentes nos sistemas de canais radiculares e células do sistema imune do
hospedeiro (Georgiou, Crielaard, Armenis et al. 2019, Ali, Thani, Foschi et al. 2020).

Uma vez que a polpa estd necrotica, as bactérias invadem o canal
radicular, levando a uma infeccdo complexa caracterizada por uma microbiota mista,
composta predominantemente por bactérias anaerdébicas (Gomes ,Herrera 2018,
Siqueira ,R0c¢as 2022). Esta invasdo microbiana resulta em uma resposta
inflamatoria localizada a medida que as bactérias avancam apicalmente, atingindo
eventualmente os tecidos perirradiculares através dos forames apicais ou laterais
podendo levar & formacédo de uma PA (lesdo osteolitica) na regido apical das raizes
(figura 2) (Barcelos, Rosa, Roversi et al. 2020, Galler, Weber, Korkmaz et al. 2021,
Ferreira, Pereira, Souza-Monteiro et al. 2024).
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Figura 2: Desenho esquematico da evolucdo da doenca carie. Adaptado de (Jenkinson
,Lamont 2005).

A funcdo da resposta inflamatéria frente a processos endodonticos €
conter as bactérias e seus subprodutos prevenindo a propagacdo da infeccdo, e
para isso inUmeras citocinas pro-inflamatoérias sao produzidas in loco para mediar a
resposta imune durante o processo inflamatério na regido periapical (Cintra, Estrela,
Azuma et al. 2018, Yang, Shen, Zhang et al. 2023). Embora a grande maioria das
incidéncias aconteca em decorréncia de processos crénicos, pode ocorrer a
agudizacdo exacerbando o processo infeccioso ocasionando dor e edema (Galler,
Weber, Korkmaz et al. 2021).

A E. faecalis expressa algumas substancias de agregacao, como genes
(agg e asal), relacionadas a facilitacdo da adesao, invasdo das células, troca de
plasmideos e formacdo do biofiime (Ben Braiek ,Smaoui 2019). A formacdo de
biofilme, juntamente com a expresséo da substancia de agrega¢do como substratos
sortase, conjunto de enzimas responsavel pela ancoragem de proteinas de
superficie (Nielsen, Flores-Mireles, Kau et al. 2013), pode promover a sobrevivéncia
de E. faecalis em macréfagos e neutréfilos contribuindo para a manutencdo da
infeccdo e inflamacédo (Chong, Tay, Janela et al. 2017). Além disso a E. faecalis
produz a enzima gelatinase, uma metaloproteinase de matriz que hidrolisa varias
proteinas, incluindo colageno, hemoglobina, caseina e fibrinogénio, crucial para a
adesdo do patégeno a dentina e para a disseminacdo e aumento da inflamacao em
tecidos periapicais devido a degradacdo do colageno por gelatinase (Guneser
,Eldeniz 2016). Essa importancia se da uma vez que o colageno tipo | constitui até

90% das proteinas da dentina intertubular (Elashiry, Bergeron ,Tay 2023).
1.5.INFLAMACAO

Inicialmente, a presenca de biofilmes bacterianos no sistema de canais
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radiculares ativa os sistemas imunoldgicos inato e adaptativo, levando ao
recrutamento de células imunes para a regidao periapical com o objetivo de eliminar
0os patdgenos (Wen, Lin, Zhou et al. 2024). Para mediar essa resposta, Vvarias
citocinas pro-inflamatérias sdo produzidas localmente durante 0 processo
inflamatorio (Cintra, Estrela, Azuma et al. 2018, Yang, Shen, Zhang et al. 2023). O
equilibrio entre citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias é crucial na
determinacao da progressao da lesao (Dessaune Neto, Porpino, Antunes et al. 2018,
Wen, Lin, Zhou et al. 2024). Quando a infec¢cdo é contida, células T reguladoras
(Tregs) e macréfagos M2 (anti-inflamatorios) liberam mediadores como interleucina
(IL)-4, IL-10 e o fator de crescimento transformador beta (TGF-B), promovendo a
reparacao tecidual (Weber, Schlittenbauer, Moebius et al. 2018, Zhang, Guo ,Jia
2021).

Em processos inflamatoérios crénicos nos tecidos perirradiculares, ha um
aumento na atividade osteoclastica e uma inibicdo na osteoblastica. 1sso resulta em
uma resposta imune prolongada que reduz a capacidade de neoformacdo Ossea,
levando a uma reabsorcdo O0ssea local progressiva e, potencialmente, a perda total
do suporte 6sseo e consequente perda dentaria (Cintra, Estrela, Azuma et al. 2018,
Omi ,Mishina 2022, Yang, Shen, Zhang et al. 2023).

Na inflamacado apical, os macréfagos residentes sdo as primeiras células
a entrar em contato com os patdégenos, iniciando o recrutamento da resposta imune
adaptativa. Os receptores Toll-like (TLRs) desempenham um papel fundamental
nesse processo, detectando padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPS)
e padrdes moleculares associados a danos (DAMPSsS) nas células do sistema
imunolégico inato (Fernandez, Cardenas, Astorga et al. 2019). Além disso, os TLRs
sdo essenciais para a secrecdo de mediadores pro-inflamatérios, producdo de
EROS e angiogénese (Fujihara, Muroi, Tanamoto et al. 2003, Hernandez-Rios,
Pussinen, Vernal et al. 2017, Fernandez, Herrera, Hoare et al. 2023).

O problema das PA causadas por E. faecalis, € que essa bactéria pode
induzir a polarizacdo dos macrofagos afetando sua osteoclastogénese além de
ativar respostas imunes, promovendo a producdo de citocinas proé-inflamatorias
(Song, Li, Huang et al. 2022). Com isso a E. faecalis suprime a ativacdo do fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e a producado de citocinas pro-inflamatorias no
sangue, IL-1B, IL-17 e interferon-y, em macrofagos infectados que contribui para sua

sobrevivéncia e resisténcia a erradicacdo devido ao efeito imunossupressor. Além
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disso, E. faecalis induz necroptose em macrofagos, um tipo de morte celular
associada a patogénese e ao dano tecidual, contribuindo para o desenvolvimento de
PA persistente (Segura-Egea, Cabanillas-Balsera, Martin-Gonzalez et al. 2023).

Outro efeito da bactéria sobre os macrofagos é sua capacidade de
escapar da imuno vigilancia, podendo sobreviver e até se replicar dentro de
macrofagos, através da inibicdo da apoptose (blogueando caspase3, proteina
quinase serina/treonina e fosfatidilinositol 3-quinase) e autofagia (inibicdo da
expressdo de LC3-ll), processos essenciais para a homeostase tecidual e a
eliminacdo de patdgenos (Dupont, Friggeri, Touzeau et al. 2011, Zhang, Du ,Peng
2015).

A IL-1B, produzida pelos inflamassomas, desempenha um papel crucial
na defesa do hospedeiro contra patdgeno, mas quando em quantidades muito
elevadas pode amplificar a resposta inflamatéria e causar danos aos tecidos (Ran,
Huang, Liu et al. 2021). Os inflamassomas canoénicos, especialmente o NLRP3 (Lu,
Song, Yue et al. 2017), também sédo ativados em resposta a PAMPs e DAMPs,
formando um complexo proteico que recruta a caspase-1 e promove sua ativagao
autoproteolitica. Isso leva a producdo das formas maduras de IL-18 e IL-18 e
desencadeia uma forma litica de morte celular chamada piroptose (Li, Ling ,Jiang
2021, Ran, Huang, Liu et al. 2021). A E. feacalis pode ativar o NLRP3 pelo
reconhecimento do acido lipoteicdico (LTA) de sua membrana pelo TLR2 na
superficie de macréfagos (Deng, Lin, Liu et al. 2023), provocando um excesso de
producado de IL-1B com consequente piroptose dos macréfagos (Ran, Huang, Liu et
al. 2021, Song, Li, Huang et al. 2022).

O inflamassoma NLRP3 também influencia o aumento da expressao de
linfécitos Th1l7, que secretam IL-17, e a reducdo dos linfécitos Treg, agravando a
inflamacédo e a reabsorcdo 6ssea (Leng, Xu, Wu et al. 2023). A perda 0ssea ocorre
de diversas maneiras, como pelo aumento da atividade osteoclastica, reducdo da
liberacdo de osteoprotegerina (OPG), elevagao dos niveis de RANKL e aumento da
capacidade de reabsorcdo Ossea dos osteoclastos por meio da expressao de
catepsina K e metaloproteinases (MMPs). Esses efeitos estdo associados ao
aumento dos niveis de IL-1B3 e IL-18 que, como mencionados, estdo aumentados
pelo estimulo do E. faecalis no inflamassoma NLRP3 (Li, Ling ,Jiang 2021, Ran,
Huang, Liu et al. 2021).

Apés a ativacdo da resposta do hospedeiro pelo biofilme patogénico, os
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neutrofilos tornam-se as células inflamatdrias predominantes, sendo considerados a
principal fonte de EROs na periodontite (Wang, Andrukhov ,Rausch-Fan 2017). A
propria E. faecalis pode também induzir ao estresse oxidativo com a superproducéo
do superéxido extracelular, perturbando a funcdo fisiolégica e danificando

biomoléculas e células do organismo (Boeder, Spiller, Carlstrom et al. 2024).

1.6.ESTRESSE OXIDATIVO

Estresse oxidativo € um desequilibrio entre a producéo de radicais livres
(moléculas instaveis que podem danificar as células) e a capacidade do corpo de
neutraliza-los com antioxidantes. Esse desequilibrio pode levar a danos nas células,
proteinas e DNA, contribuindo para o envelhecimento e diversas doencgas, como
cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (Valko, Leibfritz, Moncol et
al. 2007, Siqueira ,Rdcas 2009).

As EROs sdo moléculas quimicas que contém oxigénio e sdo altamente
reativas devido a presenca de elétrons desemparelhados. Entre as EROs mais
comuns estao o radical hidroxila (*OH), o anion superoéxido (O2¢-), e 0 perdxido de
hidrogénio (H202) (Siqueira ,R6¢as 2009). Essas moléculas desempenham um papel
duplo no organismo. Em concentracfes controladas, elas participam de processos
fisiolégicos normais, como a sinalizacdo celular e a defesa contra patégenos. No
entanto, quando produzidas em excesso, podem causar danos a proteinas, lipidios e
DNA, contribuindo para o estresse oxidativo e diversas doencas, incluindo cancer,
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (Mittal, Siddiqui, Tran et al. 2014),

O estresse oxidativo e as EROs desempenham papéis cruciais na
fisiopatologia das lesbes periapicais (Silva, Sousa, Lara et al. 2011). As EROs,
incluindo o O2e-, H202 e o *OH, sdo moléculas altamente reativas que podem
danificar diversos componentes celulares. Durante uma infeccao, células do sistema
imunologico, como neutréfilos e macrofagos, produzem EROs como parte da
resposta de defesa contra patdogenos. Contudo, em casos de inflamacé&o crénica,
frequentemente resultantes de infec¢cdes bacterianas, como nas PA, a producgao
continua de EROs pode contribuir para o dano tecidual progressivo. A presenca de
microrganismos patogénicos na polpa dental provoca uma resposta imune que inclui
a producdo de EROs. Essas espécies reativas participam tanto da defesa contra

patégenos quanto da mediacdo da inflamacéo e destrui¢do tecidual (Siqueira ,R0¢as
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2009, Silva, Sousa, Lara et al. 2011).

Nas patologias de origem bacteriana que levam a reabsorcdo 0Ossea,
como a PA, as EROs constituem um dos mecanismos patogénicos mais eficazes
(Saragoca et al., 2006). No entanto, pouco se sabe sobre o impacto sistémico da PA
no estresse oxidativo (Georgiou, Crielaard, Armenis et al. 2019). O acumulo de
EROs nas lesdes periapicais resulta em danos celulares através de varios
mecanismos, incluindo a peroxidacgédo lipidica que danifica as membranas celulares,
aumentando a permeabilidade e levando a morte celular; a oxidacdo de proteinas
que afeta a funcdo enzimatica e estrutural das proteinas; e o dano ao DNA que
contribui para mutacdes e disfuncdes celulares (Valko, Leibfritz, Moncol et al. 2007,
Barcelos, Rosa, Roversi et al. 2020).

O organismo possui mecanismos antioxidantes, como as enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase, que neutralizam as
EROs. Em condicbes normais, esses sistemas mantém um equilibrio redox. No
entanto, em lesGes periapicais cronicas, a producdo excessiva de EROs pode
superar a capacidade antioxidante, agravando a inflamacdo e o dano tecidual
(Valko, Leibfritz, Moncol et al. 2007),

Para além dos danos locais da PA o estresse oxidativo também apresenta
impacto a nivel sistémico, desempenhando, por exemplo, um papel importante na
patologia da aterosclerose dada a semelhangca com os biomarcadores presentes em
ambas as doencas (Niazi ,Bakhsh 2022). Os radicais livres podem oxidar a
lipoproteina de baixa densidade (LDL) possibilitando sua interacdo com receptores
CD36 e tipo Toll promovendo piora da resposta inflamatéria na arterosclerose com
mais producdo de EROs (Hernandez-Rios, Pussinen, Vernal et al. 2017). Desse
modo os processos inflamatérios crénicos tém sido considerados como potenciais
preditores de aterosclerose nos ultimos anos (Conti, Segura-Egea, Cardoso et al.
2020). Por isso a PA também pode ser considerada como um risco potencial para
doencas sistémicas, como diabetes, doenca hepatica, doencas cardiovasculares e
doencas hereditarias, através da sua capacidade de potencializar os efeitos da
doenca periodontal no sangue, incluindo alteragdes no perfil lipidico e aumento do
namero de células inflamatérias (Sanchez-Dominguez, Lopez-Lépez, Jané-Salas et
al. 2015, Conti, Segura-Egea, Cardoso et al. 2020, Azuma, Cardoso, Samuel et al.
2021).

As moléculas inflamatorias, proteina C reativa, IL-6, dimetilarginina
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assimétrica e C3, produzidas em resposta a PA contribuem para a inflamacao
sistémica de baixo grau uma vez que entram na corrente sanguinea sistémica
(Georgiou, Crielaard, Armenis et al. 2019, Poornima, Ravishankar, Abbott et al.
2021). Nesse contexto, uma inflamacéo sistémica originada na cavidade bucal pode
induzir ou exacerbar a neuroinflamacéo (Kantarci, Tognoni, Yaghmoor et al. 2020).
Essas condi¢cdes impactam negativamente a qualidade de vida de pacientes com
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson e a doenca de
Alzheimer. Essa associacdo se deve ao aumento da inflamacdo sistémica que
acompanha o crescimento de microrganismos patogénicos relacionado a doencas

cronicas bucais (Hajishengallis ,Chavakis 2021).

1.7.TRATAMENTO DA PA

O tratamento de escolha para sessar essa infeccdo é a terapia
endoddntica, que tem por objetivo reduzir ao maximo a carga bacteriana presente no
interior dos canais radiculares. O tratamento endodéntico é constituido por varias
etapas onde: 1: realizar um acesso endododntico adequado removendo da coroa
dental toda e qualquer estrutura acometida pela doenca céarie e restauracdes
insatisfatoria, 2: adequar o dente através de restauracdes quando necessario, 3:
limpar a cAmara pulpar e os canais radiculares através da limpeza quimica (solucées
irrigadoras) e mecénica (modelagem dos canais radiculares com limas
endodonticas), 4: medicacao intracanal com pasta de hidréxido de calcio que ficara
por no minimo 7 dias, 5: obturacdo dos canais radiculares e 6: selamento definitivo
do acesso endododntico (Howait, Albassam, Yamada et al. 2019).

Quando o tratamento endoddntico é bem executado as bactérias que
continuaram dentro dos canais radiculares se mantém em equilibrio e ocorre a
cessacao do processo infeccioso e 0 reparo 0sseo se inicia. Isso se deve as
condicbes de homeostase com a neoformacgédo 0ssea e tecido conjuntivo por acao
dos osteoblastos, osteocitos e fibroblastos, respectivamente, que induzem a
resposta tecidual. Esse reparo total pode demorar de 6 meses a 2 anos para ocofrretr,
guando o antigeno foi neutralizado (Childs ,Murthy 2017, Holland, Gomes, Cintra et
al. 2017, Wang, Jin, Ao et al. 2019). Todavia quando ocorre a persisténcia de
sintomatologia e ou a manutengéo da PA ocorre o insucesso endodontico. Nesses

casos acontece alguma falha no tratamento endodéntico. Quando isso ocorre é
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necessario o retratamento endodéntico para tentar manter o elemento dental em
funcdo na cavidade bucal do paciente (Wang, Jin, Ao et al. 2019, El Ouatrti, Chala,
Sakout et al. 2021, Tibarcio-Machado, Michelon, Zanatta et al. 2021).

O tratamento endoddOntico possui taxa de sucesso de 85% dos casos
clinicos de PAs quando tratado adequadamente (Howait, Albassam, Yamada et al.
2019). Em contrapartida quando ha uma falha a taxa de insucesso ocorre de 4% a
15%, que pode ser atribuida pelo fato da inflamacgédo se manter persistente por falhas
no processo endoddntico e a manutencdo de bactérias em atividade no interior do
canal radicular. O patdgeno mais comumente encontrado é E. faecalis (Vieira,
Pérez, Alves et al. 2020). Essa bactéria conta com diversos fatores de viruléncia,
como citolisina, proteinas de adesédo, gelatinase e &cido lipoteicbico (LTA). O LTA,
por sua forte imunogenicidade, é o principal responséavel pela inflamacéo periapical
(Sigueira ,Ré¢as 2022, Park, Ha, Sim et al. 2023).

Estudos demonstram que além das consequéncias locais da PA, a
progresséo e a exacerbacdo desse processo estdo vinculadas a resposta imune do
hospedeiro frente as bactérias e seus produtos, uma vez que a infeccao local esta
conectada com todo sistema corporeo atraves dos vasos sanguineos (Cintra,
Estrela, Azuma et al. 2018, Yang, Shen, Zhang et al. 2023).

1.8.DANO COGNITIVO E ALTERACOES SISTEMICAS

Entre as propriedades imunomoduladoras mais pesquisadas para a E.
faecalis, estdo as relacionadas a influéncia no eixo intestino-cérebro e nos
transtornos depressivos. O intestino hospeda o0 maior reservatorio de
microrganismos do corpo, fornecendo a principal fonte de regulacdo imunolégica e
participa nha manutencdo da homeostase cerebral, produzindo neurotransmissores,
metabdlitos e sinais nervosos que sdo transmitidos ao longo do eixo intestino-
cérebro. A diversidade microbiana insuficiente no intestino pode levar a diminui¢ao
da eficacia imunitaria, ao aumento da inflamacao periférica e ao aumento da
permeabilidade da barreira, o que pode perturbar a homeostase cerebral (Fox, Knorr
,Haptonstall 2019, Krawczyk, Wityk, Gatecka et al. 2021).

Observa-se que a mielinizacdo inadequada no coértex pré-frontal € um dos
processos responsaveis pelo desenvolvimento de comportamentos depressivos.

Tanto o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) quanto o fator inibitério da
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leucemia (LIF) desempenham um papel crucial na mielinizacédo. E. faecalis eleva a
expressdo de proteina de ligacdo a elementos de resposta ao AMP ciclico (CREB).
Como o BDNF é um gene alvo do CREB, a via Akt/CREB/BDNF induz a
neuroplasticidade e a maturagdo dos oligodendrdcitos imaturos, protegendo-os da
diferenciacdo anormal observada em amostras de individuos com depressao
(Takahashi, Kurokawa, Hong et al. 2022, Daca ,Jarzembowski 2024).

Por outro lado, deve-se levar em conta que a desregulacdo da microflora
intestinal leva ao aumento da permeabilidade das barreiras intestinais e da barreira
hematoencefalica, resultando em aumento da penetracdo de produtos derivados do
intestino grosso do sangue para o0 cérebro. Muitos metabdlitos produzidos pela
microbiota intestinal podem afetar direta ou indiretamente a fungdo cerebral
(Sochocka, Donskow-tysoniewska, Diniz et al. 2019, Panthee, Paudel, Hamamoto et
al. 2021).

Os mecanismos que ligam a doenca endoddntica as doencas sistémicas
podem ser semelhantes aos hipotetizados para associacdes entre doenca
periodontal e doenca coronariana, em que uma resposta inflamatodria localizada
decorrente da infeccdo bacteriana leva a liberacdo de citocinas na circulacéo
sistémica e a subsequentes efeitos vasculares deletérios (Conti, Segura-Egea,
Cardoso et al. 2020). As ligacdes entre inflamacdo endodbntica e desfechos
cardiovasculares sdo biologicamente plausiveis, considerando a predominéncia de
bactérias anaerébias Gram-negativas associadas a infec¢cdes endodénticas e o fato
de niveis sistémicos elevados de mediadores inflamatorios terem sido observados
em pacientes submetidos a tratamento endodéntico (Caplan, Pankow, Cai et al.
2009). Ateromas calcificados da artéria carotida foram observados em estudo prévio
em radiografias e tinham uma carga maior de infeccdo dentaria cronica
especificamente com defeitos 6sseos periodontais mesiais e distais avancados de 4

mm (Joshipura, Pitiphat, Hung et al. 2006).

1.9.JUSTIFICATIVA

A PA é um processo inflamatorio crénico em resposta a uma infecgédo
endodobntica, e a progressdo e exacerbacdo da inflamacdo estdo vinculadas a
resposta imune do hospedeiro. Além disso, patologias como a PA e doencas

periodontais sdo consideradas risco potencial para outras doencas, incluindo
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diabetes, doenca hepatica e doencas cardiovasculares. Sendo assim, a PA e o E.
faecalis tornaram-se alvos de estudos e discussdes na comunidade cientifica sobre
seu papel nas alteragbes em 6érgao periféricos, onde uma resposta inflamatéria
localizada decorrente da infeccdo bacteriana causa liberacdo de mediadores
inflamatorios na circulacdo sistémica e a subsequentes efeitos deletérios. No
entanto, pouco se sabe sobre o assunto, sendo necessario e de grande relevancia

mais pesquisas na area.
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2. OBJETIVOS

2.1.0OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da PA experimental induzida e contaminada com E.

faecalis sobre alteracfes periféricas de ratos Wistar adultos.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os niveis de TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-10 no baco, corac¢do, timo e
soro de ratos Wistar adultos submetidos ao modelo experimental de PA
contaminada ou nao por E. faecalis;

- Avaliar parametros de estresse oxidativo e defesa enzimatica no baco,
coracdao, timo e soro de ratos Wistar adultos submetidos ao modelo experimental de
PA contaminada ou néo por E. faecalis;

- Avaliar comprimento das vilosidades e profundidade das criptas do ileo e
célon de ratos Wistar adultos submetidos ao modelo experimental de PA
contaminada ou ndo por E. faecalis;

- Avaliar através de tomografia computadorizada mandibular em 10 e 21
dias, as alteracbes estruturais causadas pela inducdo experimental da PA
contaminada ou nao por E. faecalis em ratos Wistar adultos;

- Avaliar memdria e aprendizagem de ratos Wistar adultos através dos testes
de habituacdo ao campo aberto e esquiva inibitéria em 10 e 21 dias apds a

submisséo ao modelo experimental de PA contaminada ou néo por E. faecalis.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.TIPO DE ESTUDO

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

3.2.LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Neurologia Experimental da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), Criciima, SC, Brasil. O estudo
foi realizado dentro das diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA) para pesquisas utilizando animais. Este
projeto tem aprovacdo pela 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.ANIMAIS

Para este estudo, foram utilizados 80 ratos machos da espécie Ratus
novergicus (Wistar), adultos com 60 dias de vida, pesando entre 250 e 300 g e que
nao tenham sido utilizados em pesquisas anteriores a esta, procedentes do Centro
de Experimentacdo Animal da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC.
Os animais foram acondicionados em caixas de no maximo cinco animais, com
comida e 4gua 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 (7h as 19h).

Para a determinacdo do numero de animais para o experimento, foi
levada em consideracao a utilizacdo de um ndmero minimo possivel de animais, a
eficiéncia do modelo experimental e a estatistica adequada para este tipo de

avaliacao.
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3.4.DESENHO EXPERIMENTAL

Para a presente pesquisa 0s animais, ratos Wistar machos, foram
divididos em quatro grupos experimentais: controle/salina (n = 20), controle/E.
faecalis (n = 20), PA/salina (n = 20) e PA/ E. faecalis (n = 20), figura 3.

No primeiro dia experimental, os animais foram submetidos a inducdo da
PA no primeiro molar inferior do lado direito. No grupo PA/salina (n = 20) foi
colocado uma pequena esfera de algodao embebecida com 10 pl de solucdo salina
estéril no interior do canal e selado a cavidade de acesso com cimento de ionébmero
de vidro. No grupo PA/ E. faecalis (n = 20) foi colocado solucdo bacteriana de E.
faecalis no interior do canal com auxilio de pequena esfera de algodédo e selado a
cavidade de acesso com cimento de ionbmero de vidro. No grupo controle/E.
faecalis ndo foi realizado acesso endodoéntico e os animais receberam 10 pl de
suspensao bacteriana em swab aplicados diretamente na cavidade oral. Enquanto o
grupo controle/salina recebeu o0 mesmo volume de solucdo salina estéril em swab
aplicados diretamente na cavidade oral.

No 10° dia ap6s a inducdo da PA, os animais foram submetidos aos
testes comportamentais de habituacdo ao campo aberto e esquiva inibitoria e apos
foram devidamente anestesiados e submetidos a tomografia computadorizada de
feixe conico (TCFC) mandibular para avaliacdo da formacao da PA.

No 21° dia ap6s a inducdo da lesdo, os animais foram novamente
submetidos aos testes comportamentais, e apés foram anestesiados para a TCFC
para avaliacdo do desenvolvimento da PA. Em seguida, os animais foram
eutanasiados para a coleta das estruturas baco, coragéo, timo e sangue (soro) para
andlise dos niveis de citocinas e parametros de estresse oxidativo e defesa
enzimatica, figura 4. No ileo foi analisado o comprimento das vilosidades e
profundidade das criptas por histologia. O baco foi ainda avaliado quanto ao

tamanho e area quadrada.
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Testes comportamentais : Testes comportamentais :
habituagédo ao campo aberto e habituagdo ao campo aberto e
esquiva inibitéria esquiva inibitéria
Ratos Wistar
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1 1 1
v v v

Controle/ Salina (n = 20) | Tomografia computadorizada Tomografia computadorizada da
da mandibula mandibula

Controle/ E. faecalis (n = 20) | ;

Bago, coracao, timo e sangue
(soro): TNF-a, IL-1B, IL -6, IL-10,
e ERO.

1
v

fleo: comprimento das
vilosidades e profundidade das
criptas (histologia)
T

Selamento
CIlv

|

|

| Periodontite apical/salina (n = 20) |

| J

Periodontite apical/ E. faecalis (n = 20)

v
| Bago: peso e comprimento

Figura 3: Representacdo do protocolo experimental. Figura elaborada pelo autor.

Distribuicao dos
80 animais

A
[ |

Habituagdo ao campo aberto Teste de esquiva inibitoria
n =10 por grupo n =10 por grupo

n =5 por grupo: citocinas e
ERO.
n =5 por grupo: histologia
intestinal

Figura 4: Distribuicdo dos animais para as técnicas experimentais. Figura elaborada pelo
autor.

3.5.PREPARACAO DO MICRORGANISMO INFECTANTE

A cepa de E. faecalis, ATCC 19433, proveniente do Fundagdo André
Tosellho, Sao Paulo, Brasil, foi cultivada em 5 mL de caldo Todd Hewitt BBL™, a 37

°C até crescimento logaritmico. No dia da inducao a cultura foi centrifugada por 10
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minutos a 5000 rpm e suspendida em salina estéril até chegar a uma concentracao
de 1 x 10° unidades formadoras de colbénias por mL (UFCol/mL) (Chen, Lei, Luo et
al. 2019).

3.6.MODELO EXPERIMENTAL DE INDUCAO DE PA

Dois grupos experimentais foram submetidos ao modelo de lesdo PA:
PA/salina (n = 20) e PA/ E. faecalis (n = 20) totalizando 40 animais. Para efetuar a
inducdo da PA os animais foram anestesiados com injecao 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) (Barichello,
Netto, Ceretta et al. 2015).

Para realizar o acesso foi necessario estabilizar a boca do animal com
amarrilha de fio dental segurando nos incisivos superiores e inferiores mantendo-a
aberta para realizar o procedimento. A periapicopatia foi induzida através do acesso
da camara pulpar do dente primeiro molar inferior direito pela face oclusal com broca
Carbide esférica de ¥2 com haste longa (American Burns, Palhoc¢a, SC, Brasil) em
alta rotacdo com irrigacdo (Turbina Extra Torque 505C - Kavo) e aspirando com
sugadores cirurgicos descartaveis (Sugador Flex Suctor Cirargico - Angelus) para a
remocdo do excesso de agua da boca do animal (figura 5) (Scarparo, Dondoni,
Bottcher et al. 2011, Barichello, Netto, Ceretta et al. 2015, Pereira, Cintra, Tessarin
et al. 2017).

Apods o acesso foi realizado a confirmacéo do acesso e exploracdo dos
condutos radiculares com a utilizacdo de um instrumento endoddntico calibre 10
(lima K Flex Mailllefer - Dentsply). No grupo PA/salina foi colocado 10 pL de solugao
salina no interior do canal e selado a cavidade de acesso com cimento de ionémero
de vidro e no grupo e PA/ E. faecalis foi colocado 10 pl de solucdo bacteriana de E.
faecalis no interior do canal e selado a cavidade de acesso com cimento de
iondmero de vidro. No grupo controle/E. faecalis ndo foi realizado acesso
endodéntico e os animais receberam 10 pl de suspensdo bacteriana em swab
aplicados diretamente na cavidade oral do animal e o grupo controle/salina recebeu
10 pl de suspensao salina em swab aplicados diretamente na cavidade oral (Chen,
Lei, Luo et al. 2019).
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Figura 5: Imagem esquematica representando o acesso a camara pulpar para a
inducéo da PA. Adaptado de (Goldman, Reich, Abramovitz et al. 2019)

Apoés os procedimentos, foi realizada a reposicéo volémica (50 ml/kg) com
solugéo salina isotdnica 0.9% administrada por via subcutanea e os animais foram
delicadamente colocados em suas respectivas gaiolas. Todos os animais foram
monitorados quanto a dor e desconforto, e assim que eles apresentaram algum sinal

de dor, foi administrado dipirona sédica na dose de 7 mg/kg via intramuscular.

3.7.TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA DE FEIXE CONICO

Apoés a indugédo da PA no 10° e 21° dia os animais foram devidamente
anestesiados com cloridrato de cetamina (6,6 mg/kg) e cloridrato de xilazina (0,3
mg/kg) via intraperitoneal e foram submetidos a tomadas tomogréficas da arcada
dentéria inferior para confirmar a presenca e a extensédo da PA (Chen, Lei, Luo et al.
2019). A TCFC foi realizada na clinica de Odontologia da UNESC, para isso 0s
animais foram levados até a clinica de odontologia em caixa limpa e coberta com
“‘campo estéril” e o aparelho de tomografia foi desinfectado e coberto por um “campo
estéril” e barreiras para impedir a contaminacéo cruzada. Os padrbes de aquisicéo

de imagem foram precedidos por escanograma para garantir que o dente a ser
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avaliado estivesse dentro do volume a ser adquirido, sendo o campo de visao (FOV)
utilizado de 6 X 8 cm e voxel de 0,1 cm. O aparelho que foi utilizado € um tomaografo
Kavo OP 3D de origem finlandesa, operado a 4 mA a 90 kVp e tempo de 6,1
segundo de exposicdo. O sistema utilizado para capturar as imagens foi o Cliniview,
onde o programa para leitura dos exames foi o onDemand e dos arquivos o Dicon
Vierwer (Medical Image Manipulattion), atualizados em 2022, sendo que as mesmas
foram salvas no formato PNG (Kalatzis-Sousa, Spin-Neto, Wenzel et al. 2017, Chen,
Lei, Luo et al. 2019). Foi utilizado filtro de melhoramento de imagem que permitiu o
realce de linhas verticais e horizontais, obtidas na espessura de 0,05 mm. Todas as
imagens foram avaliadas por radiologista odontolégico, sob luz ambiente reduzida e

nao houve tempo estimado para cada avaliacao.

3.8. TESTES COMPORTAMENTAIS

3.8.1. Habituacdo 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
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 retadngulos por linhas pretas (figura
6). Os animais foram cuidadosamente colocados no quadrante traseiro esquerdo e,
em seguida, deixados sozinhos para explorar a arena por 5 min (sessao treino).
Imediatamente apds este procedimento, os animais foram levados novamente para
a sua gaiola e 24 h depois foram submetidos a uma nova sessao no aparelho de
campo aberto (sessdo teste). Durante 5 min, em ambas as sessdes, foram
observadas e documentadas todas as vezes que o0 animal cruzou as linhas pretas
(crossings) ou se apoiou com as patas traseiras levantando as dianteiras, atividade
exploratoria (rearings). A diminuigcdo do numero crossings e rearings entre as duas
sessfes foi tomado como uma medida da retengdo de memodria de habituacdo
(Vianna, Alonso, Viola et al. 2000).
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Figura 6: Aparato para a avaliacdo do teste comportamental de campo aberto.
Figura/llustracéo elaborada por Allan Collodel, Laboratério de Fisiopatologia Experimental, 2021.

3.8.2. Esquiva inibitoria

O teste de esquiva inibitoria foi realizado em um aparato que consiste em
uma caixa de acrilico medindo 50 x 25 x 25 cm (Albarsch, Porto Alegre, Brasil), cujo
piso é formado por barras paralelas de aco inoxidavel (diametro de 1 mm)
espacadas em uma distancia de 1 cm (figura 7). Uma plataforma com 7 cm de
largura e 2,5 cm de comprimento foi colocada junto a parede esquerda do aparelho.
Na sessdo treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e o tempo que
estes levaram para descer sobre as grades com as quatro patas foi contabilizado.
Imediatamente ap6s tocarem com as quatro patas na grade, os animais receberam
um choque de 0,4 mA durante 2 segundos e voltaram a sua gaiola de origem. A
sessdao teste foi realizada 24 h apds a sessao treino. Na sessao de teste, o animal
foi novamente colocado na plataforma e entdo, medido o tempo que ele levou para
descer (laténcia), porém nédo foi aplicado o choque. A laténcia € um parametro
classico de retencdo de memodria (Izquierdo, Barros, Mello e Souza et al. 1998,
Bevilaqua, Kerr, Medina et al. 2003). O teste de esquiva inibitdria avalia a memoria
aversiva do animal. O aparato e os procedimentos tém sido descritos em estudos
anteriormente publicados (Quevedo, Vianna, Zanatta et al. 1997, Roesler, Schroder,
Vianna et al. 2003).
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Figura 7: Aparato para avaliacdo do teste de esquiva inibitéria. Figura/llustragdo
elaborada por Allan Collodel, Laboratério de Fisiopatologia Experimental, 2021.

3.9.ANALISES BIOQUIMICAS

3.9.1. Niveis de citocinas

As concentragcbes de citocinas TNF-a, IL-1B, IL-10 e IL-6 foram
determinadas no soro, baco, coracdo e timo por kits ELISA, de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

As amostras foram homogeneizadas em tampdo PBS contendo triton
0,1% e inibidor de protease (50 mM - Roche AG, Basileia, Suica) e, em seguida,
centrifugadas (13000 rpm a 4 °C durante 20 min). O sobrenadante foi recolhido e
realizado a quantificacdo de proteina pelo kit de ensaio de proteina BCA (Thermo
Scientific, EUA). O ensaio de ELISA foi realizado de acordo com as instru¢des do
fabricante e a leitura realizada na leitora de microplacas (SPECTRAMAX, Molecular
Devices, USA). Os niveis de proteina foram apresentados em pg/mg de proteina

total (Lowry, Rosebrough, Farr et al. 1951).

3.9.2. Avaliagao de defesa enzimatica e dano oxidativo

Os parametros de estresse oxidativo e defesa enziméatica foram avaliados

nas amostras de soro, baco, coracao e timo.
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3.9.2.1. Medida de substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS)

Para a verificacdo dos indicios de peroxidacao lipidica, foram medidos os
niveis de TBARS durante uma reacdo &cida aquecida como previamente descrito
(Draper ,Hadley 1990). Brevemente, as amostras obtidas foram misturadas com 1 ml
de &cido tricloroacético 10% e 1ml de acido tiobarbitarico, fervidas por 15 minutos e

apos a quantidade de TBARS foi determinada pela absorbancia em 535 nm.

3.9.2.2. Medida do dano oxidativo em proteinas do grupo carbonil

Para a avaliacdo do dano oxidativo em proteinas foram utilizadas a
determinacdo de grupos carbonil conforme previamente descrito (Levine, Garland,
Oliver et al. 1990). Brevemente, as amostras obtidas foram precipitadas e as
proteinas dissolvidas com dinitrofenilidrazina. Os grupamentos carbonil foram

medidos pela absorbancia em 370 nm.

3.9.2.3. Atividade oxidativa - DCFH

A producdo de hidroperéxidos foi determinada pela formacéo intracelular de
2',7'-diclorofluoresceina (DCFH) a partir da oxidacdo do diacetato de 2'.7'-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) por ERO de acordo com o método descrito

previamente (LeBel and Bondy 1992).

3.9.2.4. Atividade da superoéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada medindo a taxa de decaimento da
absorbéancia do peroxido de hidrogénio em 240 nm conforme previamente descrito
(Aebi 1984, Bannister ,Calabrese 1987). A atividade da SOD foi determinada pela
inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina medida espectrofotometricamente conforme

previamente descrito (Lissi, Salim-Hanna, Pascual et al. 1995).
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3.10. ANALISE HISTOLOGICA

Amostras para histopatologia foram removidas da regido do ileo e
colocadas em formalina tamponada neutra para fixacdo e cortes corados com
hematoxilina-eosina de 5 microns de espessura foram preparados apoés inclusdo em
parafina e processamento histologico. Os cortes histologicos foram avaliados por
microscopia de luz padréo. As medidas do comprimento das vilosidades intestinais e
da profundidade das criptas foram realizadas usando o software NIS Br e foram
feitas a partir de fotomicrografias tiradas com ampliacdo de 100x em microscopio
invertido Nikon Ti-U eclipse (Nikon, Toquio, Japao) (Giridharan, Generoso, Lence et
al. 2022).

3.11. DESCARTE DOS MODELOS ANIMAIS

ApOGs o0s experimentos, todos os 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 conservagcao até o momento de
coleta por uma empresa terceirizada, que fez o tratamento e disposicdo 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. Para os dados
normais e homogeneidade de variancia confirmada, foram utilizados testes
paramétricos; os dados que ndo cumprirem estas condicdes, foram utilizados os
testes ndo-parameétricos. Para as analises bioquimicas os dados foram apresentados
como média £ EPM e analisados por ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc
Tukey. Dados da tarefa de habituacdo ao campo aberto foram relatados como média
t erro padrdo da meédia (EPM), e a comparacdes dentre os grupos foram feitas
utilizando-se teste t de Student pareado. Dados da tarefa de esquiva inibitoria foram
expressos pela média + intervalo interquatil realizados pelo teste U-Mann-Whitney.

As comparacgdes dentro dos grupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon. Todas
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as analises foram realizadas utilizando o programa Statistical Package for the Social
Science (SPSS) versao 20.0, foi adotado um intervalo de confianca de 95% com

nivel de significancia de p<0,05.
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4.1. TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA DE FEIXE CONICO (TCFC) EM 10 E 21
DIAS APOS INDUCAO DO MODELO EXPERIMENTAL

A figura 8 demonstra que em 10 dias apds a inducdo do modelo

experimental ndo houve a formacdo de lesdo apical em nenhum dos grupos

analisados. Entretanto, no 21° observou-se que os animais submetidos ao modelo

de PA apresentaram um aumento da radiolucidez apical quando comparados aos

grupos controle/salina e controle/E. faecalis, indicando a presenca de formacéo de

PA nestes grupos (figura 9).

A) Controle/salina

B) Controle/E. Faecalis
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Figura 8: Imagem de TCFC do modelo animal com 10 dias ap6s inducédo da PA. As
imagens acima mostram os resultados obtidos das dimensdes e volumes (corte sagital) dos grupos
controle/ salina, controle/ E. faecalis, PA/ salina e PA/ E. faecalis. As lesBes sdo apresentadas em
milimetros (mm). Foram utilizados 6 animais por grupo. Figura/ llustracao elaborada pelo autor.
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Figura 9: Imagem de TCFC do modelo animal niUmero 21 dias apos inducdo da PA.
As imagens acima mostram os resultados obtidos das dimensdes e volumes (corte sagital) dos
grupos controle/ salina, controle/ E. faecalis, PA/ salina e PA/ E. faecalis. As lesdes sdo apresentadas
em milimetros (mm). Foram utilizados 6 animais por grupo. Figura/ llustracéo elaborada pelo autor.

4.2. TESTES COMPORTAMENTAIS

Na figura 10A, observam-se o0s resultados obtidos no teste
comportamental de habituacdo ao campo aberto 10 dias apdés o0 modelo
experimental de PA. Nos grupos controle/salina e controle/E. faecalis houve
diminuicdo no numero de cruzamentos e levantamentos na sessao teste quando
comparado a sessao treino, demonstrando preservacdo de memoria de habituagéo
nesses grupos (p < 0,05). No entanto, nos grupos PA/ salina e PA/E. faecalis, ndo
houve diferenca estatistica entre as sessbes (p > 0,05), indicando prejuizo de
memoria de habituacdo nesses animais.

Em 21 dias apés a inducdo da PA (figura 10B), houve diferencas
estatistica significativa entre as sessdes treino e teste em todos 0s grupos, com
excecao do grupo PA/E. faecalis, que continuou apresentando prejuizo de memoria

de habituacgéo, pois ndo apresentou diferenca entre as sessdes (p > 0,05).
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Figura 10: Teste de habituacdo a campo aberto em ratos Wistar adultos 10 dias

apos inducéo de PA. Os dados foram relatados como média + EPM, de 10 animais por grupo e
as comparacdes dentre 0s grupos realizadas com teste t de Student pareado. *p < 0,05 indicam
significancia estatistica entre as sessoes treino e teste. Figura elaborada pelo autor.

O teste comportamental de esquiva inibitéria é apresentado na figura 11.
Em 10 dias ap6s inducdo do modelo experimental (figura 11A), os dados
demonstram preservacdo na memoéria aversiva apenas nos animais do grupo
controle/salina, evidenciada pelo aumento no tempo de permanéncia no aparato
durante a sesséo teste quando comparado a sessao treino. Nos demais grupo nao
houve diferenca no tempo de laténcia entre a sessao treino e teste, demonstrando

comprometimento da meméria aversiva (p < 0,05).
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Em 21 dias ap6s a inducdo do modelo de PA (figura 11B), apenas o grupo
PAJ/E. faecalis apresentou prejuizo de memaria aversiva, hdo houve diferenca entre

as sessoes, indicando comprometimento da memoaria aversiva.
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Figura 11: Teste de esquiva inibitéria em 10 (11A) e 21 dias (11B) apds a inducgéo da

PA. Dados do teste de esquiva inibitoria foram apresentados como mediana e intervalo interquartil,
de 10 animais por grupo e as comparacdes entre os grupos foram analisadas utilizando-se o teste U
Mann-Whitney. O simbolo *p < 0,05 indica diferenca estatisticamente significativa quando comparado

a sessao treino. Figura elaborada pelo autor.
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4.3.CITOCINAS

4.3.1. TNF-a

No soro houve aumento significativo dos niveis de TNF-a nos grupos
controle/E. faecalis, PA/salina e PA/E. faecalis comparados ao grupo controle/salina.
No baco, foi observado aumento de TNF-a no grupo PA/E. faecalis comparado ao
grupo controle/salina e ao grupo PA/salina. No coragéo, houve aumento nos grupos
PA/salina e PA/E. faecalis comparados ao controle. No timo ndo foram observadas

diferencas estatisticas (figura 12).
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Figura 12. Niveis de TNF-a. O grafico acima mostra os resultados obtidos na quantificagéo dos
niveis de TNF-a nos diferentes tipos 6rgéos nos diferentes grupos 21 dias apds a indugdo. 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 e *** p < 0,001 indicam diferenca estatisticamente
significativa quando comparado entre os grupos. Figura elaborada pelo autor.

43.2. 1L 1B

Como mostra a figura 13, foi observado um aumento nos niveis de IL-13
aumentaram no soro, baco e coracdo dos animais do grupo PA/E. faecalis quando
comparado ao grupo controle/salina (p = 0,0030, p = 0,0217 e p = 0,0356,

respectivamente). No timo ndo houve diferenca estatistica.
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Figura 13. Niveis de IL-1B. O gréafico acima mostra os resultados obtidos na quantificacido dos
niveis IL-1B nos diferentes tipos érgédos e nos diferentes grupos 21 dias ap0ds a inducdo. Os dados
foram relatados como média + EPM, de 5 animais por grupo e as comparagdes utilizando teste
ANOVA de 2 vias. Os simbolos *p < 0,05, **p<0,01 e *** p < 0,001 indicam diferenca estatisticamente
significativa quando comparado entre os grupos. Figura elaborada pelo autor.

4.3.3. IL-6

Quando avaliado os niveis de IL-6 (figura 14) foi observado aumento no
soro nos grupos PA/salina (p = 0,0086) e PA/E. faecalis (p = 0,0009) comparados ao
controle/salina. Ainda, houve aumento no grupo PA/E. faecalis comparado ao grupo
PA/salina (p = 0,0007). No timo (p = 0,0123) e baco (p = 0,0146) houve aumento dos
niveis de IL-6 no grupo PA/E. faecalis comparado ao grupo controle/salina. No
coracgao, foi observado aumento nos grupos PA/salina (p = 0,0460) e PA/E. faecalis
(p = 0,0004) comparados ao controle/salina. Além disso, houve aumento no grupo

PAJ/E. faecalis comparado ao grupo PA/salina (p = 0,0232).
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Figura 14. Niveis de IL-6. O grafico acima mostra os resultados obtidos na quantificacdo dos
niveis IL-6 nos diferentes tipos 6rgdos e nos diferentes grupos 21 dias apés a inducdo. Os dados
foram relatados como média + EPM, de 5 animais por grupo e as comparagdes utilizando teste
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ANOVA de 2 vias. Os simbolos *p < 0,05, **p<0,01 e *** p < 0,001 indicam diferenca estatisticamente
significativa quando comparado entre os grupos. Figura elaborada pelo autor.

4.3.4. 1L-10

Ao avaliar os niveis de IL-10, figura 15, observou-se aumento no soro do
grupo PA/ E. faecalis quando comparado aos grupos controle/salina (p = 0,0054) e
PA/salina (p = 0,0114). Houve aumento também no baco e coragdo nos grupos
PAJE. faecalis (p = 0,0061 e p = 0,0280, respectivamente) comparado ao grupo

controle/salina.
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Figura 15. Niveis de IL-10. O gréafico acima mostra os resultados obtidos na quantificacdo dos
niveis IL-10, nos diferentes tipos 6rgdos e nos diferentes grupos 21 dias apés a induc¢do. Os dados
foram relatados como média + EPM, de 5 animais por grupo e as comparac¢des utilizando teste
ANOVA de 2 vias. Os simbolos *p < 0,05, **p<0,01 e *** p < 0,001 indicam diferenca estatisticamente
significativa quando comparado entre os grupos. Figura elaborada pelo autor.

4 .4.Dano oxidativo

Os niveis de producdo de EROs foram avaliados por DCF (figura 16). No
soro e timo, houve aumento de DCF nos grupos PA/salina e PA/ E. faecalis
comparados ao grupo controle/salina (p < 0,0001 em ambos). No bago e coracéo
houve aumento de DCF nos grupos PA/salina e PA/ E. faecalis comparados ao
grupo controle/salina. Ainda, houve uma exacerbacao dos niveis de DCF no grupo

PA/E. faecalis comparado ao grupo PA/salina.
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Figura 16. Niveis de producdo de EROs por DCF-DA. O grafico acima mostra os
resultados obtidos na quantificacdo dos niveis DCF-DA nos diferentes tipos 6rgdos e nos diferentes
grupos 21 dias ap6s a inducédo. Os dados foram relatados como média + EPM, de 5 animais por
grupo e as comparacodes utilizando teste ANOVA de 2 vias. Os simbolos *p < 0,05, **p<0,01 e *** p <
0,001 indicam diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre os grupos. Figura
elaborada pelo autor.

Na figura 17 observa-se o resultado dos niveis de carbonilacdo de
proteinas. Houve um aumento de carbonilacdo proteica no soro e timo dos grupos
PA/salina (p = 0,0012 e p = 0,0484, respectivamente) e PA/E. faecalis (p= 0,0254 e p
= 0,0003, respectivamente) comparados ao grupo controle/salina. No coracdo
houve aumento dos niveis de carbonilagdo no grupo PA/E. faecalis (p= 0,0017)

comparado ao grupo controle/salina.
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Figura 17. Niveis de carbonilacdo de proteinas. O grafico acima mostra os resultados
obtidos na quantificagdo dos niveis de grupamento carbonil, nos diferentes tipos de érgdos e nos
diferentes grupos 21 dias apds a indugdo. 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 e *** p < 0,001 indicam diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre o0s
grupos. Figura elaborada pelo autor.

Na figura 18 séo apresentados os niveis de MDA. No soro houve aumento
de MDA nos grupos controle/E. faecalis (p = 0,0125), PA/salina (p = 0,0022) e PA/E.
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faecalis (p= 0,0027) comparados ao grupo controle/salina. No timo, baco e coracéo
dos animais do grupo PA/E. faecalis houve aumento de MDA quando comparado ao
grupo controle/E. faecalis (timo p = 0,0227, bacgo p = 0,0050, coracao p = 0,0081) e
ao grupo controle/salina (timo p = 0,0004, baco p = 0,0012, coragao p < 0,0001).
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Figura 18. Niveis de peroxidagéo lipidica. O grafico acima mostra os resultados obtidos na
guantificacdo dos niveis de malondialdeido (MDA), nos diferentes tipos de d6rgdos e nos diferentes
grupos 21 dias apos a inducdo. 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 e *** p <
0,001 indicam diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre os grupos. Figura
elaborada pelo autor.

A atividade da SOD foi aumentada no baco do grupo PA/E. faecalis
comparado ao grupo PA/salina (p = 0,0331). No coracdo houve aumento de
atividade enzimatica no grupo PA/E. faecalis comparado ao grupo controle/salina (p
= 0,0053) e ao grupo PA/salina (p = 0,0019) (Figura 19).
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Figura 19. Atividade da SOD. O grafico acima mostra os resultados obtidos na quantificagio
dos niveis de SOD nos diferentes tipos de érgaos e nos diferentes grupos 21 dias ap6és a inducao. 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 e *** p < 0,001 indicam diferenca estatisticamente
significativa quando comparado entre os grupos. Figura elaborada pelo autor.
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Na figura 20 a atividade da CAT foi aumentada no soro do grupo PA/E.
faecalis quando comparado ao grupo PA/salina (p = 0,0003) e ao grupo
controle/salina (p = 0,0001). No timo a CAT estava com atividade aumentada no
grupo PA/salina (p = 0,0006) e PA/E. faecalis (p = 0,0078) ao grupo controle/salina.
No baco a atividade da CAT estava aumentada grupo PA/E.faecalis quando
comparada ao grupo controle/salina (p = 0,0011) e PA/salina (p = 0,0253). No
coracao a CAT estava com atividade aumentada nos grupos PA/E. faecalis (0.0075)
e PA/salina (0,0399) quando comparados ao grupo controle/salina.
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Figura 20. Atividade de CAT. O grafico acima mostra os resultados obtidos na quantificagdo dos
niveis de CAT nos diferentes tipos de 6rgédos e nos diferentes grupos 21 dias ap6s a indugdo. 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 e *** p < 0,001 indicam diferenca estatisticamente
significativa quando comparado entre os grupos. Figura elaborada pelo autor.

4.5 Estruturas

4.5.1. Bago

Na figura 21 sdo demonstrados os resultados do baco. N&o houve
diferenca significativa no tamanho (A e B), area (C), ou peso (D) do baco entre os

grupos analisados (p > 0,05).
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Figura 21. Analise do baco. A figura representa o tamanho (A e B), area (C), e peso (D) dos
bacos dos animais dos diferentes grupos experimentais 21 dias ap0s a inducdo. Os dados foram
relatados como média = EPM, de 5 animais por grupo e as comparages utilizando teste ANOVA de 2
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vias, p < 0,05 indica diferenca estatisticamente significativa quando comparado entre 0s grupos.
Figura elaborada pelo autor.

4.5.2. lleo

A figura 22A mostra que o comprimento das vilosidades (figura 22B) e das
criptas (figura 22C) do ileo foi reduzido nos grupos PA/salina (p < 0,001) e PA/E.
faecalis (p < 0,001) em comparacdo com seus grupos controle. A comparacao entre
0s grupos induzidos a PA mostrou uma maior reducdo nas vilosidades e criptas
ileais no grupo PA/E. faecalis ( p < 0,05).

22A)

Controle/ salina
PA/ salina

X
iy

- ok IR
L R L AN AR
| ‘?"*»,‘.,1-‘»« 2

~"

e ¥ LY

Controle/ E. faecalis
PA/ E. faecalis




56

22B)
150
=
=
9120—_:[_
a
S 90+ *xk KX*
8 =S
(@]
£ 601 *xE
()
£
o m
5 30
(@]
O
0 T T
9 9 < <
O\Q,\ Qy\ f{b f(Zr
SRS
&
22C)
€ 300-
(%]
0 250
g T
2 200-
o *kk FXE 4
S i = k%
0 150 kK
©
©
2 1004
C
(D)
£ 504
3
8 0 T T
(og D> © <
N P P
\6 S ‘b-Q’ ,z;b
SR
SEER R
&

Figura 22. Analise do lleo. A figura representa a coloracdo do ileo (A), comprimento das
vilosidades do ileo (B) e das criptas (24C) nos animais dos diferentes grupos experimentais (barra de
escala = 100 um; ampliacdo, x 100). Os resultados sdo expressos como média + EPM para n=5 ratos.
* p < 0,05 indica diferenca estatistica comparado ao grupo controle. Figura elaborada pelo autor.
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5. DISCUSSAO

Os dentes sofrem injurias diarias durante o decorrer da vida, sendo a
principal delas a cérie dental. A medida que a carie progride em dire¢éo a polpa, o
biofilme responsavel pela infeccdo também avanca. Quando as camadas mais
profundas da dentina sdo destruidas em caries avancadas, a polpa dentaria fica
exposta ao biofilme e as bactérias planctonicas presentes na saliva (Siqueira, Ré¢as
,Ricucci 2010). A polpa e os tecidos periapicais sdo assépticos, entretanto quando
expostos a fatores patologicos, como microrganismos e seus fatores de viruléncia, e
nao tratados, desencadeiam inflamacdo, infeccdo pulpar e posteriormente PA,
através da penetracdo dos tubulos dentinarios a regido apical dentéria (Luo, Wan,
Cheng et al. 2022). O processo desencadeador da PA normalmente segue-se a
necrose pulpar decorrente de uma lesédo cariosa profunda (Georgiou, Crielaard,
Armenis et al. 2019). Microrganismos oportunistas presentes na mucosa bucal
podem invadir e disseminar-se ao sistema de canais radiculares por diferentes vias,
sendo as lesdes de céries profundas, as lesdes periodontais e 0s traumas 0s
principais causadores desse tipo de patologia (Dioguardi, Di Gioia, llluzzi et al.
2019). A patogénese da PA requer uma acgao conjunta de bactérias em uma
comunidade multiespécies cuja diversidade pode variar de acordo com o tipo de
infeccdo e manifestacdo clinica da doenca (Rodrigues, de Andrade, de Vasconcelos
et al. 2018).

Doencas periodontais como a PA possuem grande relevancia mundial,
estando entre as dez infeccbes humanas mais prevalente no mundo. A PA é
mediada por microrganismos comumente encontrados da cavidade oral (Velazquez-
Moreno, Gonzélez-Amaro, Aragon-Pifia et al. 2023), sendo uma situag¢do cronica e
caracterizada por inflamacéo persistente e destruicdo 6ssea progressiva na regiao
perirradicular (Tang, Zhang, Mei et al. 2022). Essa destruicdo Ossea esta
relacionada a uma hiperestimulacédo dos osteoclastos, bem como o aumento da
inflamacéo sistémica que acompanha a replicagdo de microrganismos patogénicos
relacionado as doencas bucais e crénicas (Chen, Wu ,Chang 2017, Omi ,Mishina
2022).

As bactérias residentes da cavidade oral foram detectadas em muitos
orgaos e tecidos distintos, incluindo o intestino delgado, pulmdes, coracéo, placenta

e cérebro. Essas bactérias podem influenciar as respostas imunitarias e a
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patogénese de doencas fora da cavidade oral e sua capacidade de colonizar esses
locais depende do estado de saude bucal do hospedeiro (Sedghi, DiMassa,
Harrington et al. 2021). Além das consequéncias locais da PA, a progressédo e a
exacerbacgéo do processo infeccioso e inflamatério estdo correlacionadas a resposta
imune do infectado frente aos patdégenos e seus produtos, jA que um processo
infeccioso local esta conectado com o restante do corpo através dos vasos
sanguineos (Cintra, Estrela, Azuma et al. 2018, Yang, Shen, Zhang et al. 2023).

O patégeno mais comumente encontrado em processos infecciosos
dentarios é o E. faecalis (Vieira, Pérez, Alves et al. 2020). E. faecalis utiliza uma
variedade de fatores de viruléncia para facilitar sua invasdo ao hospedeiro e para
manter-se em um estado ativo ao longo de uma infeccéo, podendo atuar de forma
direta ou indireta. Na acédo direta tem-se a liberagdo de enzimas que destroem
células e tecidos do hospedeiro (Sakaguchi, Mikami, Wing et al. 2020, Felipe
Pereira, Willian Lattari Tessarin, Yamamoto Chiba et al. 2021). Indiretamente, esses
fatores interagem com células imunolégicas para desencadear uma resposta
inflamatdria e prolongar a fase pré-inflamatéria. As células imunolégicas estimuladas
liberam mediadores inflamatoérios (anticorpos, metabdlitos do acido araquidénico e
citocinas proé-inflamatoérias) que causam danos adicionais aos tecidos do hospedeiro,
podendo atingir a corrente sanguinea (Segura-Egea, Cabanillas-Balsera, Martin-
Gonzalez et al. 2023).

Este estudo a indugéo da PA em modelo animal de ratos Wistar seguiu
modelo previamente estabelecido (Simdes, Netto, Generoso et al. 2019). A
contaminacdo destas lesBes periodontais com a bactéria E. faecalis foi
desencadeada com a finalidade de verificar seu envolvimento na inflamacgao
sistémica e altera¢des cognitivas em modelo experimental de PA. A confirmagéao do
desenvolvimento da PA apés a inducdo da lesdo em 10 e 21 dias, foram realizadas
por intermédio de TCFC nos animais submetidos ao modelo experimental de PA
contaminados com E. faecalis e salina (Barichello, Netto, Ceretta et al. 2015).
Verificou-se através dos exames de TCFC que no 10° dia, ndo houve formacao de
PA nos grupos PA salina e E. faecalis. Entretanto no 21° dia os animais submetidos
ao modelo de PA apresentaram um aumento da radiolucidez apical quando
comparados aos grupos controle/salina e controle/E. faecalis.

Um estudo recente identificou que o estresse e tensao aplicados sobre os

tecidos dento alveolares, em 0O e 14 dias, demonstraram-se similares as
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deformacfes em condigcdes normais. Entretanto, quando avaliado apds 28 dias,
houve aumento significativos no estresse e tensao nos dentes lesados, favorecendo
o0 aumento das PAs (Peng, Ma, Cao et al. 2022). Outro estudo, utilizando exames de
imagem, demonstrou uma correlagao entre a reabsorcao e expanséo da lesao, cujos
resultados apresentaram resultados similares aos encontrados neste, com imagens
de PA visiveis 14 dias ap0s o0 modelo experimental, com seu tamanho maximo
atingido em 28 dias (Minhoto, Khoury, Orozco et al. 2021). Fraz&o e colaboradores,
em seu estudo experimental, identificaram volume da lesdo maior em 28 do que em
14 dias, representado por microtomografia computadorizada. Os animais com lesao
em 14 e 28 dias diminuiram o volume 0sseo e espessura trabecular, entretanto
apenas em 28 dias houve uma reducéo porcentagem de 0sso em relacdo ao volume
total do tecido, bem como aumento de numero trabecular e espago trabecular
(Frazdo, Santos Mendes, Baia-da-Silva et al. 2023). Dessa forma, a biomecanica
dental mostra-se prejudicada durante o desenvolvimento da PA, fator esse que pode
contribuir para a lenta destruicdo e desintegracdo da estrutura dental na regiao
apical e levar ao enfraquecimento e fratura dental (Huang, Xie, Xie et al. 2020), que
também ja foram evidenciadas apds 12 semanas do inicio da lesdo (Chen, Lei, Luo
et al. 2019).

Para a avaliacdo comportamental dos animais acometidos pelas PAs, os
testes comportamentais de campo aberto e esquiva inibitoria foram realizados em 10
e 21 dias. Em 10 dias, verificou-se que 0s animais dos grupos controle/salina e
controle/E. faecalis apresentaram diminuicdo no numero de cruzamentos e
levantamentos na sessao teste quando comparado a sessao treino, demonstrando
preservacdo de memoéria de habituacdo nesses grupos. No entanto, nos grupos PA/
salina e PA/E. faecalis, ndo houve diferenca estatistica entre as sessdes, indicando
prejuizo de memdéria de habituacdo nesses animais. Em 21 dias apds a inducéo do
modelo experimental o grupo PA/E. faecalis continuou apresentando prejuizo de
memoria de habituagdo, ndo havendo diferenga entre as sessdes treino e teste.
Resultados similares foram evidenciados na literatura. Um estudo que associou
meningite bacteriana e PA verificou através da tarefa de campo aberto, que néo
houve diferencas no namero de cruzamentos e movimentos de elevacdo entre
sessdo de treinamento e teste nos grupos de meningite e lesdo periapical,
demonstrando comprometimento da memodria de habituacdo (Barichello, Netto,
Ceretta et al. 2015).
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Com relacdo a memoria aversiva, em 10 dias apds inducdo do modelo
experimental apenas 0s animais do grupo controle/salina demonstraram
preservacdo desse tipo de memdria, evidenciada pelo aumento no tempo de
permanéncia no aparato, durante a sesséo teste quando comparado a sessao treino.
Nos demais grupo nao houve diferenca no tempo de laténcia entre a sesséo treino e
teste, demonstrando comprometimento da memaria aversiva. Em 21 dias, apenas o
grupo PAJE. faecalis apresentou comprometimento da memodria aversiva, nao
havendo diferenca entre as sessdes, indicando dano cognitivo. A utilizacdo deste
teste comportamental no modelo de PA possui limitagdes na literatura, sendo este
um dos poucos estudos que o utilizaram. O uso desse teste comportamental para
avaliacdo de memoria esta bem consolidado, uma vez que ndo requer refor¢o para
motivar o comportamento e nao requer treinamento prolongado antes de poder ser
realizado, evitando o estresse do animal e, portanto, sem alteracdes dos resultados
(Ghafarimoghadam, Mashayekh, Gholami et al. 2022).

Os patdgenos periodontais, como o E. faecalis, desencadeiam aumento
de mediadores locais e sistémicos acarretando respostas inflamatodrias exacerbadas.
Através de suas toxinas e fatores de viruléncia, como citolisina, proteinas de adeséao,
gelatinase e LTA (Siqueira ,Récas 2022, Park, Ha, Sim et al. 2023), podem induzir a
ativacdo microglial e também desencadear respostas inflamatorias periféricas locais
ou sistémicas, com producdo de mediadores inflamatérios (como IL-18 e TNF-a)
(Hao, Li, Li et al. 2022, Wang, Huang, Chan et al. 2023). E. faecalis pode diminuir a
ativacdo do NF-kB e a producéo de citocinas pré-inflamatérias no sangue, IL-1B, IL-
17 e interferon-y, em macréfagos infectados, contribuindo para sua sobrevivéncia e
resisténcia a erradicacdo devido ao efeito imunossupressor. Todavia, esse
microrganismo também pode induzir necroptose em macrofagos, causando danos
teciduais e contribuindo para o desenvolvimento de PA persistente (Segura-Egea,
Cabanillas-Balsera, Martin-Gonzalez et al. 2023).

Nesse estudo foram avaliados os niveis de citocinas nos 0Orgaos
periféricos baco, timo e coragdo, bem como no soro dos animais. Em individuos
saudaveis a concentracdo destes mediadores é em menor propor¢do quando
comparados a pessoas doentes. A presenca continua destes marcadores em
individuos saudaveis, pode representar uma inflamacéo sistémica, sendo uma fonte
importante de mensuracdo do impacto das doencas orais na saude sistémica

(Georgiou, Crielaard, Ouwerling et al. 2021).
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Os niveis de TNF-a apresentaram aumento significativo no soro nos
grupos controle/E. faecalis, PA/ salina e PA/E. faecalis comparados ao grupo
controle/salina. No baco, foi observado aumento de TNF-a no grupo PA/E. faecalis
comparado ao grupo controle/salina e ao grupo PA/salina. No coragao, houve
aumento nos grupos PA/salina e PA/E. faecalis comparados ao controle. Com
relacdo aos niveis de IL-6 foi observado aumento no soro nos grupos PA/salina e
PAJE. faecalis comparados ao controle/salina, e aumento no grupo PA/E. faecalis
comparado ao grupo PA/salina. No timo e bago houve aumento dos niveis de IL-6 no
grupo PA/E. faecalis comparado ao grupo controle/salina. No coracgéo, foi observado
aumento nos grupos PA/salina e PA/E. faecalis comparados ao controle/salina, bem
como aumento no grupo PA/E. faecalis comparado ao grupo PA/salina.

O TNF-a € uma das principais citocinas pro-inflamatérias e seu aumento €
comumente encontrado durante a PA, assim como de IL-6, sendo estas moléculas
importantes para a diferenciacdo osteoclastica e a reabsorcéo 0ssea na cronificacao
da PA. Além de local, seus niveis ja foram encontrados principalmente agrupadas ao
redor do forame apical (Ye, Feng, Zhao et al. 2022). Sistematicamente os niveis de
TNF-a e IL-6 foram demonstrados aumentados em regides periapicais lesionadas e
no figado de ratos com abscessos periapicais induzidos (Bain, Lester, Henry et al.
2009). Corroborando com os resultados deste, pesquisas prévias usando modelos
animais de PA em roedores descobriram que a lesdo periapical pode alterar as
citocinas inflamatdrias séricas, como TNF-a e IL-6, assim como IL-18 e IL-17 (Cintra,
Samuel, Azuma et al. 2016), com pico inflamatério em duas semanas apos a
inducdo, e desencadeando alteracbes no arco adrtico, miocardio e baco (Zhang,
Huang, Lu et al. 2016). Um estudo clinico avaliou pacientes com PA em comparac¢ao
saudaveis e o risco de desenvolvimento de dano cardiaco, e demonstrou que a
presenca de PA estava correlacionada com niveis sanguineos mais elevados de IL-
1, IL-2 e IL-6 e diminuicdo da medida da reserva de fluxo endotelial cardiaco,
sugerindo a existéncia de uma disfuncéo endotelial precoce em adultos jovens com
PA (Cotti, Dessi, Piras et al. 2011).

Os niveis de IL-18 aumentaram no soro, baco e coracdo dos animais do
grupo PA/E. faecalis quando comparado ao grupo controle/salina. Estudos avaliando
diferentes 6rgaos e do desenvolvimento de PA s&o limitados. Niveis aumentados de
de IL-1p foram evidenciados em tecido hepatico em modelo animal de PA cronica e

fibrose hepatica (Gan, Luo, Zeng et al. 2024). A citocina proé-inflamatéria IL-1 é um
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regulador chave das respostas do hospedeiro a infeccdo microbiana e pode
aumentar a reabsorcao 6ssea e inibir a formacéo 6ssea (Ng, Mann, Rahbaran et al.
2008). Além disso, a IL-1p também pode desempenhar um papel na iniciacdo e
regulacdo positiva da resposta inflamatéria na PA, aumentando os niveis de
producdo de IL-6 e prostaglandina E2 (Martinho, Chiesa, Leite et al. 2012). A
presenca de biomarcadores pro-inflamatorios, como interleucinas, como IL-13, na
corrente sanguinea estd positivamente correlacionada com a ocorréncia e
intensidade da inflamagé&o sistémica (Sirin, Ozcelik, Ersahan et al. 2021). No estudo
de Wang e colaboradores, foi demonstrado que a expressao de NLRP3, IL-13 e
caspase-1 foi aumentada no tecido periapical apdés a inoculacdo de E. faecalis
(Wang, Jin, Ye et al. 2016).

Os niveis de IL-10 apresentaram aumento no soro do grupo PA/ E.
faecalis quando comparado aos grupos controle/salina e PA/salina. Houve aumento
também no baco e coracdo nos grupos PA/E. faecalis comparado ao grupo
controle/salina. A citocina IL-10 possui caracteristicas imunomoduladoras que
suprimem a resposta imune celular com efeito anti-inflamatério e aumenta a
resposta imune humoral e a producdo de anticorpos (Palafox-Sanchez, Oregon-
Romero, Salazar-Camarena et al. 2015). Estudos de inflamacédo crbnica
odontoldgica demonstram seu papel negativamente correlacionada com os sintomas
clinicos, ou seja, niveis mais elevados de IL-10 e menor sintomatologia (Cotti,
Schirru, Acquas et al. 2014). Em um estudo de abscessos apicais agudos, niveis
séricos de IL-10 correlacionaram-se positivamente com a IL-6, sugerindo que seu
principal efeito é de regulacdo dos efeitos pro-inflamatérios da IL-6 e do TNF-q,
sendo esse equilibrio importante para controlar a reacdo inflamatéria e fornecer
condi¢cdes para o inicio do processo reparador (Palafox-Sanchez, Cruz, Salazar-
Camarena et al. 2023).

Outro parametro avaliado neste estudo foram os danos oxidativos sendo
avaliados a peroxidacao lipidica, carbonilacdo de proteinas, EROs por DCFH, e
atividade de SOD e CAT. O dano oxidativo ocorre quando niveis de EROs
sobrecarregam a capacidade das células de neutraliza-los por meio de mecanismos
antioxidantes naturais, causado pelo estresse oxidativo. Os mediadores
inflamatorios sdo ativados pelas EROs produzidas e liberadas durante a inflamacgéo
e que possuem papel sinalizador na resposta imune inata (DeJulius, Dollinger,

7

Kavanaugh et al. 2021). Na cavidade oral, o dano oxidativo é mediado por
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comunidades bacterianas especificas de cada individuo, como o E. faecalis,
conhecido por exacerbar e induzir a producdo de EROs (Jakovljevic, Nikolic,
Jacimovic et al. 2020). Além disso, nas ultimas décadas, surgiram evidéncias de
uma associacdo entre o aumento de radicais livres e véarias doencas, incluindo
doencas neurodegenerativas, vasculares (como aterosclerose) e reumaticas
(Martinez-Garcia ,Hernandez-Lemus 2021)

No soro e timo, houve aumento de EROs e de carbonilacéo proteica nos
grupos PA/salina e PA/ E. faecalis comparados ao grupo controle/salina. No baco e
coracdo houve aumento de EROs nos grupos PA/salina e PA/ E. faecalis
comparados ao grupo controle/salina e exacerbacédo dos niveis de EROs no grupo
PAJ/E. faecalis comparado ao grupo PA/salina. No coracdo houve aumento dos
niveis de carbonilacdo no grupo PA/E. faecalis comparado ao grupo controle/salina.
Corroborando com os resultados encontrados nesse estudo, niveis mais altos de
oxidantes no plasma ja foram identificados na literatura em humanos, medidos como
aumento de metabdlitos reativos de oxigénio plasmatico e menor potencial
antioxidante em comparagcdo com individuos saudaveis sendo o tratamento
endodbntico uma alternativa restauradora do equilibrio oxidativo sistémico
(Inchingolo, Marrelli, Annibali et al. 2014). Um estudo clinico comparou os niveis de
estresse oxidativo na saliva e localmente (endoddéntico) em pacientes com PA sendo
encontrado uma correlagdes positivamente significativa entre marcadores de EROs
na saliva, lesdo periapical e dor (Vengerfeldt, Mandar, Saag et al. 2017). Além disso,
um estudo clinico, que abordou a infeccdo endodéntica e a disfuncdo endotelial,
mostrou que os valores de EROs no soro aumentaram significativamente apenas em
mulheres (Cotti, Zedda, Deidda et al. 2015). Sabe-se que a producdo de EROs
aumenta em resposta a reabsorcdo Ossea alveolar, e apés a sua liberacao local
essas moléculas podem entram na circulacdo sistémica. Com isso, a oxidacdo de
biomoléculas leva a circulacdo de EROs, que pode danificar varios érgéos (Leong,
Ng, Badiah et al. 2014).

A peroxidagédo lipidica também foi avaliada, cujo soro apresentou
aumento de MDA nos grupos controle/E. faecalis, PA/salina e PA/E. faecalis
comparados ao grupo controle/salina. No timo, baco e coragdo dos animais do grupo
PA/E. faecalis houve aumento de MDA quando comparado ao grupo controle/E.
faecalis e ao grupo controle/salina. Um estudo com modelo animal de PA verificou

gue os niveis séricos de TBARS e glutationa (GSH) foram aumentados apés 14 dias
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da lesdo. No entanto, aos 28 dias, a resposta antioxidante diminuiu, com diminui¢ao
dos niveis de GSH e houve permanéncia do aumento em TBARS. Portanto, a
resposta bioquimica oxidativa foi modulada de acordo com a progressdo do dano
periapical (Frazdo, Santos Mendes, Baia-da-Silva et al. 2023).

A atividade de SOD e CAT também foram analisadas. A SOD foi
aumentada no baco do grupo PA/E. faecalis comparado ao grupo PA/salina. No
coracdo houve aumento de atividade enzimatica no grupo PA/E. faecalis comparado
ao grupo controle/salina e ao grupo PA/salina. J4 a atividade da atividade da CAT foi
aumentada no soro do grupo PA/E. faecalis quando comparado ao grupo PA/salina
e ao grupo controle/salina. No timo a CAT estava com atividade aumentada no
grupo PA/salina e PA/E. faecalis ao grupo controle/salina. No baco a atividade da
CAT estava aumentada grupo PA/E.faecalis quando comparada ao grupo
controle/salina e PA/salina. No coracdo a CAT estava com atividade aumentada nos
grupos PA/E. faecalis e PA/salina quando comparados ao grupo controle/salina. Em
um estudo prévio que avaliou o papel oxidativo periférico em modelo animal de PA,
verificou-se reducdo das atividades da enzima antioxidante catalase e niveis de
vitamina C cardiaca e pancreatica, e seu aumento no figado e rim demonstrando
amplificacdo no seu consumo na desintoxicacdo do peroxido de hidrogénio
(Barcelos, Rosa, Roversi et al. 2020). Um estudo recente encontrou aumento dos
niveis de anion superodxido significativamente maiores no grupo hipertenséo + PA do
gue nos grupos PA, hipertensao e controle, demonstrando uma correlagéo entre os
efeitos oxidativos e controle da pressao arterial. Além disso, a atividade da SOD no
homogeneizado de tecido cardiaco foram significativamente menores nos grupos PA
e hipertensdo + PA quando comparado ao controle (Milojevic Samanovic,
Jakovljevic, Vasovic et al. 2021). A PA experimental foi associada ao aumento da
atividade da creatina quinase, fosfatase alcalina, lactato desidrogenase e producao
EROs, bem como a diminuicdo da atividade da SOD e CAT no tecido cardiaco apos
28 dias da inducéo (Sehirli, Aksoy, Kermeoglu et al. 2019).

Neste estudo também foram avaliados o baco e ileo dos animais
induzidos ao modelo experimental de PA. No baco n&do houve diferencas
significativas entre os grupos. Entretanto no ileo o comprimento das vilosidades do
ileo e das criptas foi reduzido nos grupos PA/ salina e PA/ E. faecalis em
comparacao com seus grupos controle. A comparacao entre 0s grupos induzidos a

PA mostrou uma maior reducao nas vilosidades e criptas ileais no grupo PA/E.
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faecalis. Similarmente aos resultados encontrados nesse estudo, uma pesquisa que
utilizou F. nucleatum na inducdo de PA alterou a flora intestinal e interrompeu a
homeostase intestinal em ratos (Haraga, Sato, Watanabe et al. 2022). Similarmente
Lee e colaboradores, em modelo animal com F. nucleatum e periodontite,
encontraram interrupcdo do equilibrio da microbiota intestinal em ratos. Além disso,
embora F. nucleatum ndo tenha se estabelecido no intestino no estagio inicial da
periodontite, ele alterou a microbiota do intestino e dos Orgdos circundantes
(coragéo, figado, rins) conforme a progressao da doenca. Sendo assim, a disbiose
intestinal pode diminuir o efeito anti-inflamatoério de bactérias benéficas no epitélio da
mucosa intestinal (Lee, Haraga, Satoh et al. 2024). Um estudo recente identificou os
efeitos da PA cronica na barreira intestinal, revelando a ruptura da camada de muco
e juncdes estreitas. Na andlise de imunofluorescéncia revelou-se expressao
reduzida de proteinas de juncéo no epitélio colénico proximal, sugerindo integridade
prejudicada do tecido intestinal (Gan, Luo, Zeng et al. 2024).

A desregulacdo da microflora intestinal leva ao aumento da
permeabilidade das barreiras intestinais, resultando em aumento da penetracédo de
produtos derivados do intestino grosso do sangue para o restante do corpo, sendo
assim muitos metabdlitos produzidos pela microbiota intestinal podem afetar direta
ou indiretamente a funcdo cerebral e de outros 6rgdos periféricos (Sochocka,
Donskow-tysoniewska, Diniz et al. 2019, Panthee, Paudel, Hamamoto et al. 2021).
Os mecanismos que correlacionam a doenca endodéntica as doencas sistémicas
podem se assemelhar entre as associacdes de doenca periodontal e doenca
coronariana, em que uma resposta inflamatéria localizada, devido a lesdo
endododntica decorrente da infec¢cdo bacteriana, como por E. faecalis, leva a
liberacdo de citocinas na circulagéo sistémica e a subsequentes efeitos vasculares
deletérios (Conti, Segura-Egea, Cardoso et al. 2020). Além disso, 0 processo
infeccioso causado por E. faecalis promove o desenvolvimento de PA refrataria
(PAR), com base na analise de amostras clinicas humanas, modelos animais e
culturas celulares. Esse processo necrético contribui para a formacdo de
microlesbes cardiacas durante infeccdo bacteriana grave por E. faecalis em
camundongos, e essa resposta inflamatéria do hospedeiro a infeccdo e sua
infiltracBo esta correlacionada ao aumento da expressdo dos marcadores

inflamatorios IL-1B, IL-6 e TNF-a. Sendo assim, a imunomodulacdo dessas células
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representa uma abordagem terapéutica potencial para prevenir lesdes periapicais

induzidas por E. faecalis (Dai, Ma, Jiang et al. 2022).
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6. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a infec¢cao periodontal provocada por E.
faecalis pode ter um impacto negativo significativo na fungdo cognitiva,
especificamente na memoéria aversiva, sendo este um dos poucos estudos a abordar
essa metodologia.

Neste estudo foi identificado que em 21 dias apds o desenvolvimento de
PA os animais apresentaram danos nas estruturas 6sseas dentarias, caracteristicas
da PA. Além disso, inicialmente em 10 dias os animais dos grupos PA, controle/ E.
faecalis e PA/ E. faecalis apresentaram dano de memodria, entretanto aos 21 dias
somente o grupo PA/ E. faecalis manteve o dano de memodria de longo prazo e
aversiva quando comparados aos controles. Com relacdo aos parametros
inflamatorios, verificou-se que os niveis de TNF-qa, IL-1B, IL-6 e IL-10 e parametros
oxidativos estiveram exacerbados em praticamente todos 0s grupos, com excecao
do grupo controle/ salina, no soro e nas estruturas periféricas baco, timo e coracao.
Além disso, o grupo PA/ E. faecalis demonstrou diferenga de seus niveis comparado
ao grupo controle/salina e ao grupo PA/salina em praticamente todas as estruturas
avaliadas. Na avaliacdo do ileo verificou-se ainda que o comprimento das
vilosidades e das criptas foi reduzido nos grupos PA/ salina e PA/ E. faecalis em
comparagcdo com Sseus grupos controle, com piora expressiva no grupo PA/ E.
faecalis quando comparado a PA/ salina.

Com estes resultados pressupfem-se que o processo infeccioso por E.
faecalis exacerba parametros inflamatérios e oxidativos em modelo animal de PA,
resultando em EROs na circulacdo periférica, danos em 6érgaos secundarios e
aumento da permeabilidade intestinal. Além disso, os achados do estudo indicam
uma conexdo entre a saude periodontal e a funcdo cognitiva, sugerindo que a
inflamacdo cronica associada a PA pode ter efeitos adversos no SNC,

comprometendo a memoria aversiva e possivelmente outras fun¢des cognitivas.
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