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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da periodontite apical experimental nos
parametros inflamatdérios, funcionais, bioquimicos e redox das glandulas parétida e
submandibular em ratos. Vinte ratos Wistar machos, com 12 semanas de idade, foram
divididos aleatoriamente em dois grupos (n = 10): grupo controle, sem lesdes
induzidas e grupo periodontite apical, com 4 dentes com lesdes induzidas. Apds 28
dias, a saliva estimulada por pilocarpina foi coletada para analise da taxa de fluxo
salivar e composic¢ao bioquimica (proteina total, amilase e eletrdlitos). As gléandulas
parotida e submandibular foram coletadas para quantificacdo do fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), capacidade oxidativa total, peroxidagao lipidica, expressa como
substéancia reativa ao acido tiobarbiturico, proteina carbonila, capacidade antioxidante
total, glutationa, superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. As analises
estatisticas foram realizadas usando o teste t de Student pareado (esquerda versus
direita) e o teste t de Student ndo pareado (controle versus periodontite apical), p <
0,05. As concentragbes de TNF-a foram mais elevadas em ambas as glandulas
salivares adjacentes as lesdes periapicais em animais com periodontite apical (p <
0,05), e também em comparagdo com o grupo controle (p < 0,01). Embora a taxa de
fluxo salivar, o pH e a capacidade tampao fossem semelhantes entre os grupos, o
grupo com periodontite apical aumentou a amilase salivar (p < 0,01), cloreto (p <0,05),
potassio (p < 0,01), calcio (p < 0,01) e fosfato (p < 0,05). A capacidade oxidante total
aumentou na glandula parétida adjacente as lesdes periapicais (p < 0,001) no mesmo
rato e em comparagado com o grupo controle (p < 0,05). Em contraste, a peroxidagao
lipidica e proteica nao diferiram entre os grupos em nenhuma das glandulas salivares.
Pelo contrario, a capacidade antioxidante total das glandulas paroétidas em ambos os
lados no grupo com periodontite apical foi menor do que no grupo controle (p < 0,05).
Além disso, a atividade da glutationa peroxidase aumentou na glandula submandibular
adjacente ao grupo com periodontite apical em comparagdo com o grupo controle (p
< 0,05), enquanto as atividades de glutationa, superéxido dismutase e catalase n&o
foram alteradas pela periodontite apical. Conclui-se que a periodontite apical



experimental altera a composicado bioquimica salivar, além de aumentar os
marcadores inflamatdrios e induzir disturbios locais no estado redox nas glandulas

parotidas e submandibulares de ratos machos.

Palavras-chave: Periodontite apical. Modelo animal. Saliva. Glandulas salivares.

Estresse oxidativo. Proteinas salivares.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effects of experimental apical
periodontitis on the inflammatory, functional, biochemical, and redox parameters of the
parotid and submandibular glands in rats. Twenty 12-week-old male Wistar rats were
randomly divided into two groups (n = 10): a control group, without induced lesions and
apical periodontitis group, with 4 teeth with induced lesions. After 28 days, pilocarpine-
stimulated saliva was collected for salivary flow rate and biochemistry composition
analysis (total protein, amylase, and electrolytes). The parotid and submandibular
glands were sampled for quantification of the tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), total
oxidative capacity, lipid peroxidation, expressed as thiobarbituric acid-reactive
substance, carbonyl protein, total antioxidant capacity, glutathione, superoxide
dismutase, catalase, and glutathione peroxidase. Statistical analyses were conducted
using the paired Student's t-test (left versus right) and unpaired Student's t-test (control
versus apical periodontitis), p < 0.05. TNF-a concentrations were higher in both
salivary glands adjacent to the periapical lesions in animals with apical periodontitis (p
< 0.05), and also compared to the control group (p < 0.01). Although the salivary flow
rate, pH, and buffer capacity were similar between groups, the apical periodontitis
group increased the salivary amylase (p < 0.01), chloride (p < 0.05), potassium (p <
0.01), calcium (p < 0.01), and phosphate (p < 0.05). The total oxidant capacity
increased in the parotid gland adjacent to the periapical lesions (p < 0.001) in the same
rat and compared to the control group (p < 0.05). In contrast, lipid and protein
peroxidation did not differ between groups in either salivary gland. Conversely, the total
antioxidant capacity of the parotid glands on both sides in the apical periodontitis group
was lower than the control group (p < 0.05). Furthermore, glutathione peroxidase
activity increased in the submandibular gland adjacent to the apical periodontitis group
compared to the control group (p < 0.05), while glutathione, superoxide dismutase, and
catalase activities were not altered by apical periodontitis. It is concluded that

experimental apical periodontitis alters salivary biochemical composition, in addition to



increasing inflammatory markers and inducing local disturbances in the redox state in

the parotid and submandibular glands of male rats.

Keywords: Apical periodontitis. Animal model. Saliva. Salivary glands. Oxidative

stress. Salivary proteins.
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1 INTRODUCAO

Doencas bucais que desencadeiam respostas imune/inflamatdria resultam na
liberagcdo de uma série de mediadores inflamatérios que podem afetar as glandulas
salivares e consequente composicdo salivar (BAG et al.,, 2018; PROCTOR;
SHAALAN, 2021). Modelos experimentais de doenga periodontal em animais
demonstraram aumento das concentragdes de leucotrienos (BUSCH et al., 2009),
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) (EKUNI et al., 2010; SHIKAYAMA et al., 2020),
oxido nitrico sintase (BUSCH et al., 2009; MIOZZA et al., 2010) e prostaglandinas
(BUSCH et al., 2009; MIOZZA et al., 2009, 2010) nas glandulas salivares de ratos.
Tais alteragbes foram associadas com disfungdes das glandulas salivares
caracterizadas pelo aumento da secregcao de amilase (MIOZZA et al., 2009, 2011),
mucinas (BUSCH; STERIN-BORDA; BORDA, 2008) e redugcdo da massa das
glandulas salivares (NAKAMURA-KIYAMA et al., 2014). No entanto, ainda n&o esta

claro se a periodontite apical poderia ter os mesmos efeitos nas glandulas salivares.

A periodontite apical € um processo inflamatério em torno do apice de uma raiz,
sequela de uma infecgdo microbiana do espaco pulpar, pois desenvolve-se
tipicamente a partir da exposi¢ao da polpa vital a diferentes microbiotas bucais, devido
a carie dentaria, trauma acidental ou causas iatrogénicas (SEGURA-EGEA; MARTIN-
GONZALEZ; CASTELLANOS-COSANO, 2015; JAKOVLJEVIC et al., 2020). O seu
desenvolvimento é regulado pela resposta imune/inflamatdria local aguda e/ou crénica
do hospedeiro, que esta sujeita a influéncia de doengas metabdlicas sistémicas
(SASAKI et al., 2016; CANTIGA-SILVA et al., 2021). Apesar da heterogeneidade de
fatores que influenciam no seu diagnéstico e frequéncia nos pacientes, ha o consenso
de que sua prevaléncia é alta e esta aumentando na populagédo (JAKOVLJEVIC et al.,
2020; TIBURCIO-MACHADO et al., 2021a).

O processo inflamatério decorrente da periodontite apical ndo se limita ao
periodonto marginal, uma vez que estudos demonstraram aumento da concentragao
de citocinas pro-inflamatdrias no sangue (GOMES et al., 2013; RASHMI et al., 2017;
STYS et al., 2022). Nesse contexto, estudos experimentais com ratos demonstraram
que a periodontite apical também aumenta a concentragdo plasmatica do fator de
necrose tumoral-alfa (ASTOLPHI et al., 2013), piora dislipidemias (CONTI et al.,

2020), reduz a transdugao do sinal da insulina e desequilibra o estado redox no
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musculo esquelético (ASTOLPHI et al., 2015; TSOSURA et al., 2021; SANTOS et al.,
2023), além de aumentar a produgao de espécies reativas no coragao (BARCELOS
etal., 2020; SAMANOQVIC et al., 2021) e figado (XIAO et al., 2023) e reduzir a atividade
da catalase no pancreas (BARCELOS et al., 2020). Apesar das evidéncias no sangue
e em diferentes tecidos, os efeitos da periodontite apical no estado redox das

glandulas salivares nao sao conhecidos.

A saliva é o fluido produzido principalmente pelas glandulas salivares maiores,
glandulas parétidas (PG), glandulas submandibulares (SMG) e as glandulas
sublinguais (SLG) (YOON et al., 2022). E constituida por 99% de agua e o restante
por compostos orgénicos como mucinas, imunoglobulinas, a-amilase, lipidios, além
de compostos inorganicos como calcio, fésforo, sodio, cloretos e fosfatos, e tem um
importante papel na manutengao da saude bucal, como a eliminagao de patégenos,
barreira lubrificante, capacidade tampao, manutencgao da integridade do dente, reparo
de tecido e digestao (MACIEJCZYK et al., 2019; MIRANDA et al., 2023). A produgéo
e secregado de saliva depende do equilibrio redox nas glandulas salivares, que é
assegurado por antioxidantes enzimaticos, por exemplo glutationa peroxidase salivar
(GPx), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR), e
antioxidantes ndo-enzimaticos composto pelo acido urico (AU), glutationa reduzida
(GSH), albumina, lactoferrina e transferrina, ceruloplasmina e polifenois (ZUKOWSKI
et al., 2018; MACIEJCZYK et al., 2019; SKUTNIK-RADZISZEWSKA et al., 2020).
Modelos experimentais em animais demonstraram que prejuizos no estado redox sao
reconhecidos por exercerem fungcdo chave nos mecanismos patofisiologicos das
disfungdes das glandulas salivares decorrentes do diabetes (IBUKI et al., 2020),
radioterapia (OZGUR et al., 2019), envelhecimento (BHATTARAI et al., 2018a) e do
consumo intenso e episddico do etanol (FAGUNDES et al.,, 2016). Em algumas
situacbes, maiores concentracbes de citocinas inflamatorias ocorrem
concomitantemente ao aumento do dano oxidativo, como observado nas disfuncdes
das glandulas salivares induzidas pela radioterapia (TAKAHASHI et al., 2015) e
quimioterapico 5-fluorocil (BOMFIN et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da periodontite apical
experimental sobre os parametros inflamatérios, funcionais, bioquimicos e redox do

glandulas pardtidas e submandibulares em ratos.

A hipétese nula postulou que as lesdes periapicais nao influenciam na funcao

e o estado redox das glandulas salivares.
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3 METODOLOGIA

3.1 Delineamento Experimental

3.1.1 Animais

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA/UNESP, Certificado de
Autorizagao n° 0374-2022 (ANEXO A) e foi conduzido de acordo com as Diretrizes
Brasileiras do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA)
e a Diretiva da UE 2010/63/UE.

Vinte ratos Wistar machos com 12 semanas de idade (Rattus norvegicus
albinus) foram obtidos no biotério local. Os animais foram alojados em gaiolas
coletivas com 2 a 3 animais por gaiola. O ambiente habitacional possuia temperatura
controlada de 21 + 3 °C, ciclo claro/escuro de 12 horas e umidade relativa de 55 + 5%.
Durante todo o estudo, os ratos tiveram acesso ad libitum a agua e ragao comercial

padrao (Neovia Nutricdo e Saude Animal LTDA, Paulinia, SP, Brasil).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: grupo controle e
grupo com periodontite apical, sendo cada grupo composto por 10 animais (n = 10). A
periodontite apical foi induzida nos animais quando eles atingiram 12 semanas de
idade. No momento da indugéo da les&o, os animais encontravam-se em bom estado
de saude e ndo apresentavam alteragdes sistémicas. As amostras de saliva, glandulas
salivares e maxilares foram coletadas 28 dias apds a indugao da periodontite apical.
Nenhum animal foi excluido do estudo. Durante todo o periodo experimental, a saude
geral dos animais foi cuidadosamente monitorada pela observacdo de
comportamentos comuns destes animais, entre eles a postura em pé, utilizada para
explorar o ambiente (EBISUI; FONTES; LAPCHIK, 2009), e o habito de limpeza
(grooming), pois sua falta indica que o animal estd com algum problema (RIVERA,
2009). Também foram realizados monitoramentos da ingestdo de agua, ragcéo, bem

como o peso corporal.
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3.1.2 Calculo amostral

Antes do estudo, o tamanho da amostra foi determinado usando OpenEpi
(//www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm), com base na concentragdo de TNF-a nas
glandulas parétidas obtida em um estudo piloto. De acordo com o calculo do poder
cinco animais em cada grupo foram suficientes para detectar uma diferenca
estatisticamente significativa de 4 pg/g na proteina total TNF-a na glandula parétida
direita entre os grupos controle e periodontite apical com poder de 80% a um nivel de
significancia de 5%. Para contabilizar possiveis mortes de animais durante a anestesia
e coleta de saliva, cinco animais foram adicionados a cada grupo, resultando em um

total de 10 ratos por grupo e um tamanho amostral final de 20 animais.

3.1.3 Indugao da periodontite apical

Para inducdo da periodontite apical, os animais foram anestesiados com
cetamina (75 mg/kg, IP - Fort Dodge, Saude Animal Ltda.) e xilazina (10 mg/kg, IP -
Coopers, Brasil, Ltda.). Em seguida, as polpas dentarias dos primeiros e segundos
molares superiores e inferiores direitos foram expostas a cavidade oral utilizando uma
broca esférica de ago carbono com 0,5 mm de diametro (Ln Long Neck-Maillefer Drill,
Dentsply, Petrépolis, RJ, Brasil) (CINTRA et al., 2016; TSOSURA et al., 2019). A polpa
dentaria permaneceu exposta ao meio bucal por 28 dias, durante os quais foi possivel
observar infiltrado inflamatério nas lesbes composto por neutréfilos e células
mononucleares, ligamento periodontal desorganizado e inflamado e area de
reabsorcdo o0ssea (CANTIGA-SILVA et al., 2021). Apos a indugédo das lesdes, os
animais foram monitorados de perto durante o periodo pds-procedimento até a

recuperacao completa da anestesia.

3.1.4 Coleta da saliva para analises de fluxo salivar, pH e capacidade tamponante

Apos 28 dias da indugcdo da periodontite apical, a saliva foi coletada sob
anestesia, apds estimulagcdo com 5 mg/kg de nitrato de pilocarpina, denominada
“saliva estimulada” (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Para minimizar a influéncia
do ritmo circadiano, a saliva foi coletada sempre no periodo da manha (9h00-11h00).

Os ratos foram posicionados em um angulo de 45° com a cabega posicionada abaixo
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do corpo e a saliva foi coletada em béqueres de vidro pré-pesados mantidos em gelo.
O tempo de coleta de saliva foi de 10 minutos a partir da primeira gota de saliva
(CYPRIANO et al., 2021). O volume foi determinado imediatamente por pesagem,
considerando a densidade da saliva como 1 mg/mL (OLIVEIRA et al., 2023). A taxa
de fluxo salivar foi expressa em mililitros de saliva por minuto por quilograma de peso
corporal. Para prevenir os efeitos dos ciclos de congelamento e descongelamento nas
analises bioquimicas, imediatamente apds a coleta, a saliva foi dividida em tubos,
cada um designado para uma analise bioquimica especifica, e armazenada a -80 °C
até o processamento. Os volumes das aliquotas de saliva foram suficientes para
analise em ftriplicata dos parametros bioquimicos por amostra. Excepcionalmente, a
taxa de fluxo salivar, o pH e a capacidade de tamponamento salivar foram analisados
imediatamente apods a coleta da saliva. O pH salivar foi medido utilizando um eletrodo
medidor de pH digital (Thermo Fischer, Orion 720A, MA, EUA). A capacidade tampao
salivar foi determinada por meio de titulacdo, para medir o volume de 0,1 mol/L de
acido lactico necessario para reduzir o pH salivar para 4,0, e expressa em mililitros de
acido lactico por mililitro de saliva (SANTOS et al., 2022).

3.1.5 Coleta das glandulas salivares

Imediatamente apds a coleta de saliva, os animais foram eutanasiados por
exsanguinagao via pungao cardiaca. As glandulas parétida e submandibular de ambos
os lados foram removidas cirurgicamente, secas externamente com papel filtro e
pesadas. As amostras foram entdo congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas
a -80°C para analise do estado redox. O peso relativo das glandulas salivares (relagcéao
peso orgao-corpo) foi calculado e representado como um indice (peso da respectiva
glandula salivar em grama (g) / peso do animal em quilograma (kg). O resultado é

expresso em g/kg).

3.1.6 Coloragao com hematoxilina e eosina

Para confirmar a indugdo da periodontite apical, as hemi-maxilas e hemi-
mandibulas foram dissecadas e fixadas em formaldeido a 10% em pH neutro por 24

horas e depois lavadas em agua corrente por 12 horas para remogado de toda a
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solucdo fixadora. Posteriormente, as hemi-maxilas e hemi-mandibulas foram
desmineralizadas com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% (p/v) por
aproximadamente 90 dias. Os espécimes foram entdo desidratados em etanol,
diafanizados com xilol e embebidos em parafina. Cortes sagitais (5 ym) foram obtidos
dos primeiros e segundos molares superiores e inferiores direitos, utilizando um
micrétomo (RM2155, Leica Microsystems, BD, Wetzlar, Alemanha), corados com
hematoxilina-eosina (HE) e examinados em microscopio de luz (DM 4000 B; Leica,
Wetzlar, Alemanha) quanto a presenca de infiltrado inflamatorio e reabsorgéo de

tecido 6sseo na regiao periapical (JUSTO et al., 2022).

3.2 Parametros bioquimicos

Todos os reagentes utilizados para analises bioquimicas foram provenientes
da Sigma-Aldrich (Alemanha/EUA). As medi¢cbes de absorbancia foram realizadas
utilizando um espectrofotbmetro UV-Vis (UV-1203, Shimadzu, Japdo) e um

espectrofotdmetro leitor de microplacas (PowerWave 340, BioTek, EUA).

3.3 Analises bioquimicas da saliva

A atividade da amilase foi mensurada utilizando kit comercial (Bioclin, Belo
Horizonte, MG, Brasil) e expressa em U/dL, normalizada por gramas de proteina total
salivar, determinada pelo método Hartree-Lowry (HARTREE, 1972). As
concentracdes de sédio e potassio foram avaliadas por meio de um analisador de
eletrdlitos seletivo de ions (modelo 9180, Roche Diagnostic, Mannheim, Alemanha) e
as concentragdes de calcio, fosfato e cloreto foram determinadas por meio de Kkits
colorimétricos comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil). Os valores de

eletrolitos foram relatados como mmol/L.

3.4 Preparacao dos homogenatos e analises bioquimicas das

glandulas salivares

As glandulas parétidas e submandibulares direitas e esquerdas dos animais

controle e com periodontite apical foram preparadas para as analises bioquimicas.
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Estas analises tiveram como objetivo avaliar o impacto local e sistémico das lesdes
periapicais no estado redox das glandulas salivares. As amostras foram
descongeladas em um recipiente cheio de gelo e depois enxaguadas com solugéo
salina gelada (NaCl 0,9%, p/v). Para preparar homogenatos de glandula a 5%, utilizou-
se um homogeneizador Rotor-estator TH (Omni International, Georgia, EUA) em
tampéo fosfato de potassio 50 mmol/L (pH 7,4) contendo Triton X-100 a 0,2% (v/v),
10 mmol /L de acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) e 2 mmol/L de fluoreto de
fenilmetanossulfonil (PMSF). Apds homogeneizagdo, os homogenatos foram
centrifugados a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C utilizando uma centrifuga Eppendorf
R 5810 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Para analises bioquimicas, o0s
sobrenadantes foram coletados, divididos em aliquotas e armazenados a -80 °C. As
analises foram realizadas em menos de 2 semanas, para evitar a degragdo dos
componentes. TNF-a, proteina total, capacidade oxidante total, dano oxidativo aos
lipidios e proteinas, capacidade antioxidante total, SOD, CAT e GPx foram derivados
desses homogenatos. Para analise de GSH, o homogeneizado foi preparado de forma
diferente, utilizando acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v) contendo 2 mmol/L de EDTA

e centrifugado a 1.000 x g por 10 minutos a 4 °C.

3.4.1 Determinagao da concentragcao de TNF-a

A concentragdo de TNF-a foi quantificada no homogenato das glandulas
salivares pela técnica de ELISA com kit DuoSet ELISA (DY510; R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA), seguindo as instru¢des do fabricante, e normalizada pelo

conteudo de proteina total de cada amostra.

3.4.2 Determinacgao da capacidade oxidante total

A capacidade oxidante total foi avaliada pelo método de Erel (EREL, 2005).
Neste método, os oxidantes presentes na amostra reagem com o complexo ion
ferroso-o-dianisidina, convertendo-o em ion férrico. Em um ambiente acido, o ion
férrico forma um complexo colorido com o xilenol laranja. A intensidade da cor foi

medida utilizando um espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 560/800 nm. O
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ensaio foi calibrado com perdxido de hidrogénio (H202) e os resultados sdo expressos

em termos de H202 micromolar por grama de proteina.

3.4.3 Determinagao do dano oxidativo aos lipideos e proteinas

A peroxidacao lipidica foi avaliada medindo a concentracido de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARs) (BUEGE; AUST, 1978). A quantificacdo dos
aldeidos presentes nas amostras foi calculada através do coeficiente de extingéo
molar (€532 = 1,56 x 105 M-' cm™"). A concentragdo de proteinas carbonilicas nas
amostras foi quantificada pelo método alcalino com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)
(MESQUITA et al., 2014). O teor de carbonila foi calculado utilizando o coeficiente de
extingdo molar (€450 = 22.308 M-' cm-").

3.4.4 Determinacao da defesa antioxidante nao enzimatica

A capacidade antioxidante total foi determinada pelo método
espectrofotométrico baseado na reducédo de ferro (BENZIE; STRAIN, 1996). As
concentracdes de antioxidantes nas amostras foram calculadas utilizando uma curva
padrao gerada com diferentes concentragdes de FeSOa4. A concentragao de glutationa
reduzida (GSH) foi determinada utilizando 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB) de
acordo com o método espectrofotométrico (BEUTLER; DURON; KELLY, 1963) e
utilizando o conhecido coeficiente de extingdo molar de GSH (¢412 = 1,36 x 10*
M~'cm™").  Posteriormente, a concentragido de GSH foi medida
espectrofotometricamente a 412 nm apds adequada homogeneizagdo da amostra em

vortex. A concentracao de GSH foi normalizada pela concentracio total de proteinas.

3.4.5 Determinacao da defesa antioxidante enzimatica

A atividade da enzima superdxido desmutase (SOD) foi avaliada medindo a
taxa de inibicdo da auto oxidagao do pirogalol em tampéo Tris-HCI 50 mmol/L (pH 8,2)
contendo DTPA 1 mmol/L. O método envolveu medicdes espectrofotométricas a 420
nm. Uma unidade de atividade de SOD foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para inibir a taxa de auto oxidagdo do pirogalol em 50% (MARKLUND;
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MARKLUND, 1974). A atividade da catalase (CAT) foi determinada medindo leituras
de absorbéancia a 240 nm. O ensaio envolveu o monitoramento da taxa de
decomposi¢cédo do H202 em tampao fosfato de potassio 50 mmol/L em pH neutro (pH
7,0) (AEBI, 1984). As unidades de atividade enzimatica foram calculadas utilizando o
coeficiente de extingdo molar do H202 (¢240 = 0,0394 mM-" cm™'). Uma unidade de
atividade CAT foi definida como a quantidade de enzima necessaria para decompor 1
mmol de H202 por minuto. A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi determinada
usando peroxido de di-terc-butila como substrato de reagao. Este substrato promoveu
a oxidacdo da GSH pela GPx, resultando na produgao de glutationa oxidada. A
glutationa oxidada foi entdo convertida novamente em GSH pela glutationa redutase
(GR), consumindo uma molécula de NADPH no processo (WENDEL, 1981). A
atividade GPx foi determinada monitorando o consumo de NADPH em meio contendo
tampao fosfato de soédio 50 mmol/L (pH 7,5), EDTA 1 mmol/L, NADPH 0,1 mmol/L,
azida de sodio 0,4 mmol/L, 0,1 U/mL GR, 1 mmol/L de GSH, 0,5 mmol/L de perdxido
de terc-butila e as amostras. As leituras de absorbancia foram feitas a 340 nm. Azida
de sddio foi incluida no ensaio para inibir a atividade de CAT. Uma unidade de
atividade GPx foi definida como a quantidade de enzima que consumiu 1 mmol de
NADPH por minuto, com o coeficiente de extingdo molar de NADPH em 340 nm (€340
= 6,2 mM~' cm™).

3.5 Analise estatistica

Todos os dados séo apresentados como média * desvio padrdo. A normalidade
dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. As comparacgdes estatisticas foram
realizadas utilizando o teste t de Student ndo pareado para comparar os grupos
controle e periodontite apical, e o teste t de Student pareado para comparar as
glandulas esquerda e direita. Um nivel de significAncia de p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da periodontite apical no peso corpéreo, peso e indice
das glandulas salivares, consumo de ragao e agua e conteudo de

proteina total das glandulas salivares

Todos os animais ganharam peso apo6s o periodo de 28 dias (p < 0,0001),
conforme o esperado, porém nao houve diferenga no peso corpéreo final entre os
grupos controle e periodontite apical, e o consumo de ragdo e agua também foram
semelhantes (Tabela 1). O peso e o indice da glandula parétida esquerda né&o
apresentaram diferencgas significantes entre os grupos. No entanto, o peso da glandula
parétida direita (p < 0,0001) e o indice (p < 0,01) do grupo com periodontite apical
foram aumentados em comparagdo ao controle. Além disso, o peso (p < 0,01) e o
indice (p < 0,01) da gléandula parétida direita foram maiores que os do lado esquerdo
apenas nos animais do grupo com periodontite apical (Tabela 1). As glandulas
submandibulares exibiram valores semelhantes entre os grupos (Tabela 1). A
concentragado de proteina total tecidual das glandulas parétidas e submandibulares
n&o apresentou diferencas significativas entre os grupos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Efeitos da periodontite apical no peso corpéreo, peso e indice das glandulas
salivares, consumo de ragao e agua e conteudo de proteina total das glandulas

salivares)
Parametros Controle Periodontite apical
Peso corpdreo inicial (g) 448,8 + 18,02 4450 £ 21,93

Peso corporeo inicial (g)

504,6 + 27,083888

4994 + 27,715588

Ingestéo de racao

681,0 £ 12,14 642,1 £ 35,58
(g/semanalgrupo)
Ingestao de agua 1,29 + 0,03 1,30 + 0,09
(L/semana/grupo)
Glandula parétida Esquerda Direita Esquerda Direita
Peso (mg) 348,6 + 353,2 384,0 + 4495 +
g 42,8 30,6 54,4 44, 4xxxxtt
indice (g/kg) 755,6 + 738,3 + 792,0 + 932,4 +
9’9 101,9 74,8 115,3 139,9*##
Proteina total (mg/g de 20,08 = 23,13 21,71+ 23,18 =
tecido) 3,85 2,97 2,51 1,83
Peso (mg) 360,4 + 363,8 + 3729 + 3701
9 43,7 45,7 30,8 21,1
indice (g/kg) 692,6 + 688,6 £ 770,0 £ 758,6 +
9’9 112,8 105,9 94,2 78,4
Proteina total (mg/g de 31,60 £ 31,36 £ 30,22 + 30,90 +
tecido) 1,50 0,96 1,85 0,86

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Os dados sao apresentados como média + desvio padrdao (n=10). A analise

estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student ndo pareado para comparar os

grupos Controle e Periodontite Apical, bem como o teste t pareado para comparar as

glandulas Esquerda e Direita. Valores de p menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos (**p < 0,01; ****p < 0,0001 versus Controle; §§8§§p <

0,0001 versus peso corporal inicial; ##p < 0,01 versus glandula salivar esquerda).

4.2 Analise histolégica da periodontite apical

A inducao da periodontite apical 28 dias apds a exposi¢cao a polpa dentaria foi

confirmada pelo exame histologico das hemi-maxilas e hemi-mandibulas no grupo

com periodontite apical. Nao foram observados sinais de inflamacao pulpar e

periapical na maxila (Figura 1A) e mandibula (Figura 1B) dos grupos controle,
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enquanto na maxila (Figura 1C) e mandibula (Figura 1D) do grupo com periodontite
apical, a polpa dentéaria exibia sinais de necrose total e intensa reabsorgdo éssea
periapical. Além disso, o infiltrado inflamatdrio das lesdes era composto por neutréfilos

e células mononucleares.

Figura 1 — Evolugao histologica da periodontite apical

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Imagens representativas da andlise histolégica da regido periapical foram
obtidas apds 28 dias de exposigéo pulpar. A coloragdao HE no grupo Controle para
Maxila (A, a1, a2) e Mandibula (B, b1, b2) demonstrou uma regiao periapical sem
infiltrado inflamatério (a1, b1) bem como canal lateral de raiz (a2, b2). Em contraste,
o grupo de periodontite apical na Maxila (C, c1, c2) e Mandibula (D, d1, d2) mostrou
infiltrado inflamatdério moderado ao redor do apice, ruptura do ligamento periodontal e
area de reabsorgao 6ssea (c1, d1), juntamente com infiltrado inflamatério moderado
ao redor do canal lateral da raiz (c2, d2). Legendas: ab, osso alveolar; ce, cimento;
de, dentina; LPD, ligamento periodontal. (coloragdo HE, ampliagcao original de x100 e
x400).
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4.3 Analise da concentracao de TNF-a no homogenato das glandulas

salivares

No grupo com periodontite apical, a concentragdo de TNF-a foi maior nas
glandulas paraétida direita (p < 0,01) e submandibular direita (p < 0,01) em comparagéo
as glandulas salivares esquerdas correspondentes do mesmo animal (Figura 2). Além
disso, a periodontite apical levou a um aumento na concentracdo de TNF-a nas
glandulas parétida direita (p < 0,05) e submandibular direita (p < 0,05) quando
comparadas as glandulas direitas dos animais controle (Figura 2).

Figura 2 — Efeitos da periodontite apical na concentragao de TNF- nos homogenatos
das glandulas parétidas e submandibulares

Glandula Parétida Glandula Submandibular

% 28 * : =3 Esquerda
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Controle Peridontite Controle Peridontite
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Foram avaliados os efeitos da periodontite apical na concentracido de TNF-a
nos homogenatos das glandulas pardtidas e submandibulares. Os dados séo
apresentados como média + desvio padrao, com tamanho amostral de 10 ratos por
grupo. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student ndo pareado

para comparar os grupos Controle e Periodontite Apical, e o teste t pareado para
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comparar as glandulas Esquerda e Direita. p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo (*p <0,05; **p <0,01).

4.4 Analise bioquimica da saliva

Animais com periodontite apical exibiram taxas de fluxo salivar (Figura 3A), pH
(Figura 3B) e capacidade tampéo (Figura 3C) semelhantes em comparagao ao grupo
controle. Entretanto, a periodontite apical resultou em alteracbes na composigao
bioquimica salivar. Isso foi caracterizado por um aumento na concentragao total de
proteinas (p < 0,01; Figura 3D) e na atividade da amilase (p < 0,01; Figura 3E). Por
outro lado, os valores da atividade da amilase normalizada pela proteina foram
semelhantes entre os grupos (Figura 3F). Além disso, a periodontite apical induziu
aumento da secrecao de eletrdlitos, como cloreto (p < 0,05; Figura 3H), potassio (p <
0,01; Figura 3l), calcio (p < 0,01; Figura 3J) e fosfato (p < 0,05; Figura 3K), enquanto
a concentrag&o de sodio foi semelhante entre os grupos (Figura 3G).
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Figura 3 — Efeitos da periodontite apical na disfungao das glandulas salivares em fluxo
salivar (A), pH (B), capacidade tamponante (C), proteina total salivar (D), atividade da
amilase (E), atividade da amilase normalizada pelo conteudo de proteina total (F), sédio
(G), cloreto (H), potassio (), calcio (J) e fosfato (K)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Os efeitos da periodontite apical na disfungado das glandulas salivares foram
avaliados na taxa de fluxo salivar (A), pH (B), capacidade tampé&o salivar (C), proteina
total (D), atividade de amilase (E), atividade de amilase normalizada pelo conteudo de
proteina total (F), sédio (G), cloreto (H), potassio (1), calcio (J) e fosfato (K). Os dados
sao apresentados como média + desvio padrao, com tamanho amostral de 10 ratos
por grupo. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student ndo pareado
para comparar os grupos Controle e Periodontite Apical. p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo (*p <0,05; **p <0,01).

4.5 Analises de dano oxidativo

A periodontite apical resultou em aumento da capacidade oxidante na glandula
parétida direita em comparagado com a glandula esquerda correspondente do mesmo
animal (p < 0,001; Figura 4A), bem como em comparagao com a glandula direita do
grupo controle (p < 0,05; Figura 4A). Porém, ndo houve diferengas significativas na
capacidade oxidante total da glandula submandibular entre os grupos (Figura 4A). Por
outro lado, o dano oxidativo lipidico (Figura 4B) e o dano oxidativo proteico (Figura
4C) nas glandulas parétida e submandibular, medidos por TBARs e concentragbes de

proteina carbonila, respectivamente, ndo mostraram diferengas entre os grupos.
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Figura 4 — Efeitos da periodontite apical na capacidade oxidante total (A), TBARs (B) e
proteina carbonilada (C) nos homogenatos das glandulas parétidas e submandibulares
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Os efeitos da periodontite apical na capacidade oxidante total (A), TBARs (B) e
proteina carbonilada (C) nos homogenatos das glandulas parétidas e
submandibulares foram examinados. Os dados s&o apresentados como
média + desvio padrao, com tamanho amostral de 10 ratos por grupo. A analise
estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student ndo pareado para comparar os
grupos Controle e Periodontite Apical, bem como o teste t pareado para comparar as
glandulas Esquerda e Direita. p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo
(*p <0,05; ***p<0,001).

4.6 Analises da capacidade antioxidante ndao enzimatica

Embora a capacidade antioxidante total das glandulas parétidas esquerda e
direita no grupo com periodontite apical tenha apresentado resultados semelhantes,
esses valores foram menores em comparagdo com as respectivas glandulas do
mesmo lado no grupo controle (p < 0,5; Figura 5A). Porém, ndo houve alteragbes
significativas na capacidade antioxidante total das glandulas submandibulares entre
os grupos (Figura 5A). A concentragdao de GSH permaneceu inalterada nas glandulas

parétidas e submandibulares devido a periodontite apical (Figura 5B).
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Figura 5 — Efeitos da periodontite apical na capacidade antioxidante total (A) e GSH (B)
nos homogenatos das glandulas parétidas e submandibulares

A Glandula Parétida Glandula Submandibular

= Esquerda EA Direita
604

504

40+

304

204

10+

Capacidade antioxidante total
(nmol Fe*?/g de proteina total)

Controle Periodontite Controle Periodontite
Apical Apical

GSH
(nmol/g de proteina total)

Controle Periodontite Controle Periodontite
Apical Apical

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Foram avaliados os efeitos da periodontite apical na capacidade antioxidante
total (A) e GSH (B) nos homogenatos das glandulas parétidas e submandibulares. Os
dados sado apresentados como média + desvio padrao, com tamanho amostral de 10
ratos por grupo. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student ndo

pareado para comparar os grupos Controle e Periodontite Apical, bem como o teste t
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pareado para comparar as glandulas Esquerda e Direita. p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo (*p < 0,05).

4.7 Analises da capacidade antioxidante enzimatica

As atividades da SOD (Figura 6A) e CAT (Figura 6B) nas glandulas pardétida e
submandibular foram semelhantes entre os grupos periodontite apical e controle. Da
mesma forma, a atividade da GPx nas glandulas parétidas ndo apresentou diferengas
entre os grupos experimentais. No entanto, nas glandulas submandibulares direitas,
a periodontite apical aumentou ligeiramente a atividade da GPx em comparagao com

as glandulas direitas do grupo controle (p < 0,01; Figura 6C).
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Figura 6 — Efeitos da periodontite apical na atividade da SOD (A), CAT (B) e GPx (C) nos
homogenatos das glandulas parétidas e submandibulares
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|

Controle Periodontite Controle Periodontite
Apical Apical

Atividade da Catalase
(nmol H,0,/min/mg de proteina total)

Atividade da GPx
(mmol of NADPH/min/mg de proteina total)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Os efeitos da periodontite apical nas atividades da SOD (A), CAT (B) e GPx (C)
nos homogenatos das glandulas parétidas e submandibulares foram investigados. Os
dados sao apresentados como média + desvio padrao, com tamanho amostral de 10
ratos por grupo. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student ndo
pareado para comparar os grupos Controle e Periodontite Apical, bem como o teste t
pareado para comparar as glandulas Esquerda e Direita. p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo (**p <0,01).
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5 DISCUSSAO

Este estudo experimental avaliou os efeitos da periodontite apical sobre os
parametros inflamatério, bioquimicos, funcionais e estado redox das glandulas
salivares parotidas e submandibulares de ratos apos 28 dias da lesdo induzida. Os
principais achados foram: 1. Houve o aumento da concentragdo do TNF-a apenas nas
glandulas salivares adjacentes as lesdes de periodontite apical; 2. Periodontite apical
aumentou a concentracao de proteina total salivar e atividade da amilase salivar; 3.
Periodontite apical elevou a secrec¢ao de cloreto, potassio, calcio e fosfato na saliva;
4. Apenas a glandula pardtida adjacente a lesdo periapical teve aumento da
capacidade oxidante total; 5. Ambas as glandulas parétidas dos animais com
periodontite apical tiveram menores capacidades antioxidantes totais em relacdo ao
controle; 6. A atividade da GPx na glandula submandibular adjacente a periodontite

apical aumentou discretamente. Assim, a hipotese nula foi rejeitada.

O modelo experimental de periodontite apical usado neste trabalho foi
confirmado pela presenga de células inflamatorias na regido apical dos dentes,
interrupcédo do ligamento periodontal e reabsorgdo 0ssea apical, conforme também
demonstrado por outros estudos. (CINTRA et al., 2013, 2014a, 2014b; SAMUEL et al.,
2019; JUSTO et al., 2022), os achados histolégicos do presente estudo também
demonstraram a presencga de lesdo periapical caracterizada por infiltrado de células
inflamatorias na area ao redor do apice dos dentes, desorganizagdo do ligamento
periodontal e reabsorcdo 0ssea. Além disso, a maior concentragcao da citocina pro-
inflamatdéria TNF-a nas glandulas parétidas e submandibulares adjacentes as lesdes
periapicais ampliam o conhecimento sobre a extensdo do processo inflamatario local
no modelo de periodontite apical apds 28 dias da sua inducdo, o que coincide também
com a maior expressao de TNF-a nas areas de lesdes periapicais em ratos no mesmo
periodo experimental (NASCIMENTO et al., 2022). Apés 30 dias da indugdo da
periodontite apical, TNF-a também demonstrou ser um importante marcador
plasmatico do processo inflamatorio sistémico (CINTRA et al., 2016), assim como do
processo inflamatoério local no osso periapical (AZUMA et al., 2017; CANTIGA-SILVA
et al.,, 2021; JUSTO et al., 2022; VASQUES et al., 2023), independentemente do
numero dentes com lesdo. Tal constatacao ressalta sobre o risco de efeitos adversos
da periodontite apical sobre as glandulas salivares, uma vez que o aumento da
concentragéao tecidual de TNF-a foi associado com disfun¢des das glandulas salivares
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nos modelos de doencga periodontal marginal (EKUNI et al., 2010), sialodenite tipo
Sjogren (ZHOU; KAWAI; YU, 2017) e diabetes induzido por estreptozotocina
(FUKUOKA et al., 2020) em roedores.

Os resultados deste trabalho confirmaram resultados prévios onde a
periodontite apical induzida em ratos nao alterou o peso corpéreo final (PEREIRA et
al., 2017; SANTOS et al., 2023), além do consumo de ragdo (KRAMER et al., 2012;
DAL-FABBRO et al., 2019; SANTOS et al., 2023) e agua (DAL-FABBRO et al., 2019).
Em contrapartida, o aumento do peso e do indice das glandulas parétidas adjacentes
as lesdes periapicais, associado ao aumento da capacidade oxidante total e do TNF-
a, sinalizam maior vulnerabilidade desta glandula ao processo inflamatorio, uma vez
que esses parametros nao diferirem entre os grupos nas glandulas submandibulares.
Alteracbes nos pesos das glandulas salivares sdo associados com injurias teciduais
decorrentes de modelos experimentais de diabetes (BHATTARAI et al., 2018b),
radioterapia (NAGLER; LAUFER, 1998; LEE et al., 2006), deficiéncia de testosterona
(SANTOS et al., 2022) e em especial de doenga periodontal marginal (NAKAMURA-
KIYAMA et al., 2014; GONZALEZ et al., 2016; SHIKAYAMA et al., 2020). A despeito
dos dados obtidos, a atrofia das glandulas parétidas e submandibulares foram
associadas com o aumento de TNF-a plasmatico em ratos submetidos ao modelo
experimental de periodontite marginal (SHIKAYAMA et al., 2020). Tais discrepancias,
podem ser relacionadas as diferencas metodolégicas e a intensidade do processo
inflamatdrio, pois enquanto periodontite marginal experimental induzida por ligadura
prevalece retencdo mecanica, impacg¢ao alimentar e consequente acumulo de
biofilme, ocasionando processo inflamatério ao redor de todos os tecidos dos dentes
e reabsorgcao 6ssea sem exposic¢ao pulpar (LEE et al., 2013), na periodontite apical a
inducéo é realizada promovendo exposi¢ao pulpar sendo que as lesdes inflamatdrias
e a reabsorg¢ao sao restritas ao osso periapical (DAL-FABBRO et al., 2021). Todavia,
evidéncias que associam o aumento das concentragcdes de TNF-a com a hipertrofia
das glandulas lacrimais e pulmdes em ratos com doenga periodontal experimental
(SHIKAYAMA et al., 2020) e hiperplasia benigna da prostata em ratos (SHABANI et

al., 2021) reforgam a relagdo do aumento do peso e indice da parétida com o TNF-a.

A periodontite apical em ratos nao prejudicou a taxa de fluxo salivar, pH e
capacidade tamponante, apesar do processo inflamatério periapical causar o aumento

da concentracao de TNF-a nas glandulas paroétidas e submandibulares. A neutralidade
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do pH salivar € mantida pelos agentes tamponantes proteina, fosfato inorgéanico, além
do sistema acido carbdnico/bicarbonato, que sdo mais relevantes na saliva em
repouso e estimulada (TENOVUO, 1997), respectivamente. As evidéncias
demonstraram que o pH e a capacidade tamponante ndo foram influenciados pelo
aumento da secregao de proteina total e fosfato inorganico nos animais com
periodontite apical, o que poderia sinalizar possivel prejuizo na secre¢ao do sistema
acido carbdnico/bicarbonato salivar semelhante ao que ocorre em pacientes com
Sindrome de Sjogren apds radioterapia na regido da cabega e pescogo (ALMSTAHL;
WIKSTROM, 2003). Na contra m#o destes achados, modelo experimental de
periodontite marginal induzida por ligadura em ratos foi associado com a redugéo da
secrecdo salivar induzido pela pilocarpina (NAKAMURA-KIYAMA et al.,, 2014) e
metacolina (AMER et al., 2011), o que reforca a existéncias de diferengas em relagao
a intensidade e severidade dos processos inflamatérios entre os modelos
experimentais. Até o momento, ndo ha informagdes sobre a fungdo das glandulas
salivares em pacientes com periodontite apical, embora em pacientes com inflamacgao
pulpar e periapical haja um aumento da taxa de fluxo salivar associada com o estresse
decorrente da dor dental aguda (HAUG; MARTHINUSSEN, 2019).

A despeito da normalidade da taxa de fluxo salivar estimulado por pilocarpina,
0s animais com periodontite apical tiveram alteracbes relevantes na composicao
bioquimica salivar caracterizado pelo aumento concomitante da concentragcdo de
proteina total e da atividade da amilase normalizada por mg de proteina total,
sugerindo que a amilase contribuiu para o aumento de proteina total. Em ratos com
periodontite marginal experimental os aumentos das secregbes de proteina total e
amilase na saliva nao-estimulada e estimulada por isoproterenol foram associadas
com a produgdo do mediador inflamatério prostaglandina-2 (MIOZZA et al., 2009).
Estudo in vitro com células primarias da glandula parétida humana demonstrou
também a capacidade do TNF-a em aumentar a expressao génica da amilase (ARCE-
FRANCO et al., 2017). Em humanos com periodontite marginal, a acentuada sintese
e secrecgao de proteinas como a amilase € considerada estratégia para o aumento do
potencial de protecdo da saliva (HENSKENS et al., 1996). Por outro lado, a amilase
contribui para o desenvolvimento do biofilme, através da interagdo dos estreptococos
e consequente colonizagdo na cavidade oral, o que tem levado a associagcédo do

aumento da amilase com o risco de carie (AHMAD et al., 2022). Por fim, os canais
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radiculares de dentes com lesbes periapicais apresentam exsudato inflamatério rico
em proteinas, dentre elas a albumina (MOHAMMADI, 2008), imunoglobulinas (KUO;
LAMSTER; HASSELGREN, 1998) e citocinas pré-inflamatérias (SHIMAUCHI et al.,
1996; PEZELJ-RIBARIC et al., 2007) que podem também contribuir pelo menos em

parte com o0 aumento da concentracao de proteina total na saliva.

A periodontite apical aumentou a concentragdo de cloreto, potassio, calcio e
fosfato na saliva. As células acinares secretam sddio e cloreto, que sdo responsaveis
pela elevagado da concentragdo osmética, resultando na atragao de agua e formagao
da saliva primaria (MELVIN et al., 2005; SNEYD et al., 2022). Subsequentemente, a
saliva primaria € modificada nos sistemas de ductos por trocas ibnicas para atingir a
neutralidade elétrica (SNEYD; CRAMPIN; YULE, 2014), por meio da secregao de
potassio, bicarbonato, calcio e fosfato, além da reabsorcido de sddio e cloreto
(HOMANN et al., 2006; ROUSSA, 2011; PATTERSON et al., 2012; IKUTA et al.,
2019). Foi confirmado por meio de diferentes modelos inflamatorios a influéncia nas
vias de sinalizagdo intracelular e nas estruturas ductais envolvidas na secrecéo de
eletrélitos. Em ratos com periodontite marginal o aumento da secregcéo do potassio
pelas  glandulas parétidas induzidas pelo carbacol, um  agonista
parassimpaticomimético, foi associado com o aumento da expressao de receptores
muscarinicos na presenga de maiores concentragdes de prostaglandinas (MIOZZA,
SANCHEZ; BUSCH, 2012). Por sua vez, ratos submetidos a obstrucdo ductal aguda
das glandulas submandibulares o aumento da secreg¢ao de cloreto e sddio na saliva
induzida por metacolina foi associado com a potencializacdo da sinalizagédo de calcio
induzida pela inflamacao (CARPENTER et al., 2007) e falha da fung&o absortiva das
células ductais (CORREIA et al., 2008). Embora os resultados nao demonstrem
relagdo entre as alteragdes eletroliticos e a taxa de fluxo salivar, o desequilibrio da
secrecgao de eletrolitos pode levar a perda da neutralidade elétrica, o que acentua a
precipitacdo de proteinas, corroborando para a adesao de bactérias e aparecimento
de carie dentaria (SCANNAPIECO, 1994; BROWN et al.,, 1999). Apesar das
concentracdes de calcio e fosfato serem importantes na remineralizagao das lesdes
de caries incipiente (LARSEN; FEJERKOV, 1989; GAFFAR; BLAKE-HASKINS;
MELLBERG, 1993), a precipitacdo excessiva desses eletrolitos associado com a ma
higienizacdo pode potencializar a formagdo de calculo dentarios, os quais sao

associados com gengivite e recessao gengival (WHITE, 1997). Logo, os resultados
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aqui presentes levantam questdes importantes que deverao ser consideradas em
estudos clinicos sobre a relagdo da composicado da saliva e a deterioracdo da saude

bucal em pacientes com periodontite apical.

Ao analisar os marcadores de estresse oxidativo nas glandulas salivares de
ratos com periodontite apical, as glandulas parétidas adjacentes a lesao periapical
apresentaram uma maior capacidade oxidante total, mas ndo houve alteragbes no
dano oxidativo aos lipidios e as proteinas, o que pode ser explicado, pelo menos em
parte, pela maior defesa antioxidante da glandula submandibular, conforme
constatado nos modelos de diabetes induzida por estreptozotocina (ZALEWSKA et
al., 2015; PERALTA et al., 2019) e deficiéncia de testosterona (SANTOS et al., 2022).
Ao contrario desses achados, o modelo inflamatorio de periodontite marginal em ratos
aumentou o dano oxidativo ao DNA nas glandulas submandibulares adjacentes as
lesdes, bem como o aumento do potencial oxidante no soro. (EKUNI et al., 2010). O
aumento do dano oxidativo aos lipidios também foi encontrado no soro de ratos apés
30 dias da inducdo da periodontite apical unilateral no primeiro molar superior
(PRIETO et al., 2017). Além disso, a resisténcia insulinica em ratos com periodontite
apical nos primeiros molares superiores e inferiores do lado direito foi associada com
a elevacgao concomitante da concentragcao plasmatica de TNF-a e do dano oxidativo
aos lipidios no musculo gastrocnémio, enquanto a proteina carbonilada foi inalterada
(SANTOS et al., 2023). Ademais, o aumento simultaneo do TNF-a e da peroxidagao
lipidica nas glandulas salivares de roedores foram associados com a redugéao do fluxo
salivar nos modelos experimentais de intoxicagao por 5-fluoracil (BOMFIN et al., 2017)
e radioterapia (WU et al., 2021). Levando-se em conta que modifica¢gdes temporais
levam a uma adaptacdo do estado redox diante do estresse inflamatdério agudo e
cronico (LORENZEN et al., 2017), é plausivel sugerir que as modificagées bioquimicas
salivares nos animais com periodontite apical podem ser reflexos de possiveis
disturbios oxidativos e inflamatorios que se iniciaram logo apds a exposi¢ao pular, os
quais seriam responsaveis por causar disturbios do sistema nervoso autonémico
parassimpatico que media a secrecdo de agua e eletrolitos (MIOZZA; SANCHEZ;
BUSCH, 2012; BHATTARAI et al., 2018c), como também do sistema nervoso
simpatico que regula a secrecgéo de proteinas e amilase (NATER; ROHLEDER, 2009;
PROCTOR; SHAALAN, 2021), conforme também foi constatado nas gléndulas
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salivares de ratos com periodontite marginal (MIOZZA et al., 2009; NAKAMURA-
KIYAMA et al., 2014).

Apesar da redugdo da capacidade antioxidante total nas glandulas parétidas
adjacentes as lesbes de periodontite apical, as concentracbes de GSH, o mais
importante antioxidante hidrofilico enddgeno, nao diferiram entre os grupos
experimentais em ambas as glandulas apos 28 dias da indugéo das lesdes periapicais.
Estudo clinico demonstrou que pacientes com periodontite apical crénica sao
expostos ao estresse oxidativo em fungdo da redugao da capacidade antioxidante
plasmatica (INCHINGOLO et al., 2013). Em contrapartida, a capacidade antioxidante
total plasmatica de ratos com periodontite apical se apresentou elevada apés 14 e 28
dias de lesdo induzida (FRAZAO et al., 2023), enquanto outros estudos experimentais
nao demonstraram alteragdes na capacidade antioxidante total no soro (PRIETO et
al., 2017) e no musculo gastrocnémio (SANTOS et al., 2023) em ratos com
periodontite apical. O GSH, que desempenha um papel fundamental na protecéo
contra espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, foi inferior no musculo gastrocnémio
de ratos com periodontite apical (SANTOS et al., 2023), enquanto sua concentragéo
no soro nao apresentou correlacdo com periodontite apical crbnica em humanos
(GOMES et al., 2018), e em ratos com periodontite apical apds 28 dias da indugao da
lesdo (FRAZAO et al., 2023). Embora, a periodontite apical reduza a concentragéo
hepatica de GSH em ratos submetidos ao modelo de diabetes tipo 2 (WOLLE et al.,
2013), o mesmo nao foi observado em animais tratados com dieta rica em gordura
(TIBURCIO-MACHADO et al., 2021b), o que destaca diferencas de vulnerabilidade
das desordens metabdlicas ao processo inflamatorio induzido pelas lesdes

periapicais.

Disturbios na defesa antioxidante n&o-enzimatica ocasionam prejuizos na
capacidade de sintese e secrecao de proteinas e peptideos salivares. A redugao na
expressao e secrecao da amilase foram associados com a reducdo na defesa
antioxidante nas glandulas salivares de ratos diabéticos (KANG et al., 2021) e tratado
com o anticonvulsivante levetiracetam (FIAIS et al., 2023), respectivamente. Os
resultados encontrados sugerem que o estresse oxidativo proveniente do processo
inflamatorio seja de baixa ou moderada intensidade, uma vez que a maioria dos
marcadores do estado redox ndo foram alterados, e também ndo encontramos

alteracdes no fluxo salivar. Levando-se em consideracgao a correlagao entre o estresse
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oxidativo e a inflamacao, e que apds a exposicdo pulpar inicia-se um processo
patofisioldgico de injuria e doenga infecciosa que promove uma mudanga transiente e
gradual das células e marcadores inflamatorios com o envolvimento de diferentes
mecanismos de morte celular (GOMES-FILHO et al., 2015; CHENG et al., 2018;
PAULA-SILVA et al., 2020), torna-se necessario a condugdo de novas analises em
estagios iniciais e tardios do desenvolvimento da periodontite apical induzida para

revelar possiveis discrepancias ou variagoes.

As atividades da SOD e CAT foram preservadas nas glandulas parétidas e
submandibulares dos animais com periodontite apical, enquanto a GPx foi
ligeiramente maior na glandula submandibular adjacente a lesdo periapical, que pode
ser considerada uma resposta compensatéria ao aumento de espécies reativas de
oxigénio, como também foi encontrado em neutrofilos polimorfonucleares sanguineos
de pacientes com lesdes periapicais (MINCZYKOWSKI et al., 2001). A analise de
lesbes periapicais em humanos demonstrou relagdo entre a reabsorgdo 6ssea e o
aumento da peroxidagao lipidica, SOD e GPx, enquanto a CAT n&o foi alterada
(GUERRERO-BOBADILLA et al., 2020). A mesma relagdo entre perda Ossea
periapical e estresse oxidativo foi associada ao aumento da peroxidacao lipidica,
reducdo da GPx, e estabilidade da SOD em lesdes periapicais em humanos
(MARTON et al., 1993). Os resultados experimentais deste trabalho sugerem
assincronia entre as alteragdes do estado redox nas glandulas salivares e a disfungéo
da composi¢ao bioquimica da saliva dos animais com periodontite apical induzida.
Resultado analogo foi encontrado em ratos com resisténcia insulinica induzida pela
periodontite apical, onde as atividades da SOD, CAT e GPx foram inalteradas no
musculo gastrocnémio (SANTOS et al., 2023). Além disso, evidéncias sugerem uma
vulnerabilidade tecido especifica ao estresse oxidativo induzida pela periodontite
apical em ratos. A analise de 6rgaos periféricos de ratos com lesdes periapicais nos
primeiros molares inferiores direito ndo constatou relacéo entre formacao de espécies
reativas e a atividade da catalase, a qual foi maior no figado e rins, inferior no pancreas
e sem alteragbes no coragdo (BARCELOS et al., 2020). Ao contrario de nossos
resultados, o aumento na concentragdo de TNF-a nas glandulas salivares de ratos foi
associado a um aumento na peroxidacéo lipidica e a uma redugado nas enzimas
antioxidantes em animais submetidos a modelos experimentais de radioterapia (WU
et al., 2021), dieta rica em gordura (ZALEWSKA et al., 2021), diabetes tipo 2 (CHEN
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et al., 2020) e quimioterapia (MOSTAFA; IBRAHIM; BORAI, 2023). Os achados acima
reforcam a hipdtese de uma assincronia entre TNF-a, marcadores de estresse
oxidativo e a disfuncdo da glandula salivar induzida pela periodontite apical. Esse
resultado também pode ser reflexo da transicdo de pulpite ou periodontite apical
aguda para a periodontite apical crénica que costuma ocorrer de forma rapida e com
estagios nao claramente definidos (NAIR, 1997; RECHENBERG et al., 2016).

Assim, embora os resultados encontrados confirmem a presenca de disfuncéo
das glandulas salivares apés 28 dias da indugéo da periodontite apical, as discretas
alteracbes locais encontradas nos parametros do estado redox, nos levam a
considerar a possibilidade de que outros mecanismos patofisiolégicos estédo
envolvidos nas alteracbes da sintese e secrecdo dos componentes bioquimicos
salivares ao logo do curso do desenvolvimento da periodontite apical, sendo
necessaria a condugao de novos estudos com humanos e animais a fim de
compreender com maior precisdo estes mecanismos. Além disso, se faz necessario
também avaliar se as alteragdes bioquimicas encontradas serdo reproduzidas em
delineamentos experimentais utilizando menor numeros de dentes e diferentes

intervalos de tempo.
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6 CONCLUSAO

A periodontite apical experimental altera a composi¢ao bioquimica salivar, além
de aumentar os marcadores inflamatdrios e induzir disturbios locais do estado redox

nas gléndulas parodtidas e submandibulares de ratos machos.
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