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RESUMO

ESTRELA, L. R. A. Influéncia do desenvolvimento e progressao da Periodontite
Apical sobre parametros sanguineos, histoléogicos e microtomograficos. 2024.
Dissertagcado (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aragatuba, 2024.

Este estudo teve como objetivo analisar a influéncia do desenvolvimento e
progressao da Periodontite Apical (PA) sobre parametros sanguineos, histologicos e
microtomografico. Trinta e dois ratos machos Wistar foram divididos em quatro
grupos (n=8): Controle — ratos sem PA, PA7 — ratos com PA de 7 dias, PA14 — ratos
com PA de 14 dias, e PA28 — ratos com PA de 28 dias. A PA foi induzida pela
exposicao dos primeiros e segundos molares superiores e inferiores do lado direito.
Apds os periodos experimentais, o sangue foi coletado para analises de Hemograma
completo e estresse oxidativo para Capacidade antioxidante total  (CAT),
Concentragao oxidante total (COT) e Substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(SRAT). Em seguida, os animais foram eutanasiados e as maxilas e mandibulas
foram coletadas para analise histoldgica e microtomografica. Os resultados foram
analisados por testes estatisticos especificos (p<0,05). A analise sanguinea da série
vermelha revelou redugao do numero de Hemacias e Hemoglobina no grupo PA7
comparado aos demais grupos (p<0,05); aumento do Volume corpuscular médio em
todos os grupos com PA em relagdo ao controle (p<0,05), sendo o maior volume no
grupo PA7 com diferenca para os grupos PA14 e PA28 (p<0,05); redugdo da
Concentragdo de hemoglobina corpuscular média no grupo PA7 em relagao aos
demais grupos (p<0,05); e redugao da Largura da distribuicdo das células vermelhas
no grupo PA14 em relagdo aos demais grupos (p<0,05). Nao houve diferenga para
hematdcrito, contagem de Plaquetas e Proteina plasmatica total entre os grupos
(p>0,05). A analise sanguinea da série branca revelou aumento de leucdcitos,
neutrofilos e linfoécitos em todos os grupos com PA em relagao ao controle (p<0,05).
Ndo houve diferenga para Eosindfilo, Bastonetes e Mondcito entre os grupos
(p>0,05). Quanto ao estresse oxidativo sérico, pode-se observar redugéo do CAT e
aumento do COT e SRAT nos grupos com PA, comparados ao controle (p<0,05). A
analise histologica revelou presenca de inflamagao periapical em todos os grupos

com PA, diferentes do controle (p<0,05). No grupo PA14 a inflamagéao foi moderada



e no grupo PA28 foi severa, sem diferengas entre si (p>0,05), mas diferentes do
PA7, que apresentou inflamacgédo discreta (p<0,05). A analise microtomografica
revelou progressdo da reabsorcdo 6ssea em fungdo do tempo, apresentando
diferenca entre todos os grupos (p<0,05). Conclui-se que o desenvolvimento e
progressdo da PA altera a morfologia e o padrdo da expressao das células
sanguineas, assim como o estresse oxidativo sérico. Além disso, a severidade da
inflamacdo e reabsorcdo Ossea periapical se agravam com o tempo de

desenvolvimento da PA.

Palavras-chave: Periodontite periapical; endodontia; contagem de células

sanguineas; odontologia.



ABSTRACT

ESTRELA, L. R. A. Influence of the development and progression of Apical
Periodontitis on blood, histological and microtomographic parameters. 2024.
Dissertagcado (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Aragatuba, 2024.

This study aimed to analyze the influence of the development and progression of
Apical Periodontitis (AP) on blood parameters, histological, and microtomographic
features. Thirty-two male Wistar rats were divided into four groups (n=8): Control -
rats without AP, AP7 - rats with AP for 7 days, AP14 - rats with AP for 14 days, and
AP28 - rats with AP for 28 days. AP was induced by exposing the first and second
upper and lower molars on the right side. After the experimental periods, blood was
collected for Complete Blood Count and oxidative stress for Total Antioxidant
Capacity (TAC), Total Oxidant Concentration (TOC), and Thiobarbituric Acid
Reactive Substances (TBARS). Then, the animals were euthanized, and the jaws
and mandibles were collected for histological and microtomographic analysis. The
results were analyzed using specific statistical tests (p<0.05). Blood analysis of the
red series revealed a reduction in the number of Red Blood Cells and Hemoglobin in
the AP7 group compared to the other groups (p<0.05); an increase in Mean
Corpuscular Volume in all AP groups compared to the control (p<0.05), with the
highest volume in the AP7 group compared to the AP14 and AP28 groups (p<0.05);
a reduction in Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration in the AP7 group
compared to the other groups (p<0.05); and a reduction in Red Cell Distribution
Width in the AP14 group compared to the other groups (p<0.05). There was no
difference in Hematocrit, Platelet count, and Total plasma protein between the
groups (p>0.05). White series blood analysis revealed an increase in Leukocytes,
Neutrophils, and Lymphocytes in all AP groups compared to the control (p<0.05).
There was no difference in Eosinophils, Basophils, and Monocytes between the
groups (p>0.05). Regarding serum oxidative stress, a reduction in TAC and an
increase in TOC and TBARS were observed in the AP groups compared to the
control (p<0.05). Histological analysis revealed the presence of periapical
inflammation in all AP groups, unlike the control (p<0.05). In the AP14 group,

inflammation was moderate, and in the AP28 group, it was severe, with no



differences between them (p>0.05), but different from AP7, which presented mild
inflammation (p<0.05). Microtomographic analysis revealed progression of bone
resorption over time, with differences between all groups (p<0.05). It is concluded
that the development and progression of AP alter the morphology and expression
pattern of blood cells, as well as serum oxidative stress. Furthermore, the severity of

periapical inflammation and bone resorption worsens with the development time of
AP.

Keywords: Periapical periodontitis; endodontics; blood cell count; dentistry.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A periodontite apical (PA) representa a resposta do organismo a uma infecgéo
bacteriana, resultando de um processo dindmico no qual os canais radiculares sao
contaminados por diferentes microrganismos. Estes microrganismos, por meio de
seus subprodutos, desencadeiam uma resposta inflamatoria e, subsequentemente, a
destruicdo dos tecidos periapicais (Nair, 2004; Sundqvist; Figdor, 2003). A
persisténcia do processo infeccioso, muitas vezes devido a dificuldade na eliminacao
do agente etiolégico e a resposta imunoldgica deficiente, leva a destruicdo éssea
periapical. Na analise histopatoldgica, € observada a presenca de tecido fibroso,

granulacéo e infiltrado celular inflamatério (Gazivoda et al., 2009).

A PA é uma condicdo de elevada prevaléncia na populagdo em geral
(Jakovljevic et al., 2020). Aproximadamente 52% da populagdo adulta em todo o
mundo apresenta pelo menos um dente com PA (Tiburcio-Machado et al., 2021).
Além disso, dados indicam que, em média, os brasileiros possuem 2,7 dentes
afetados por PA por pessoa (Marotta et al., 2012), o que amplia o potencial de

influenciar a saude sistémica (Cintra et al., 2021).

Diferentes tipos de células e componentes celulares desempenham papéis
cruciais na resposta do organismo a infeccao periapical (Liapatas et al., 2003). Os
leucocitos, por exemplo, tém a funcdo de induzir a producdo de citocinas e
quimiocinas, resultando no aumento da resposta inflamatéria (Bian et al., 2012; Silva
et al., 2007). Entre os leucécitos, destacam-se os macréfagos, linfécitos T e B, e
células apresentadoras de antigeno, todos essenciais na manutencdo do processo
inflamatorio (Marton; Kiss, 2000). No contexto especifico dos linfocitos, que s&o
subdivididos em linfocitos do tipo T e B, desempenham fungbes distintas. Os
linfocitos B sao responsaveis pela producdo de anticorpos, enquanto os linfocitos T
induzem a morte celular, regulam a atividade de outras células, como macréfagos e
linfécitos B, além de produzirem citocinas endodgenas e ativarem citocinas
extracelulares (Wik; Skalhegg, 2022).

A literatura também relata que as células Tregs e T auxiliares derivadas dos
linfécitos T CD4+ em conjunto com as citocinas pré-inflamatérias estéo relacionadas
a destruicdo O0ssea e progressao da lesdo periapical (Coli¢ et al., 2009; Fukada et

al., 2009). As citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatdrias sdo produzidas pelos
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linfécitos T auxiliares (Kawashima; Stashenko, 1999), sendo o TNF-a, IL-1, IL-6, IL-
10, IL-17, IL-23, comuns no processo inflamatério periapical (Cintra et al., 2021;
Martinho et al.,, 2012). Ja durante a osteoclastogénese, citocinas proé-inflamatorias
como IL-6, IL-1 beta e TNF-a possuem papel de destaque (Fouad et al., 2020;
Jakovljevic et al., 2015).

As alteragcbes provocadas localmente pela PA apresentam potencial de
repercutir sistemicamente (Cintra et al., 2021), e desta maneira estas alteragdes nao
aforam ainda estudadas ao longo do tempo de desenvolvimento da PA. Fato que

nos motivou a realizacido deste estudo.

Os exames sanguineos apresentam capacidade de identificar alteragbes
sistemicamente (Cintra et al., 2014b). Estes exames possibilitam a avaliagdo de
diferentes elementos celulares presentes no sangue, podendo colaborar no
diagnostico de enfermidades, na identificacdo da capacidade de resposta do
individuo a uma infecg¢do, ou ainda, analisar os efeitos de um tratamento local e/ou
sistémico (Gkrania-Klotsas et al., 2010; Malandrino et al., 2012; Odagiri et al., 2011).

Outro mecanismo relacionado a destruicdo 6ssea e consequente progressao
da les&o periapical € a geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo que
desequilibrios no estado redox podem resultar em destruicdo tecidual (Barcelos et
al., 2020; Prieto et al., 2017). O estresse oxidativo € um processo decorrente do
desequilibrio entre os compostos oxidantes e antioxidantes, sendo caracterizado
pela producdo excessiva de EROs ou pela eliminacdo desses, que resulta na
oxidagdo de biomoléculas e, consequentemente, perda das fungbes bioldgicas
(Barbosa et al., 2010). Esse desequilibrio pode levar a danos celulares em acidos
nucleicos, lipidios e proteinas, além de disturbios do metabolismo celular
(Maciejczyk et al., 2017). A auséncia de equilibrio entre a producéo e a eliminagao
das espécies reativas de oxigénio podem ser analisadas por meio dos
biomarcadores sanguineos do estado redox, dentre eles, a capacidade antioxidante
total (CAT) e a concentragao de oxidante total (COT) (Hernandez-Rios et al., 2017).

A capacidade antioxidante representa um dos mecanismos pelos quais o
organismo pode resguardar-se dos radicais livres, prevenindo ou inibindo as reagdes
oxidativas que afetam as biomoléculas (Erel, 2004). No contexto da PA, as espécies

reativas de oxigénio sao produzidas como resultado das mudangas nos tecidos de
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suporte dos dentes ocasionadas pelo processo inflamatorio (Georgiou et al., 2021).
O aumento do COT e a redugao da CAT sao comuns na PA (Hernandez-Rios et al.,
2017). Além disso, um estudo clinico demonstrou que pacientes com PA crbnica
apresentaram um aumento do COT e reducdo da CAT, podendo evidenciar uma
correlagdo positiva entre a PA e o estresse oxidativo (Inchingolo et al., 2013). Por
outro lado, a literatura é carente de informagdes a respeito das modificagdes destes

agentes ao longo do desenvolvimento da PA.

Outro aspecto importante relacionado ao estresse oxidativo é a peroxidagao
lipidica, que pode ser verificada por meio das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (SRAT), que em altas concentragdes, pode indicar a presenca de
danos celulares (Frazédo et al., 2023). Por outro lado, n&o se sabe sobre as possiveis

alteracdes na peroxidagao lipidica em fungao do desenvolvimento da PA.

Apesar de alguns estudos terem avaliado a relacéo entre a PA e a inflamacéao
sistémica (Cintra et al., 2014a, 2016, 2021; Samuel et al., 2019), ha necessidade de
maior conhecimento quanto a influéncia da PA nas alteragdes sistémicas durante o
seu desenvolvimento. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi analisar a relagéao
do desenvolvimento da PA com as possiveis alteragdes em diferentes parametros

sanguineos, alteragdes histopatoldgicas e sua progresséo volumétrica.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo foi analisar a influéncia do desenvolvimento e

progressao da PA sobre parametros sanguineos, histolégicos e microtomografico.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

o Analisar a influéncia do desenvolvimento e progressdo da PA nos

parametros sanguineos (hemograma completo e estresse oxidativo).

° Analisar o perfil do infiltrado inflamatoério por meio da analise histolégica

durante o desenvolvimento e progresséo da PA,

o Analisar a progressdao da reabsorcao Ossea por meio da analise

microtomografica durante o desenvolvimento e progressao da PA.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Os procedimentos experimentais propostos neste estudo foram aprovados na
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/Unesp) no. 265-2024. Foram
utilizados 32 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando aproximadamente 250
gramas, provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia de Aragatuba —
UNESP. Foram mantidos quatro animais por isolador (Alesco - Albr Industria e
Comercio Ltda., Monte Mor, SP, Brasil) com a temperatura entre 22 e 24°C com
ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro), alimentados durante todo
periodo experimental com dieta sdlida e agua “ad libitum”, com excegédo nas 12
horas que antecederam o procedimento cirurgico para indugédo da PA e 6 horas apds
o procedimento. Antes de iniciar os experimentos, os animais ficaram em isolamento
durante 7 dias para adaptagao ao novo habitat e para contencédo de alguma possivel

doenca de facil propagacao.

3.2 Drogas

Os animais foram vermifugados com Ivermectina 1% via oral (Revectina,
Abbott - Lab do Brasil Ltda., S&do Paulo, SP, Brasil). Foram dissolvidos 0,3 ml da
droga para cada litro de agua, administrado “ad libitum” durante 1 semana antes do

inicio do experimento.

O protocolo anestésico utilizado para os procedimentos experimentais foi a
base de Xilazina 2% (Xilazin, Syntec do Brasil Ltda., Cotia, SP, Brasil) na dosagem
de 10mg por Kg, associado ao Cloridrato de Cetamina 10% (Ketamina, Agener -
Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guagu, SP, Brasil) na dosagem

de 80mg por Kg, via intramuscular.

Para realizacdo da eutanasia, os animais foram anestesiados conforme o
protocolo descrito e em seguida foi administrado Tiopental sédico (THlopentax,

Cristalia - SP, Brasil) na dosagem de 150 mg por kg, via intraperitoneal.
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3.3 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos de 8 animais, de acordo com a

variavel a ser analisada.
Grupo Controle: animais em que a PA nao foi induzida;

Grupo PA7: animais em que a PA foi induzida e as analises realizadas apds 7

dias;

Grupo PA14: animais em que a PA foi induzida e as analises realizadas apos
14 dias;

Grupo PA28: animais em que a PA foi induzida e as analises realizadas apos
28 dias.

3.4 Inducao da PA

Os animais foram anestesiados utilizando o protocolo descrito anteriormente e
a PA foi induzida por meio da exposicao pulpar dos primeiros e segundos molares
superiores e inferiores do lado direito empregando uma broca de ago carbono (Broca
Ln CA 28mm, Long Neck, Maillefer, Dentsply, Tulsa, Ok, USA) dotada de uma esfera

na extremidade com 0,5mm de didmetro de acordo com Cintra et al. (2016) (Figura

1),
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Figura 1 - Procedimento de exposicao pulpar dos primeiros e segundos

molares superiores e inferiores empregando broca de ago carbono em baixa

rotagcao para indugao da PA

Fonte: Autor, 2024

3.5 Coleta sanguinea

Apds os periodos experimentais de 7, 14 ou 28 dias, conforme o grupo
experimental, os animais foram anestesiados e o sangue foi coletado por pungéo
cardiaca para as analises de Hemograma completo e estresse oxidativo para CAT,
COT e SRAT.

3.6 Eutanasia e processamento laboratorial

ApoOs coleta sanguinea os animais foram eutanasiados conforme protocolo
bdescrito anteriormente. Em seguida, as maxilas e mandibulas foram imediatamente
dissecadas e fixadas em solucdo de formalina tamponada neutra durante 18 horas
(Cintra et al., 2016). Apos fixagdo, as mandibulas foram armazenadas em alcool
70% para posterior escaneamento em microtomaografo (Cintra et al., 2014a). Ja as
maxilas foram lavadas por 12 horas em agua corrente e desmineralizadas em acido
etilenodiamino tetracético (EDTA) a 10% e, finalmente lavadas por 24 horas em

agua corrente. Posteriormente foram desidratadas em alcool (Labsynth Produtos
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para Laboratérios Ltda., Diadema, SP Brasil), diafanizadas em xilol (Labsynth
Produtos para Laboratérios Ltda., Diadema, SP Brasil) e incluidas em parafina
(Histosec, Merck S/A, Sao Paulo, SP, Brasil).

Os blocos foram cortados em micrétomo (RM 2045, Leica do Brasil
Importagdo e Comércio Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), com espessura de 3um e 0s
cortes teciduais foram obtidos. Foram montadas 2 laminas starfrost (Knittel
Glasbearbeitungs, Braunschweig, Germany) com trés cortes teciduais para cada

espécime e foram coradas com Hematoxilina e Eosina.
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4 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

4.1 Analise sanguinea

4.1.1 Hemograma

As amostras sanguineas foram colocadas em EDTA, centrifugadas e
armazenadas imediatamente a -20°C. Foram observados os seguintes parametros
do Eritrograma: Hemacias (x10%uL), Hemoglobina (g/dL), Hematécrito (%), Volume
corpuscular médio (fL), Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (%),
Tamanho do eritrécito (%), Contagem de plaquetas (x10%uL) e Proteina plasmatica
total (g/dL). Foram observados os seguintes parametros do Leucograma: Leucécitos
(células/pL), Neutrofilos (células/uL), Linfécitos (células/uL), Eosindfilos (células/uL),

Bastonetes (células/uL) e Mondcitos (células/pL).

Para a realizacdo do exame, foi utilizado o aparelho ABX Vet (ABX
Diagnostics) e o ABX VetPack composto por 3 reagentes. O ABX VET Pack, R3 é
uma solugdo salina e tampao eletrolitica que permite a diluicdo e a preparacéo da
amostra de sangue para analise. A presencga de surfactante ndo ibnico garante a
dindmica do fluxo em todos os sistemas hidraulicos do instrumento. A agao
eletrolitica aceita a contagem das células por impedéancia. Este reagente também
diferencia populagdes morfolégicas de leucécitos. Também é utilizado nos ciclos de

enxague e limpeza dos sistemas hidraulicos do instrumento.

O ABX VET Pack, R2 decompde a membrana celular dos eritrécitos. Pela
adicdo do agente surfactante, a hemoglobina € libertada. Todo o ferro heme é
oxidado e os complexos resultantes sao quantificados por espectrofotometria a um
comprimento de onda de 530nm. O detergente presente na solugdo também
diferencia populagdes morfolégicas de leucécitos. ABX VET Pack, R1 utiliza a agéo
combinada de uma enzima proteolitica com um detergente para eliminar os residuos
de proteina e evitar que os tubos hidraulicos fiquem obstruidos e/ou bloqueiem o
fluxo. Também é usado para decompor os acumulos de proteina nas aberturas e

camaras de contagem.

O volume globular foi analisado pelo método de microhematécrito e a
contagem diferencial de leucdcitos e analise morfologica de hemacias e leucocitos

em esfregagos sanguineos corados pelo corante Panético rapido.
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4.1.2 Estresse Oxidativo

A CAT foi realizada através do ensaio de FRAP (Brasilino et al., 2018). Onde
se mede a capacidade de reducgao férrica do plasma, que oferece um indice do
potencial antioxidante, ou redutor, de fluidos biologicos. A redug¢ao de ion férrico em
ion ferroso em pH baixo causa a formagdo de um complexo colorido ferroso-
tripiridiltriazina, onde sao medidos através da comparagdo e mudangas de
absorbancia em 593 nm resultando em uma curva padrdo (Brasilino et al., 2018). A
COT foi determinada pelo método Xylenol Orange. SRAT foi realizada através da
quantificacdo de MDA pelo método de Hunter modificado, com auxilio de uma leitora
automatica de microplacas de 96 pogos e absorbancia 545 nm (Prieto et al., 2017).
O MDA ¢é um dialdeido formado pela clivagem beta dos acidos graxos
poliinsaturados peroxidados durante a lipoperoxidagao, a sua determinagdo € umas
das técnicas de avaliacdo de oxidacgao lipidica mais frequentemente utilizada. Em
meio acido e aquecido o MDA reage com compostos nucleofilicos como acido

tiobarbiturico possibilitando sua aferigao.

4.2 Analise Histolégica

A analise histolégica foi realizada para caracterizar o perfil do infiltrado
inflamatorio das lesbes periapicais (Cintra et al., 2014b). Foram realizadas duas,
uma descritiva e outra qualitativa. As laminas com os cortes de cada espécime foram
analisadas por microscopia Optica e utilizadas para a analise descritiva, que foi a

descrigao dos fendmenos histopatoldgicos e suas caracteristicas.

A anadlise qualitativa foi realizada por meio da atribuicdo de escores para o
critério de severidade do infiltrado inflamatdrio, de acordo com Cintra et al. (2014a).
A classificacdo por meio de escore foi baseada no numero médio aproximado de
células inflamatdrias presentes em diferentes campos de um mesmo espécime,

examinados em aumento de 400X junto a regi&do periapical.
Escore 1: Células inflamatdrias ausentes ou em numero desprezivel;2
Escore 2: Infiltrado inflamatdrio discreto (menos de 25 células por campo);

Escore 3: Infiltrado inflamatério moderado (de 25 a 125 células por campo);
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Escore 4: Infiltrado Inflamatério Intenso (mais 125 células por campo).

4.3 Analise microtomografica

A progressao da reabsorgédo éssea foi realizada de acordo com Cosme-Silva
et al. (2020) e Justo et al. (2022). As mandibulas foram digitalizadas usando o
sistema uCT (Bruker SkyScan 1272, Aartselaar, Bélgica). Cada amostra foi colocada
em um frasco e posicionada com o incisivo voltado para cima e posteriormente
foram estabelecidas as seguintes configuragdes: 70 kV, 167 pA, ao passo de
rotacao de 0,5° e a exposi¢cao de 2100 milissegundos. Apds escaneamento de cada
amostra, foi realizada a reconstrugdo com uso do software NRecon (Skyscan,
Bélgica). Foi utilizado o software DATA VIEWER v. 1.5.1.2 onde os planos foram
ajustados para melhor compreensédo da area da lesdo. A area de interesse foi a
regiao apical dos primeiros e segundos molares mandibulares do lado direito. A area
de interesse para analise da reabsorgao ¢ssea periapical comegou no primeiro corte
transaxial, onde o molar estava completamente encapsulado pelo osso da crista
ossea e continuou em diregao ao apice da raiz, terminando no ultimo corte em que a

reabsorcao 6ssea foi visualizada.

4.4 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa SigmaPlot 12.0™
(Chicago, IL, USA). A verificagdo da normalidade dos dados foi realizada através
dos testes Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. As variaveis que apresentavam
valor normal foram expressas em média e desvio padrao e aquelas que
apresentavam distribuicdo ndo normal foram expressas em mediana com valor

minimo e maximo de percentis.

Para os valores quantitativos das analises que seguirem distribuicdo normal

foi aplicado o teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey.

Para as analises sem distribuicdo normal, foi realizado o teste de Kruskal-

Wallis, seguido pelo teste de comparagoées multiplas de Dunn.

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando a



probabilidade for menor que 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise sanguinea
5.1.1 Hemograma

Os resultados do eritrograma estao apresentados nas tabelas 1 e grafico 1. A
analise sanguinea da série vermelha revelou redugcdo do numero de Hemacias e
Hemoglobina no grupo PA7 comparado aos demais grupos (p<0,05); aumento do
Volume corpuscular médio em todos os grupos com PA em relagdo ao controle
(p<0,05), sendo o maior volume no grupo PA7 com diferenga para os grupos PA14 e
PA28 (p<0,05); redugdo da Concentracdao de hemoglobina corpuscular média no
grupo PA7 em relacdo aos demais grupos (p<0,05); e redugdo da Largura da
distribuicdo das células vermelhas no grupo PA14 em relacdo aos demais grupos
(p<0,05). Nao houve diferenca para hematdécrito, contagem de Plaquetas e Proteina

plasmatica total entre os grupos (p>0,05).
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Tabela 1 - Média/Mediana e Desvio Padrao/Desvio Interquartilico dos eritrocitos no

sangue
Eritograma Grupos (Média/Mediana + Desvio Padrao/Intervalo Interquartilico)*
Cc PA7 PA 14 PA 28
Hemacias (RBC) 8,100 6,969 7,600 7,680
(10%uL) (£0,395)" (£0,441) (£0,370) (£0,376)
Hemoglobina 14,129 12,914 13,762 13,914
(HGB) (grdL) (+0,778)° (+0,579)° (+0,362)° (£0,352)°
Hematocrito (%) 40,750 39,142 40,375 41,000
(£2,053) (£2,356) (£1,506) (£2,619)
VCM (fL) 50,449 56,209 53,155 ( 53,390
(x0,916) (x1,818) +1,032) (22,266)°
CHCM (%) 34,667 33,030 34,109 34,030
(20,546) (£1,002)° (£0,964)° (£1,504)°
RDW (%) 14,750 13,500 13,250 14,185
(14,452-14,950)° (13,175-14,203)*  (12,925-13,650)° (13,525-14,200)
PLT 387,125 385,625 360,000 440,000
(x104/uL) (+61,809) (+44,356) (£78,376) (+40,000)
PPT (g/dL) 7,200 7,543 7,425 7,514
(20,338) (£0,206) (20,433) (20,368)

*Letras diferentes, indicam diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).
(VCM - Volume corpuscular médio; CHCM — Concentragdo de hemoglobina corpuscular média;
RDW- Red cell distribution width (distribuicdo da largura de célula vermelhas); PLT- Platelet ount

blood test (teste de contagem de plaquetas); PPT- Proteinas plasmaticas totais).
Fonte:Autor, 2024
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Grafico 1 - Valores obtidos do eritrograma nos diferentes grupos

experimentais
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Fonte: Autor, 2024

Os resultados do leucograma estao apresentados nas tabelas 2 e grafico 2. A
analise sanguinea da série branca revelou aumento de leucdcitos, neutrdfilos e
linfécitos em todos os grupos com PA em relagdo ao controle (p<0,05). Nao houve

diferenca para Eosindfilo, Bastonetes e Mondcito entre os grupos (p>0,05).



Tabela 2 - Média/Mediana e Desvio Padrao/Desvio Interquartilico dos

leucécitos no sangue

Grupos (Média/Mediana * Desvio Padrao/Intervalo
Leucograma Interquartilico)*
C PA7 PA 14 PA 28
Leucécitos 61,50 97,85 104,50 104,78
Totais
(45,25-68,75)* (83,50-108,00) (101,25-107,00)> (101,50-107,00)°
(x10%/pL)
Linfocitos 32,59 +5,07° 54,37 £10,79* 58,25+ 6,15° 60,59 + 5,66°
(x10%/pL)
Neutréfilos 23,63 +9,48° 38,76 + 3,34° 41,40 + 8,62° 37,99 £ 597°
(x10%/pL)
Monécitos 1,46 £ 0,76 2,36 + 1,07 2,19 £1,42 2,73 + 1,56
(x10%/pL)
Bastonetes 0,12 0,19 0,00 0,21
10%/uL
(x10%L) (0,00-0,59) (0,000-0,88)  (0,00-0,77) (0,00-1,00)
Eosindfilos 0,00 0,79 1,06 1,51
102/uL
(x10%L) (0,00-1,28)  (0,00-1,57) (1,01-1,50) (1,01-3,20)

*Letras diferentes, indicam diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).
Fonte: Autor, 2024
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Grafico 2 - Valores obtidos do WBC, neutroéfilos e linfocitos nos diferentes
grupos experimentais
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Fonte: Autor, 2024

5.1.2 Estresse Oxidativo

Os resultados relacionados ao estresse oxidativo estao descritos na tabela 3
e no grafico 3.

Todas as anadlises referentes ao estresse oxidativo (CAT, COT e SRAT)
indicaram diferenga estatistica (p<0,05) entre o grupo controle e os diferentes
periodos apo6s a inducdo da PA, havendo reducdo do CAT e aumento do COT e

SRAT nos grupos com PA . Nao houve diferenca estatistica entre os periodos de 7,
14 e 28 dias (p>0,05).
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Tabela 3 - Média/Mediana e Desvio Padrao/Desvio Interquartilico do Estresse

Oxidativo no sangue

Estresse  Grupos (Média/Mediana + Desvio Padrao/Intervalo Interquartilico)*
Oxidativo - PA7 PA14 PA28

CAT 0,66 + 0,13 0,37 0,10° 0,37 £ 0,09° 0,33 £0,06°
(mmol/L)

coT 66,61 83,98 86,87 89,77
(mmollL) 59 96-72.40  (77.03-96,71)  (78.48-99.89F  (80,51-101,34)
SRAT 40,09 54,29 53,94 57,06
(mmol/L)

(37,32-43,90)

(52,21-61,90)°

(50,30-57,40)°

(50,82-67,44)°

*Letras diferentes, indicam diferenga estatistica entre os grupos (p<0,05).

Grafico 3 - Valores obtidos

experimentais
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5.2 Analise Histologica

Os resultados da analise histologica estdo apresentados por meio de

fotomicrografias representativas na figura 2 e de dados qualitativos na tabela 4.

O grupo controle apresentou aspectos de normalidade e homeostasia tecidual
tanto nos tecidos pulpares como periapicais. Por outro lado, todos os grupos com PA
apresentaram infiltrado inflamatoério de diferentes severidades em relagdo ao grupo

controle (p<0,05).

O grupo PATY apresentou infiltrado inflamatério de predominancia discreta, ja o
grupo PA14 um infitrado de predomindncia moderada, enquanto o PA28 a
predominancia foi severa. Apos analise estatistica pode-se observar que os grupos
PA14 e PA28 apresentaram diferengcas em relagdo ao PA7 (p<0,05), mas sem

diferencas entre si (p>0,05).

Tabela 4 - Escores e mediana de intensidade de células inflamatérias

Grupos Valor
Escores
C PA7 PA14  PA28  deP
Intensidade 8/8 0/8 0/8 0/8
do Infiltrado 2 0/8 6/8 0/8 0/8
Inflamatoério 3 08 o8 /g ” 0
<0.001
4 0/8 0/8 3/8 6/8
Mediana* 1° 2° 3° 4e

Reabsorgao 6ssea 0,22 + 055 +089 £ 19 £ 0.001
<0.
peripapical (mm?3)* 0,042 0,14° 0,20° 0,19° P

* Letras diferentes indicam diferengas estatisticas significativas nas linhas (P <.05).
Fonte: Autor, 2024
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Figura 2 - Imagem dos cortes histologicos em He em diferentes aumentos
(100X e 400X). A - Grupo Controle; B - Grupo PA 7 dias; C - Grupo PA 14 dias;
D - Grupo PA 28 dias
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Fonte: Autor, 2024

5.3 Analise Microtomografica

Os resultados da analise microtomografica estdo apresentados por meio de
fotomicrotomografias representativas na figura 3 e de dados quantitativos na tabela
4. A analise microtomografica revelou aumento significativo na reabsorgao éssea
entre todos os tempos de desenvolvimento da PA (p<0,05). Ou seja, o grupo PA7
apresentou maior reabsorgao éssea comparado ao controle (p<0,05); o grupo PA14
apresentou maior reabsorgdo 6ssea comparado ao PA7 (p<0,05); e o grupo PA28

apresentou maior reabsorgao 6ssea comparado ao PA14 (p<0,05);
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Figura 3 - Imagem coronal de microtomografia dos dentes com periodontite
apical nos diferentes periodos analisados: A - controle, B - PA7 dias, C - PA14
dias, D — PA 28 dias
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Fonte: Autor, 2024

Figura 4 — Imagem transaxial de microtomografia dos dentes com periodontite
apical nos diferentes periodos analisados: A - controle, B - PA7 dias, C - PA14
dias, D — PA 28 dias

Fonte: Autor, 2024

Figura 5 — Imagem sagital de microtomografia dos dentes com periodontite
apical nos diferentes periodos analisados: A - controle, B - PA7 dias, C - PA14
dias, D — PA 28 dias

Fonte: Autor, 2024
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6 DISCUSSAO

O potencial da PA influenciar a condigao sistémica tem encorajado estudos
em decorréncia da importancia e das consequéncias ao organismo (Cintra et al.,
2021). Neste sentido, procurou-se analisar a influéncia do desenvolvimento e

progressao da PA sobre parédmetros sanguineos, histolégicos e microtomograficos.

As metodologias desenvolvidas no presente experimento constituem modelos
experimentais padrbées e de rotina no laboratério de pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba (UNESP), sendo utilizadas em varias investigagbes
previamente publicados (Cintra et al., 2016; Cosme-Silva et al., 2020; Justo et al.,
2022; Prieto et al., 2017).

Os eventos inflamatodrios periapicais se desenvolvem como consequéncia da
infeccao bacteriana, sdo complexos e consistem em diversos elementos. Respostas
imediatas, incluindo vasodilatagcdo, aumento da permeabilidade vascular e
extravasamento de leucécitos sdo mediadas por mediadores enddgenos, como

prostaglandinas, bradicininas e neuropeptideos Stashenko, Teles e D’Souza (1998).

Durante o desenvolvimento da PA pode-se verificar alteragdes significativas
em diferentes parametros sanguineos, alteragdes histopatoldgicas e sua progresséo
volumétrica com destruicdo de osso na regidao periapical (Cintra et al., 2016;
Gazivoda et al., 2009). Os valores observados com o eritrograma podem ser Uteis ao
avaliar a resposta do organismo ao processo de infecgdo que avanca na regiao
periapical (Malandrino et al., 2012). Este exame fornece informagdes sobre os
glébulos vermelhos do sangue (eritrocitos ou hemacias) capazes de determinar a
quantidade, tamanho e forma destas células (Klinken et al., 2002). Estes glébulos
brancos e vermelhos podem desempenhar um papel importante na avaliacdo de
processos infecciosos, como a deteccdo de uma inflamagao periapical e sua
correlagdo sistémica a partir do aumento na contagem destas células, como

resposta frequente do sistema imunoldgico as infecgdes (Frottier; Modai, 1975).

Nesse sentido, Samuel et al. (2018) analisaram a influéncia de multiplas
periodontites apicais (PAs) sobre a contagem de células sanguineas e citocinas. Nas
analises realizadas, aos 30 dias, nao foi observado diferenca estatistica nos niveis
de hemoglobina e no hematdcrito, ao comparar o grupo com 4 PAs e o controle.

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos no presente estudo no mesmo
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periodo analisado. Além disso, a concentragcdo de linfécitos e neutréfilos estava
aumentada aos 30 dias em relagdo ao controle, resultados estes, também

semelhantes ao obtido no presente estudo no periodo de 28 dias.

Neste mesmo contexto, em que a PA afeta sistemicamente o organismo
humano, Sathyanarayanan et al. (2023) observaram que a presenga da PA e a
auséncia de tratamento endodontico estdo diretamente relacionadas ao aumento da
contagem leucocitaria, de linfocitos e de eosinofilos na corrente sanguinea. No
presente estudo foi determinado que houve diferencas estatisticamente significativas
em varios parametros sanguineos ao longo do periodo de observagao (7, 14 e 28
dias). Os valores do eritrograma indicaram importantes informacbes frente ao

desenvolvimento da PA.

A PA pode ser responsavel por uma anemia em decorréncia da liberagao de
citocinas inflamatérias que afetam a producado de globulos vermelhos na medula
ossea. Em condigdes mais graves de PAs associadas a disseminagdo da infecgéo
para outras regides, o eritrograma pode auxiliar na detecgdo de complicagdes em
uma sepse ou inflamacédo generalizada (Failace; Fernandes, 2015; Greer et al.,
2019; Knoll; Rowell, 1996).

Na concentragdo de hemacias e hemoglobina, o presente estudo mostrou
diminuicdo em suas concentragdes, sendo observada diferenga entre o periodo de 7
dias e os demais periodos. Este fato pode indicar a presenca de uma anemia em
decorréncia do processo infeccioso, em que o organismo redistribui o ferro para
locais de armazenamento, relacionados ao sistema fagocitario mononuclear
(Chaparro, Suchdev, 2019; Nairz et al., 2016; Weiss, 2005). O VCM (Volume
Corpuscular Médio) aumentou ao se comparar o grupo controle com os periodos
experimentais, e o grupo de 7 dias com os periodos de 14 e 28 dias, sendo o pico de
aumento observado no periodo de 7 dias. Este aspecto também pode indicar a
presenca de anemia, possivelmente relacionada as infecgées (Nairz et al., 2016). A
CHCM (Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média) no presente estudo
indicou valores superiores no grupo controle em relagdo aos outros, o que também

seria um indicativo de anemia infecciosa.

Os valores de RDW (Largura de Distribuicdo dos Globulos Vermelhos)

mostraram diferenca entre o grupo controle e o periodo de 14 dias com uma
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diminuicdo dos demais grupos em relagdo ao grupo controle. Isoladamente n&o
indica nada necessariamente, mas ao se relacionar esses dados com os anteriores
observa-se a presenca de anemia infecciosa. Os resultados de hematécrito, PLT
(Plaquetas) e PPT (Plaquetocrito) mostraram que ndo foram observadas diferengas
entre 0s grupos em relacdo a esses parametros. Estes dados sugerem uma
estabilidade desses parametros ao longo do periodo de observagao. Dessa forma,
observou-se que a indugao de PA em quatro molares influenciou a nivel sistémico,
havendo indicios de presencga de anemia infecciosa, especialmente no periodo de 7

dias.

Respostas imunes nao especificas, incluindo migracdo e ativagdao de
leucocitos polimorfonucleares e mondcitos, bem como producido de citocinas, sao
desencadeadas em resposta a bactérias e seus produtos. A inflamacao periapical
cronica envolve ainda respostas antibacterianas especificas mediadas por células T
e B, que ativam uma rede de citocinas reguladoras produzidas por linfocitos T do
tipo Th1 e Th2. As respostas especificas e n&o especificas interagem e s&o
reguladas pelo sistema imunolégico. Como modelo experimental, o modelo de
inducdo de lesdo periapical apresenta vantagens que a permitem ser usada em
estudos de ecologia e patogénese microbiana, resposta do hospedeiro,
neuroimunologia e reabsorgéo e regeneragcédo o0ssea. Bian et al. (2012) discutiram a
regulacdo da resposta inflamatoria e destacaram a importancia da infiltragdo de
neutréfilos (PMN) na inflamagdo e sua contribuicdo para danos nos tecidos. A
resposta e a infiltracido de PMN sado significativamente aumentadas em
camundongos com inflamagéo sistémica. Cintra et al. (2021) analisaram a inter-
relacdo entre condigdes patoldgicas sistémicas e periapicais. As mudangas
sistémicas podem potencializar a patogénese da infec¢do endodéntica, capaz de

favorecer seu desenvolvimento e progressao.

Os resultados do presente estudo refletem uma resposta inflamatéria e
imunoldgica aumentada nos grupos experimentais em comparagado com O grupo
controle, evidenciada pelo aumento das contagens de leucdcitos totais, linfocitos,
neutrofilos e eosindfilos. Assim, verifica-se uma possivel resposta do sistema
imunoldégico a um estimulo ou condigdo especifica presente nos grupos

experimentais.
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A PA é uma condicdo inflamatdria que resulta no aumento do estresse
oxidativo e na producéo elevada de radicais livres e outras espécies reativas de
oxigénio na area afetada pela infecgao (Cintra et al., 2016). Durante a resposta
imunoldgica, células como os leucocitos podem gerar radicais livres como parte do
processo de combate as bactérias invasoras. No entanto, se a producéo de radicais
livres nao for devidamente regulada pelos mecanismos antioxidantes do corpo, pode
ocorrer um acumulo excessivo dessas substancias, levando ao estresse oxidativo.
Esse fenbmeno pode resultar em danos aos tecidos periodontais, exacerbando a
inflamacé&o e contribuindo para a progressao da PA. Além disso, o estresse oxidativo
pode desempenhar um papel na degradagdo do colageno e na perda Ossea
associada a periodontite (Chapple; Milward; Dietrich, 2007; Halliwell; Gutteridge,
2007; Prieto et al., 2017).

No presente estudo foi determinado o estresse oxidativo (CAT, COT e SRAT)
em ratos wistar com PA desenvolvida em periodos de 7, 14 e 28 dias. Todas as
analises referentes ao estresse oxidativo indicaram diferenca estatistica entre o

grupo controle e os diferentes periodos apos a indugao da PA.

O estresse oxidativo observado ao se induzir PAs em 2 dentes em animais de
90 dias de idade foi analisado aos 14 e 28 dias por meio da peroxidacéao lipidica,
capacidade antioxidante equivalente ao Trolox e redug¢do de glutationa (Frazéo et
al., 2023). Em todas as analises foi verificado um aumento nas concentragdes,
indicando a presenca do estresse oxidativo. A peroxidagao lipidica foi maior aos 28
dias em comparagéo aos 14 dias e ao grupo controle, resultados semelhantes aos
encontrados no presente estudo, que observou o estresse oxidativo sistémico
relacionado a indugcdo de 4 PAs em animais de 60 dias, indicando e reforgando,

portanto, o desequilibrio no estado redox e a resposta antioxidante diminuida.

A influéncia do estresse oxidativo na resposta inflamatdria hepatica
decorrente da periodontite apical foi analisada por Xiao et al. (2023). O estudo
avaliou a CAT e o COT. Foi observado um aumento na concentragao oxidante total
e diminuigdo na capacidade antioxidante total nos animais com a doenga periapical.
O presente estudo mostrou diminuicdo sérica da CAT e aumento da COT,
semelhante a Xiao et al. (2023), que no periodo de 5 semanas observaram que os

animais, que apresentavam 2 dentes com PA, obtiveram uma diminuicdo nos
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parametros da CAT e um aumento da COT, reforcando, portanto, o potencial

prejudicial sistémico do desenvolvimento e manutencéo da PA.

Em relagdo ao perfil do infiltrado inflamatério das lesbes periapicais, o
presente estudo demonstrou aumento no infiltrado inflamatério diretamente
proporcional ao tempo de indugédo da lesao, com diferenca entre o grupo controle e
os diferentes tempos experimentais. Ainda, os periodos de 14 e 28 dias
apresentaram maior inflamacdo em relacdo ao periodo de 7 dias, entretanto, sem

diferenca entre si.

De forma similar foi observado em diversos estudos o potencial inflamatério
local relacionado a PA (Cantiga-Silva et al., 2021; Cintra et al., 2014b; Frazao et al.,
2023; Samuel et al., 2018). Frazdo et al. (2023) observaram que a severidade da
reabsor¢cdo O0ssea causada pela PA aos 28 dias € maior do que aos 14 dias,
resultado similar ao obtido no presente estudo, o que demonstra que a severidade

da destruicdo 6ssea esta diretamente relacionada ao tempo de infecgéo.

Minhoto et al. (2021) analisaram o efeito do estresse crdnico imprevisivel na
progressao da periodontite apical experimental em ratos aos 14, 21 e 28 dias. A
severidade da extensado do infiltrado inflamatério progrediu dos 14 dias aos 21 dias,
e dos 21 dias aos 28 dias, tanto no grupo estressado com PA quanto no grupo PA.
Resultados semelhantes foram obtidos no presente estudo ao se analisar a perda
o0ssea por Micro-CT. Confirmando a relagdo do tempo com a progressdo e

intensidade da PA, resultados semelhantes foram obtidos no presente estudo.

Em que pese a importancia dos resultados obtidos no presente estudo, estes
devem ser interpretados com cautela, visto a limitagdo do modelo animal e a
impossibilidade de extrapolagcdo para seres humanos. Por esta razdo, estudos
futuros em humanos sao necessarios para avaliar a influéncia da progressao da PA

nos parametros sanguineos, histoldgicos e perda éssea periapical.
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7 CONCLUSOES

Baseado na metodologia descrita, pode-se concluir que:

1. No eritrograma, houve diminuicdo da concentracdo de hemacias e
hemoglobina no periodo de 7 dias de indugédo de PA em relagdo aos periodos
de 14, 28 e ao grupo controle. No leucograma houve um aumento dos
leucdcitos totais, neutrdfilos e linfocitos em todos os periodos experimentais,

exceto no grupo controle, o que indica a progressao do processo infeccioso.

2. A periodontite apical causou um estado de estresse oxidativo significativo nos
ratos Wistar, mantendo-se estavel ao longo dos periodos de 7, 14 e 28 dias

apods a indugao da doenca.

3. A intensidade do infiltrado inflamatério foi aumentando com o passar do

tempo, com estabilizac&o a partir do periodo de 14 dias.

4. A reabsorcao dssea periapical foi aumentando com o passar do tempo até o
ultimo periodo de analise. Este fato indica que a progressdo da PA esta
diretamente relacionada ao aumento da resposta inflamatéria e a

subsequente destruicao do tecido 6sseo periapical.

Conclusao final

Conclui-se que o desenvolvimento e progressao da PA altera a morfologia € o
padrao da expressdo das células sanguineas, assim como o estresse oxidativo
sérico. Além disso, a severidade da inflamagédo e reabsor¢cdo Ossea periapical se

agravam com o tempo de desenvolvimento da PA.
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