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RESUMO

FARIA, F.D. Influéncia da antibioticoterapia sistémica no perfil inflamatério da
periodontite apical induzida em ratos Wistar. Estudo histolégico, microbiolégico
e imunoistoquimica para CD4, CD8, CD20, CD45 e CD57. 2025. Tese de Doutorado
— Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba,
2025.

Este estudo investigou a influéncia da antibioticoterapia sistémica sobre a PA
instalada. Para isso, 56 ratos foram divididos em 7 grupos (n=8): PA21 — PA de 21
dias ; PA36 (PA de 36 dias); AMO (PA tratado com Amoxicilina); MET (PA tratada com
Metronidazol); AMP (PA tratada com Ampicilina); AM+C (PA tratada com Amoxicilina
+ Clavulanato de Potassio) e CLI (PA tratada com Clindamicina). A PA foi induzida
pela exposi¢ao pulpar do 1° molar inferior do lado direito. Apds 21 dias, os tratamentos
foram iniciados e mantidas por 15 dias, até o sacrificio. No 21°e 36° dias foi realizada
coleta microbiolégica do canal distal e da saliva. Apés a morte, as mandibulas foram
removidas e processadas para as analises: histoldgica e histométrica em coloragao
de H&E maturagéo colagena em picrosirius red; microbiolégica em Brown e Brenn; e
imunohistoquimica para CD4, CD8, CD20, CD45 e CD57. Testes estatisticos foram
aplicados (p<0,05). O grupo PA36 apresentou inflamacgao mais intensa, maior perda
O0ssea e menor maturagcao colagena comparado a PA21 (p<0,05). Os grupos tratados
nao foram diferentes de PA21 e PA36 quanto a inflamagdo e maturagcédo colagena
(p>0,05). Os grupos AMO, MET, AMP e AM+C apresentaram menor perda 6ssea em
relacdo a PA36 (p<0,05), enquanto os grupos AMO e AM+C foram semelhantes a
PA21 (p>0,05). Para CD4, o grupo PA36 apresentou maior imunomarcagiao em
relagao a PA21, AMO, MET, AMP e AM+C (p<0,05). Para CD45, o grupo PA36
apresentou maior imunomarcagao em relagao a PA21, AMO e AM+C (p<0,05). Nao
houve diferenga para os outros imunomarcadores (p>0,05). Todos os grupos
apresentaram bactérias no ter¢o apical da raiz, incluindo o forame (p>0,05). O grupo
AMO e AM+C apresentaram menor carga microbiana salivar em relagdo aos demais
grupos (p<0,05). Nao houve diferenga para carga microbiana do canal radicular, assim
como para Streptococcus spp. e fungos na saliva e no canal radicular (p>0,05). A
antibioticoterapia ndo impediu a progressao dos microrganismos, ndo alterou a carga

microbiana do canal radicular; alterou a microbiota salivar, no entanto, reduziu a perda



Ossea periapical, modulou a resposta inflamatéria, evidenciada pela diminuicdo das

células CD4" e CD45", e favoreceu a maturacao das fibras colagenas.

Palavras-chave: Antibacterianos, Mediadores da inflamagao. periodontite periapical



ABSTRACT

FARIA, F. D. "Influence of Systemic Antibiotic Therapy on the Inflammatory
Profile of Induced Apical Periodontitis in Wistar Rats: Histological,
Microbiological, and Immunohistochemical Study for CD4, CD8, CD20, CD45,
and CD57. 2025. Tese de Doutorado — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2025.

This study investigated the influence of systemic antibiotic therapy on established AP.
Fifty-six rats were divided into seven groups (n=8): AP21 (21-day AP); AP36 (36-day
AP); AMO (AP treated with amoxicillin); MET (AP treated with metronidazole); AMP
(AP treated with ampicillin); AM+C (AP treated with amoxicillin + potassium
clavulanate); and CLI (AP treated with clindamycin). AP was induced by pulp exposure
of the mandibular first molar on the right side. After 21 days, treatments were initiated
and maintained for 15 days until sacrifice. On days 21 and 36, microbiological
collection of the distal root canal and saliva was performed. After death, the mandibles
were removed and processed for the following analyses: histological and histometric
analysis in H&E staining; collagen maturation in picrosirius red; Microbiological
analysis was performed using Brown and Brenn; and immunohistochemistry for CD4,
CD8, CD20, CD45, and CD57. Statistical tests were applied (p<0.05). The PA36 group
showed more intense inflammation, greater bone loss, and lower collagen maturation
compared to PA21 (p<0.05). The treated groups were not different from PA21 and
PA36 regarding inflammation and collagen maturation (p>0.05). The AMO, MET, AMP,
and AM+C groups showed less bone loss compared to PA36 (p<0.05), while the AMO
and AM+C groups were similar to PA21 (p>0.05). For CD4, the PA36 group showed
greater immunostaining compared to PA21, AMO, MET, AMP, and AM+C (p<0.05).
For CD45, the PA36 group showed greater immunostaining compared to PA21, AMO,
and AM+C (p<0.05). There was no difference for the other immunomarkers (p>0.05).
All groups presented bacteria in the apical third of the root, including the foramen
(p<0.05). The AMO and AM+C groups presented a lower salivary microbial load
compared to the other groups (p<0.05). There was no difference for the microbial load
of the root canal, as well as for Streptococcus spp. and fungi in saliva and in the root
canal (p>0.05). Antibiotic therapy did not prevent the progression of microorganisms,
nor did it alter the microbial load of the root canal; however, it altered the salivary

microbiota, reduced periapical bone loss, modulated the inflammatory response,



evidenced by a decrease in CD4* and CD45" cells, and favored the maturation of

collagen fibers.

Keywords: Anti-Bacterial Agents, Inflammation Mediators, Periapical Periodontitis
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1 INTRODUGAO

A Periodontite Apical (PA) é formada em decorréncia da necrose e infecgéo
pulpar. Histologicamente é caracterizada por tecido de granulagao, infiltrado por
diferentes tipos de células inflamatérias (Colic et al., 2010). Neste processo, o
hospedeiro possui resposta que envolve, tanto o recrutamento das células
inflamatorias, quanto uma extensa rede de mecanismos imunoldgicos, incluindo a
producao de citocinas, que estao associadas com o desenvolvimento da PA (Xiong et
al., 2009). Parte dessas citocinas € sintetizada em resposta as bactérias e seus
produtos, induzindo e mantendo a resposta inflamatéria (Xiong et al., 2009, Colic et
al., 2010), e levando a destruigcdo da matriz extracelular e reabsorgdo 6ssea (Nair,
2004; Graves et al., 2011).

O sistema de canais radiculares ¢é tratado por meio da desinfec¢do quimico-
mecanica, para remocao do tecido pulpar, remanescentes de dentina e dos
microrganismos presentes (Prada et al., 2019). Em canais contaminados € indicado a
medicacdo intracanal entre as sessbes do tratamento (Zancan et al., 2016).
Ocasionalmente, pacientes podem apresentar sinais sistémicos como febre, mal-estar
e linfadenopatias, sendo que nessas situacbes €& recomendado o uso da
antibioticoterapia sistémica, acompanhado do tratamento do canal e drenagem do
abscesso, caso esteja presente (American Association of Endodontists, 2017). O
antibidtico também pode ser utilizado de maneira profilatica quando o paciente for
imunocomprometido ou tiver predisposicdo a endocardite bacteriana, dentre outras

alteragdes sistémicas (American Association of Endodontists, 2017).

Por muito tempo, as infecgdes foram a causa de muitas mortes e o surgimento
dos antimicrobianos teve um impacto muito positivo para a sociedade, diminuindo a
morbidade e a mortalidade, proporcionando aos profissionais de saude opgdes
terapéuticas para doencgas severas (Zaffiri et al., 2012). Existem varias classes de
antibiodticos, com diferentes mecanismos de agao, dentre os quais se destacam os -
lactdmicos, representados pela Penicilina (Amoxicilina e Ampicilina), que atuam
inibindo a sintese da parede celular bacteriana (Lang et al., 2016); os Nitroimidazdlicos
(Metronidazol) que interferem na sintese de acidos nucléicos (Soares et al., 2012); e

as lincosamidas (clindamicina), que tém propriedades antibacterianas similares aos
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macrolideos e agem penetrando no meio intracelular bacteriano e inibindo a sintese
de proteinas (Li et al., 2016).

A amoxicilina possui amplo espectro e € o antibiético de primeira escolha por
grande parte dos endodontistas do Brasil (Bolfoni et al., 2018), podendo ser utilizada
no tratamento de varias infecgbes bacterianas (Cheng et al., 2018). Este medicamento
age se ligando e inibindo varias proteinas bacterianas que estao envolvidas na sintese
de parede celular, tanto em gram-positivas, quanto em gram-negativas (American
Association of Endodontists, 2017). Muitos microrganismos presentes nas infec¢des
endodonticas sao suscetiveis a amoxicilina como o Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Actinomyces viscosus e Staphilococcus aureus (Di Santi et al.,
2015). Acrescenta-se que a amoxicilina ja se mostrou com menor taxa de resisténcia

bacteriana in vitro em relac&o a outros antibiéticos (Lang et al., 2016).

As penicilinas tém sido muito indicadas como antibiéticos de primeira escolha,
pois funcionam muito bem contra a maior parte das bactérias envolvidas na infec¢ao
endodéntica e, também, por possuirem poucos efeitos colaterais (Oberoi et al., 2015).
Por outro lado, existem momentos em que a penicilina por si sé nao ¢é eficaz e, nesses
casos, pode ser recomendada a associagao da penicilina com inibidores da beta-
lactamases, como por exemplo a amoxicilina associada ao acido clavulanico,
aumentando o espectro de acédo (Lang et al., 2016). Essa associagado tem sido a
segunda escolha pela maior parte dos endodontistas, segundo um levantamento feito
em 2018 (Bolfoni et al., 2018). A associagao da amoxicilina com o acido clavulanico
possui baixa taxa de resisténcia das bactérias (in vitro) presentes nas infecgdes

endodénticas (Lang et al., 2016).

Outro antibidtico frequentemente utilizado € a Ampicilina. Esta foi a primeira
penicilina semissintética desenvolvida que se mostrou util no tratamento de infecgdes
mediadas por bactérias gram-positivas e gram-negativas, abrindo o campo de
penicilinas de amplo espectro. E comercializada na forma anidra, tri-hidratada e
sodica, bem como nas formas de depdsito, isto é, ligada a benzatina (Cione et al.,
2010, Nairi et al., 2017). Em um estudo feito para analisar a susceptibilidade deste
antibidtico frente aos patdégenos presentes na infecgdo endodéntica sintomatica foi

demonstrado que todos os microrganismos testados foram muito sensiveis a
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ampicilina (Skucaite et al., 2010). Adicionalmente, tem sido relatado que a resisténcia
a ampicilina ndo € usual em cepas de E. faecalis isolada de pacientes com PA,
mostrando ainda uma taxa de suscetibilidade de 91% (Saffari et al., 2018). Por isso, a
ampicilina pode ser muito eficaz no auxilio ao tratamento de infecgbes endoddnticas
e é o antibiotico de primeira escolha pelos endodontistas de outros paises, segundo

uma revisao de literatura feita em 2017 (Segura-Egea et al. 2017).

O metronidazol é um antibidtico que atua contra bactérias anaerdbias (Silva e
Anjos Neto, 2014), sendo recomendado para uso em associagdo com a penicilina,
com a finalidade de aumentar seu espectro de acao (Alfenas et al., 2014). Este
antibidtico possui atividade antiprotozoaria, mas também atividade antibacteriana
contra bacilos gram-negativos anaerdébios, contra bacilos gram-positivos esporulados
e contra todos os cocos anaerdbios (Silva e Anjos Neto, 2014). Por ser um antibiético
importante no tratamento contra anaerdbios, € muito indicado nas infecgcbes
relacionadas a cavidade oral (Soares et al., 2012). Acredita-se que seu mecanismo
de acgéo envolva quatro fases: entrada na célula bacteriana; redugdo do grupo nitro;
efeito citotoxico do produto reduzido; e langamento de produtos finais que estao
inativos. Portanto, esses metabdlitos seriam o componente-chave para o efeito
bactericida do metronidazol (Soares et al., 2012). Por outro lado, microrganismos
anaerobios presentes nas infecgbes endoddnticas ja apresentaram resisténcia a esse

medicamento (Skucaite et al., 2010).

A clindamicina € um antibiético semissintético derivado da lincomicina e ativo
contra bactérias gram-positivas aerdbias, gram-positivas anaerobias e gram-
negativas (Lammintausta et al., 2002). Tem sido amplamente utilizado em pacientes
com historico alérgico a outros antibidticos (Skucaite et al., 2010) e tem substituido a
lincomicina devido ao seu perfil de seguranca melhorado (Li et al.,, 2016). A
clindamicina inibe a sintese proteica bacteriana através da ligacdo as subunidades
ribossébmicas 50S bacterianas. Pode ser bacteriostatico ou bactericida dependendo
do organismo e da concentragao da droga (Rosenberg,1996) No Brasil, a maior parte
dos endodontistas utiliza a clindamicina em pacientes alérgicos as penicilinas (Bolfoni
et al., 2018).
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Quando a polpa dentaria é exposta a microrganismos, pode ocorrer tanto uma
resposta imunolégica especifica, quanto ndo especifica na regido periapical
(Stashenko et al., 1998). Assim as células imunoativas produzem mediadores para
resposta inflamatoria, incluindo anticorpos e citocinas (Stern et al.,1981). A resposta
imunologica inata ndo especifica € uma resposta rapida a um grande numero de
estimulos. E representada por barreiras fisicas, quimicas, biolégicas, células
especializadas e esta presente em todos individuos, tendo contato ou ndo com
agentes agressores. Suas principais células sdo os macrofagos, neutrofilos, células
dendriticas e células Natural Killers (NK). Ja a resposta imune adquirida, necessita da
ativacdo de células especializadas (linfécitos) e de suas moléculas soluveis. Suas
principais caracteristicas sdo a especificidade de reconhecimento, diversidade de
reconhecimento, memoria, resposta especializada e tolerancia a componentes do

préprio organismo (Cruvinel et al.,2010).

Os linfécitos sao divididos em dois subtipos, Linfocitos B e Linfécitos T. Os
Linfécitos B sdo precursores das células formadoras de anticorpos, ja os linfécitos T,
participam das reacgdes de hipersensibilidade tardia, e ambas estdo presentes nas
lesdes periapicais (Torabinejad et al., 1985). Utilizando o marcador CD8 é possivel
identificar os Linfécitos T citotdxicos e supressores, e o marcador CD20, para a
identificacdo de Linfocitos B, determinando assim, parte da resposta inflamatéria e

Seus mecanismos.

O desenvolvimento da resposta imunoldgica por células T, depende da
resposta imune inata, associada as células apresentadora de antigenos, que apos a
captura do antigeno, sofre maturagéo e migra para os ganglios linfaticos, onde produz
diferentes padrbes de citocinas, que contribuira para a ativagao dos Linfocitos T CD4+
(Cutler et al.,2000). As células T CD4+ eram subdivididas em T-helper 1(Th1) e T-
helper 2 (Th2) (Murphy et al.,2002), sendo que a Th1 estd associada a resposta
inflamatdria infecciosa e destruicido 6ssea e Th2 destinado a minimizar as perdas
osseas (Cdlic et al., 2009, Graves et al., 2011). Porém houve a descoberta de novas
subdivisdes das células T-helper, com um importante papel da resposta do hospedeiro
em doencas inflamatérias cronicas, incluindo a doenga periodontal (Graves et al.,
2011, Silva et al.,2007). As células Th17 apareceram como um importante

subconjunto, responsaveis pela resposta inflamatéria a doengas infecciosas,
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autoimunes e processos osteoliticos (Jeffcoat et al.,1991, Dong et al., 2008). As
células Th9 e Th22 possuem um papel importante na modulagdo da resposta
imunoldgica (Mucida et al., 2010, Jager et al., 2010) e as células Th1, Th2, Th17 e T-
regulador, apresentam um importante papel na condugc&o das respostas imunes

adaptativas e inflamatorias a diversos agentes infecciosos (Silva et al.,2015).

O CD45 é uma proteina tirosina fosfatase (PTP), que € expressa por células
hematopoiéticas, com excecdo de plaquetas e eritrocitos maduros, e desempenha
papéis importantes na transducgao de sinal do receptor de células T e do receptor de
células B (Rheinlander et al., 2018). Assim, o marcador CD45 possibilita observar a
presenga de todas as células leucocitarias (neutrdfilos, basofilos, eosindfilos,

monacitos e linfécitos).

O marcador CD57, identifica as célula NK, que sao uma linhagem diferente dos
linfocitos citotoxicos, sendo o componente mais importante da resposta imune inata e
mediada por células (Stelin et al., 2009). Essas células se desenvolvem na medula
0ssea, nao possuem receptores de células, e tém a capacidade de matar células-alvo
sem sensibilizagdo prévia por contato direto com a mesma, além de produzir citocinas
pré-inflamatérias, especialmente interferon gama. Essas células sao essenciais nao
apenas para a defesa contra patégenos, mas também para o inicio da resposta imune
adaptativa e para a regulagdo de mecanismos autoimunes (Yokoyama et al.,2004,
Mitroi et al.,2019). O papel das células NK nas doencas orais ainda nao foi totalmente
estabelecido, apesar de ja ter sido demonstrado uma correlagdo positiva entre a
citotoxicidade das células NK no sangue periférico e o grau da doenga periodontal
(Tsoumis et al.,1985). Também ja foi verificado aumento na infiltragdo do tecido
conjuntivo gengival por células NK na doencga periodontal em estagio avancado
sugerindo que essas ceélulas possam desempenhar um papel na destruicdo dos

tecidos de suporte (Fugita et al. 1992).

Um estudo anterior, realizado em modelo animal, demonstrou que a
administragao sistémica de antibioticos durante o desenvolvimento da periodontite
apical resultou em menor resposta inflamatdria e redugcao da perda éssea periapical,
além de diminuir a velocidade de progressao de microrganismos no interior do canal

radicular, em sentido apical (Faria et al., 2024). Uma possivel explicagao para estes
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achados esta na presenca da vascularizacdo remanescente no tecido pulpar durante
as fases iniciais da doenca, a qual permitiria a difusdo do antibiético até o interior do
canal. No entanto, permanece incerta a eficacia da antibioticoterapia sistémica em
lesdes periapicais ja estabelecidas, especialmente em relagdo a modulagdo do perfil
inflamatorio e a alteracdo da composigdo microbiolégica do canal radicular nessas
condi¢cbes avangadas. Assim, torna-se necessario observar, nao sé a presenca de
microrganismos nos diferentes tergcos do canal, mas também conhecer o conteudo

microbiolégico do canal radicular e da saliva.

A cavidade oral é um ecossistema dinamico, e a saliva, em particular, serve
como reservatorio para troca microbiana entre varios nichos, incluindo os canais
radiculares. A saliva contém microrganismos excretados de diversas superficies orais,
como lingua, mucosa, biofilme dentario e sulcos gengivais, refletindo a composi¢cao
microbiana oral geral (Aas et al., 2005; Dewhirst et al., 2010). Ela também facilita a
transmissao e a recolonizagcdo de micrébios, influenciando potencialmente a ecologia
microbiana de infecgbes periodontais e endoddnticas (Simon-Soro & Mira, 2015). No
entanto, poucos estudos avaliaram simultaneamente o impacto de antibidticos
sistémicos na microbiota salivar e endodéntica in vivo. Moraes et al. (2020)
demonstraram que o nicho ecoldgico tem uma forte influéncia no conteudo bacteriano
de amostras de diversos sitios orais e que a exposi¢cao prévia a antibiéticos pode
afetar a composicao filogenética da saliva. A maioria das investiga¢des existentes
concentra-se nos resultados clinicos ou nos efeitos dos antibiéticos no microbioma
sistémico ou na saliva, de forma independente (Zaura et al., 2015; Cheng et al., 2022).
Avaliacdes integradas da influéncia dos antibiéticos na microbiota salivar e do canal
radicular em modelos experimentais controlados permanecem limitadas, ressaltando

a relevancia do estudo atual.

Diante do exposto, propomos verificar a influéncia da administragcdo de
antibidticos por via sistémica sobre o perfil inflamatdrio e reabsortivo da PA, sobre a
maturacéo colagena da PA, sobre a contaminag&o do canal radicular, assim como sua
influéncia sobre a microbiota salivar e do canal radicular, utilizando o modelo animal
em Ratos Wistar. De forma indireta, o estudo também permitiu identificar o potencial

de cada um dos antibiéticos em inibir o desenvolvimento da infecgdo endodéntica.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi verificar a influéncia da antibioticoterapia
sisttmica dos antibidticos Amoxicilina, Metrodnidazol, Ampicilina, Amoxicilina
associada ao Clavulanato de Potassio e Clindamicina no perfil inflamatério e
reabsortivo da PA, na maturag&o colagena da PA, na contaminag¢ao do canal radicular,
assim como sua influéncia sobre a microbiota salivar e do canal radicular em Ratos
Wistar.

Os objetivos especificos sao:

- Analisar o perfil inflamatério da PA por meio da analise histologica em
coloracédo de H&E e por imunoistoquimica para células inflamatérias especificas por
meio dos imunomarcadores CD4, CD8, CD20, CD45 e CD57;

- Analisar o perfil reabsortivo da PA por meio da analise histométrica em

coloracao de H&E;

- Analisar a maturagao de fibras colagenas através da coloracao de picrosirius

red;

- Analisar a extensao da contaminacao do canal radicular pela coloracao de

Brown e Brenn;

- Analisar amostras microbioldgicas do canal radicular e da saliva, quanto a

carga microbiana, Streptococcus spp. e fungos.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados 56 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando
aproximadamente 250 gramas, provenientes do biotério da Faculdade de Odontologia
de Aracatuba — UNESP. Os animais foram mantidos em mini-isoladores (Alesco - Albr

Industria e Comercio Ltda., Monte Mor, SP, Brasil) com a temperatura entre 22 e 24°C,
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com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro), quatro ratos por
isolador, alimentados durante todo periodo experimental com dieta solida e agua “ad
libitum”, com excec¢ao nas 12 horas que antecederam o procedimento cirurgico e 6
horas apds o procedimento. Antes de iniciar os experimentos, os animais ficaram em
quarentena para adaptagdo ao novo habitat e para contengdo de alguma possivel
doencga de facil propagagao. Os procedimentos experimentais propostos neste estudo

foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA n° 2019-0389).
3.2 Drogas

Os animais foram vermifugados com lvermectina 1% via oral (Revectina,
Abbott - Lab do Brasil Ltda., S&o 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
10 mg/Kg, associado ao Cloridrato de Cetamina 10% (Ketamina, Agener - Unido
Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacgu, SP, Brasil) na dosagem de 80

mg/Kg, via intramuscular.

Para eutanasia, os animais foram anestesiados com Cloridrato de
Lidocaina 1% (Xylestesin, Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira,
SP, Brasil) na dosagem de 10 mg/Kg via intraperitoneal, seguido do Tiopental Sodico
(Thipentax, Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil) na

dosagem de 150 mg/Kg via intraperitoneal.
Os grupos de tratamento foram compostos por 5 antibiéticos:

- Amoxicilina (Agemoxi, Agener - Unido Quimica Farmacéutica Nacional

S/A, Sao Paulo, SP, Brasil), via intraperitoneal, na dose de 100mg/kg, uma vez ao dia;

- Metronidazol (Flagyl, Sanofi - Aventis Farmacéutica Ltda., Sado Paulo, SP,

Brasil), via intraperitoneal, na dose 40mg/kg, uma vez ao dia;

- Ampicilina (Ampicilina, Vetnil - Industria e Comercio de Produtos Veterin
Ltda., Louveira, SP, Brasil) via intraperitoneal, na dose de 100mg/kg, uma vez ao dia;
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- Amoxicilina + clavulanato de potassio (Clavacillin, Norbrook - Laboratories
Inc., Newry, Ulster, Irlanda do Norte) via intraperitoneal, na dose de 100mg/kg, uma

vez ao dia;

- Clindamicina (Hyclin, Hypofarma - Instituto de Hypodermia e Farmacia
Ltda., Ribeirdo das Neves, MG, Brasil) via intraperitoneal, na dose de 60mg/kg umas

vez ao dia.

Todos os antibidticos foram administrados por 15 dias. O grupo PA de 36
dias recebeu via intraperitoneal, 1ml de solu¢do de cloreto de sodio 0,9% (Sorimax,
Farmax - Distribuidora Amaral Ltda., Divinopolis, MG, Brasil) para simular o mesmo
estresse dos outros animais ja o grupo PA de 21 dias, ndo recebeu nenhum tipo de

tratamento.
3.3 Inducgao da PA

A PA foi induzida por meio da exposi¢ao pulpar empregando uma broca de
aco carbono (Broca Ln CA 28mm, Long Neck, Maillefer, Dentsply, Tulsa, Ok, USA)
dotada de uma esfera na extremidade com 0,1'mm de didmetro (Cintra et al., 2014). A
exposicao pulpar foi realizada no primeiro molar inferior do lado direito. As polpas
ficaram expostas por 36 dias, sendo que a antibioticoterapia se iniciou no vigésimo
primeiro dia de exposicao pulpar, perdurando até o momento da eutanasia dos
animais. Este delineamento permitiu observar o efeito da antibioticoterapia sistémica
na PA ja estabelecida. Foi realizada a eutanasia de um grupo PA aos 21 dias, para
que pudéssemos saber como as lesdes estavam nesse periodo, servindo como um

controle inicial.

Dia 0 Dia 21 Dia 36
| ] |
| | |
-Indugdo PA - Eutanasia PA21 - Coleta canal e Saliva
- Coleta Canal e Saliva - Eutanasia PA36 e grupos
- Inicio da Antibioticoterapia experimentais

Figura 1 Linha do tempo dos periodos de indugao, antibioticoterapia e eutanasia
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3.4 Grupos experimentais

Os 56 ratos foram divididos em 7 grupos com 8 animais cada, de acordo

com o tipo de droga a ser administrada:
» PA21: Grupo Controle inicial com PA de 21 dias

= PA36: Grupo Controle final com PA de 36 dias e tratado por 15 dias com
Cloreto de sédio 0,9%

= AMO: Grupo com PA tratado por 15 dias com Amoxicilina;
= MET: Grupo com PA tratado por 15 dias com Metronidazol;
= AMP: Grupo com PA tratado por 15 dias com Ampicilina;

= AM+C: Grupo com PA tratado por 15 dias com Amoxicilina associada ao

Clavulanato de potassio;

= CLI: Grupo com PA tratado por 15 dias com Clindamicina.

3.5 Eutanasia e processamento laboratorial

Os animais foram eutanasiados conforme protocolo descrito anteriormente,
e as mandibulas foram removidas e fixadas em formalina a 10% (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri) tamponada com pH neutro nas primeiras 20 horas. Em seguida, foram
lavadas com agua corrente por 12 horas. Apds a fixacdo, os espécimes foram
desmineralizados em solugdo de EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri) por
aproximadamente 3 meses. Na sequéncia, foram lavadas com agua corrente,
desidratadas em alcool (Labsynth Produtos 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
cortes teciduais foram obtidos em micrétomo (RM 2045, Leica do Brasil Importagéo e
Comércio Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), com espessura de 3um. Foram montadas 3
laminas starfrost (Knittel Glasbearbeitungs, Braunschweig, Germany) com trés cortes
teciduais para cada espécime que foram corados com H&E, Picrosirius Red e Brown

e Brenn, e outras cinco laminas, com trés cortes cada, que foram utilizadas para a
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técnica de imunoistoquimica para a determinacao do perfil inflamatério, por meio dos
marcadores CD4, CD8, CD20, CD45 e CD57.

Para a técnica da imunoistoquimica, os cortes histologicos foram
desparafinizados em xilol e hidratados em etanol. A recuperagdo antigénica foi
realizada através da imersédo das laminas histolégicas em tampéao Diva Decloaker®
(Biocare Medical, CA, USA), em camara pressurizada Decloaking Chamber® (Biocare
Medical, CA, USA), a 95°C, por 10 minutos. Ao término de cada uma das etapas da
reagdo imunoistoquimica, foi efetuada a lavagem em tampdo fosfato salino (PBS)
0,1M, pH 7,4. Os cortes histoldgicos foram imersos em 3% de perdxido de hidrogénio
(Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda., Diadema, SP Brasil) por 1 hora e em 1%
de soro albumina bovino por 12 horas, para o bloqueio da peroxidase endbégena e
bloqueio dos sitios inespecificos, respectivamente. As laminas histolégicas foram
submetidas a incubagao com seus respectivos anticorpos primarios diluidos em PBS
acrescido de 0,1% Triton X-100 (PBS-TX), durante 24 horas, em camara umida. Nas
etapas subsequentes, foi empregado o Universal Dako Labeled (HRP) Streptavidin-
Biotin Kit® (Dako Laboratories, CA, USA). As secgdes histolégicas foram incubadas
com anticorpo secundario biotinilado durante 2 horas, e posteriormente tratadas com
estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte (HRP), por 1 hora. Na
revelacdo, foi empregado, como cromdgeno, o 3,3- tetracloridrato de
diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, USA) e, em seguida,
a contra-coloracéo foi realizada com hematoxilina de Harris. Como controle negativo,
os espécimes foram submetidos aos procedimentos descritos anteriormente

suprimindo-se a utilizacdo dos anticorpos primarios.

3.6 Forma de Analise dos Resultados
- Analise histologica

A analise histoldgica foi realizada por um investigador cego e calibrado para
caracterizacao do perfil inflamatério das lesdes periapicais (Cintra et al., 2014). As
ldaminas com os cortes de cada espécime foram observadas por microscopia 6ptica e
utilizadas para a analise descritiva, que consistiu na descricdo dos fenbmenos

histopatoldgicos. A analise qualitativa foi realizada por meio da atribuicdo de escores
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para o critério infiltrado inflamatério. A intensidade do processo inflamatorio foi
analisada em conformidade com o numero médio aproximado de células inflamatérias
presentes em diferentes campos de um mesmo espécime, examinados em aumento

de 400x, junto ao periapice dentario:
= Escore 1: células inflamatdrias ausentes ou em numero desprezivel,
= Escore 2: infiltrado inflamatorio discreto (menos de 10 células por campo);

= Escore 3: infiltrado inflamatério moderado (entre 10 e 25 células por

campo);
= Escore 4: Infiltrado inflamatdrio intenso (mais que 25 células por campo).
- Analise histométrica

A analise histométrica foi realizada por um investigador cego e calibrado
em todos os grupos para comparar a perda 6ssea periapical da PA. Foi empregado o
software Leica LAS 4.12 (Leica Microsystems, Nussloch — Germany) e os valores
foram expressos em micrometro quadrado (um2), obtidos em medidas de area (Cintra
et al., 2014).

- Analise imunoistoquimica

A analise imunoistoquimica foi realizada sob iluminagao de campo claro em
microscoépio Optico (Optiphot-2, Nikon, Japao) por um investigador cego e calibrado.
A imunomarcacgao foi definida como aquela de coloragdo acastanhada presente no
citoplasma das células e/ou na matriz extracelular. Para analise imunoistoquimica dos
marcadores CD4, CD8, CD20, CD45 e CD57, foi considerado o niumero de células
positivas calculadas no perimetro apical padronizado e expresso em células/p. A
analise foi realizada pela contagem de células imunomarcadas por campo, em um
aumento de 1000x em quatro regides diferentes da lesdo ao redor do periapice
dentario (Azuma et al. 2018).

- Andlise de maturagao colagena

Para analise das fibras colagenas, os cortes corados com picrosirius red
foram analisados sob microscopia de luz polarizada, com objetivo de identificar as

fibras maduras e imaturas (Terayama et al., 2020; Cintra et al., 2017). Na regido da
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lesao proxima ao apice radicular, foi realizada a selegao de cor para cada tipo de fibra
colagena. Apds a selegao das cores, o software Leica LAS 4.12 (Leica Microsystems,
Nussloch — Germany) foi utilizado para realizar o calculo da area demarcada com cada
tipo de fibra colagena. Foi considerado fibras maduras e espessas as de cores
vermelho-amareladas, e fibras imaturas e finas as de cores verde-amareladas

(Junqueira et al., 1982).
- Andlise da extensao da contaminagao do canal radicular

A analise bacteriolégica da extensao da contaminacgao foi realizada por um
investigador cego e calibrado por meio da coloragado de Brown e Brenn para detecg¢ao
de bactérias gram-positivas e gram-negativas nos diferentes tergos do canal radicular

sob a forma de escores (Faria et al., 2024):
Escore 0: Auséncia de bactérias;
Escore 1: Presenca de bactérias no tergo cervical da raiz
Escore 2: Presenca de bactérias no terco médio da raiz

Escore 3: Presenga de bactérias no tergo apical da raiz, com excec¢ao do

forame apical,
Escore 4: Presencga de bactérias no tergo apical da raiz, incluindo o forame.
- Analise Bacteriolégica da saliva e canal radicular

A analise bacterioldgica foi realizada para verificar o perfil microbiolégico
da saliva e do canal radicular antes e apods a antibioticoterapia. A coleta das amostras
da saliva foi realizada em dois momentos no 21° dia de experimento (antes do inicio

da antibioticoterapia) e no 36° de experimento (fim da antibioticoterapia).

A coleta da saliva foi realizada com um microbrush estéril, que foi colocado
por 60 segundos na mucosa sublingual dos animais. A ponta do microbrush foi cortada
com alicates estéril e colocada em um tubo de microcentrifuga contendo solugcao de
ringer. Em seguida, a coroa e a camara pulpar foram desinfetadas (Jacinto et al.,
2008), para a coleta do canal radicular, utilizando um método adaptado de Jacinto et
al. (2008). Uma lima tipo K #10 foi introduzida no canal distal dos molares inferiores

dos ratos em uma profundidade de 6 mm, e mantida na posigao por 60 segundos. Em
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seguida, a ponta da lima foi cortada e a lima foi colocada em um tubo de
microcentrifuga contendo solugdo de ringer. Imediatamente apds a coleta, as
amostras foram levadas para o laborat6rio para analise de cultura por um investigador

cego e calibrado.

As amostras de saliva e do canal foram agitadas por 60 segundos em vortex
(Vortex; Marconi, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil). Diluigbes seriadas de até 10 foram
feitas em tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI; Difco Laboratories Inc.,
Detroit, EUA). Cinquenta pl dessas diluicdes seriadas foram semeadas em agar BHI
suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado (BHI; Difco) para cultura
nao seletiva de anaerdbios estritos e anaerdbios facultativos. As placas foram
incubadas anaerobicamente a 37 °C por 14 dias. Além disso, 50 uL de cada amostra
foram plaqueados em meios de cultura seletivos: agar Mitis Salivarius para
Streptococcus ssp. e agar Sabouraud para fungos (OXOID, Basingstoke, Reino
Unido), incubados aerobicamente a 37°C por 48 h. As unidades formadoras de

colénias (UFC/ml) foram contadas e utilizadas para analise estatistica.
- Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa SigmaPlot 12.0™
(Chicago, IL, USA). A verificacdo da distribuicdo normal das variaveis continuas
quantitativas foi feita pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. As variaveis
que apresentaram distribuicdo normal foram expressas em média e desvio padrao e

aquelas que apresentaram distribuicdo nao normal foram expressas em mediana.

Para os valores quantitativos das analises que seguiram distribuicdo normal
foram aplicados o teste ANOVA, enquanto para comparagdes multiplas dos resultados
entre os grupos estudados, foi utilizado o teste Tukey. Para as analises por escore e
para os valores quantitativos que nao seguiram distribuicao normal, foi aplicado o teste
de Kruskal-Wallis, e quando observada alguma diferenca significativa, foi realizado o
cruzamento entre os grupos, pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn (Dunn,
1958).

Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando a
probabilidade foi menor 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

Analise do Infiltrado Inflamatoério

Na analise do infiltrado inflamatério (Tabela 1) o grupo PA21 apresentou
infiltrado inflamatdério predominante moderado, apresentando diferenca estatistica
apenas quando comparado ao grupo PA36 dias (p<0,05), que apresentou infiltrado
inflamatoério predominantemente intenso. Por outro lado, os grupos que receberam
amoxicilina e amoxicilina associada ao clavulanato de potassio apresentaram infiltrado
inflamatorio predominantemente moderado, porém, sem diferenga para nenhum grupo
(p>0,05). Os grupos que receberam metronidazol e ampicilina, apresentaram infiltrado
inflamatoério entre moderado e intenso e o grupo que recebeu clindamicina teve
predominancia de infiltrado inflamatério intenso. Nenhum grupo de tratamento
apresentou diferengas estatisticas entre si e em relagdo ao grupo controle de 36 dias
(p>0,05).

Analise Histométrica

Na analise histométrica foi mensurado a perda 6ssea periapical que determina
o tamanho das lesdes periapicais (Tabela 1). O grupo PA21 apresentou as menores
areas de lesao periapical (74,93 £ 7,16 um) e diferiu de todos os grupos (p<0,05), com
excegao dos grupos AMO (83.45 + 8.99) e AM+C (83.72 £ 8.10), sendo que esses
dois grupos apresentaram menor perda éssea em relagdo ao grupo PA36 (106.96 *
13.70) e CLI (101.92 + 9.54) (p<0,05), e ndo apresentaram diferenca em relagéo ao
grupo MET (88.84 £ 3.90) e AMP (89.89 + 3.57) (p>0,05). O Grupo MET apresentou
menor perda éssea em relagdo aos grupos PA36 e CLI (p<0,05), ja o grupo AMP
apresentou menor perda 6ssea apenas comparado ao grupo PA36 (p<0,05). O grupo

CLI foi o unico que nao apresentou diferenca em relagaéo ao grupo PA36 (p>0,05).
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Figura 2 - Cortes histoldgicos representativos corados em H&E em aumentos originais
de 50x (A-G), 100x (a1-g1) e 400x (a2-g2) e corados em Picrosirius Red em aumentos
originais de 400x (a3-g3). Os grupos PA21, PA36, AMO, MET, AMP, AM+C e CLI
estdo representados pelas letras A, B, C, D, E, F, G, respectivamente. Grafico de caixa
comparando a mediana da inflamacao dos grupos e grafico de barras comparando a

média de fibras maduras e imaturas de cada grupo.
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Tabela 1 — Escores e mediana da intensidade do infiltrado inflamatéorio e média

do tamanho das les6es periapicais de cada grupo.

Grupos
Parametros
Histolégicos Escore Valor de
PA21 PA36 AMO MET AMP AM+C CLI
o]
1 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
2 2/8 0/8 2/8 0/8 0/8 0/8 0/8
Intensidade Kruskal—
do infiltrado 6/8 1/8 3/8 4/8 4/8 5/8 3/8 Wallis
inflamatoéorio 4 0/8 7/8 3/8 4/8 4/8 3/8 5/8 p=0.015
Mediana
. 3a 4b 3ab 3_5ab 3_5ab 3ab 4ab
Tamanhos das lesoes
bkl 7493 106.96 83.45 88.84 89.89 83.72 101.92 ANOVA
periapicais + + + + + + +
(x10° um2 £ DP) * 7167 1370° 8.99%° 3.90° 357 g10w 9s54vd P<0-001

" Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas nas linhas ( p < 0,05)

Analise Imunoistoquimica

Na analise imunoistoquimica para CD4, os grupos PA21 (35,4 £ 5,93), AMO
(25,25 £ 3,77), AM+C (29,5 + 7,03), MET (34,12 + 13,97) e AMP (33 = 11,86)
apresentaram menor quantidade de células imunomarcadas em relacdo ao grupo
PA36 (52,1 + 6,20). Na analise para CD45, os grupos PA 21 (45,06 £ 8,85 ), AMO

(44,25 £ 20,68) e AM+C (43,12 + 16,73) apresentaram uma menor imunomarcagao

em relagao ao PA36 (72,1 £ 16,87). Nao houve diferenga estatistica significativa entre

0s grupos na analise imunoistoquimica para CD8, CD20 e CD57 (p>0,05).
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Figura 3 - Cortes histolégicos representativos da imunoistoquimica em aumento de
400x para CD4 (A1-G1), CD8 (A2-G2), CD20 (A3-G3), CD45 (A4-G4) e CD57 (A5-G5
Os grupos PA21, PA36, AMO, MET, AMP, AM+C e CLI estao representados pelas
letras A, B, C, D, E, F, G, respectivamente. Grafico de caixa comparando a média da

imunomarcagao de CD4, CD8, CD20, CD45 e CD57 (H1-H5) de todos os grupos.
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Tabela 2 — Média de células imunomarcadas para cada marcador nos diferentes

grupos.
Imunomarcadores (Média * desvio padrao)
GRUPOS
CD4 CD8 CD20 CD45 CD57

PA21 35,4 £5,932 10,5 £ 08,092 21,62 £ 11,392 45,06 £ 08,852 07,62 £ 7,372
PA36 52,1 +6,20° 11,37 £ 07,80° 24,875+ 06,422 72,1 +16,87° 11,37 £ 07,482
AMO 25,25 + 3,77 09,25 + 07,892 21,87 £ 13,98° 44,25 + 20,682 07,87 + 05,962
MET 34,12 + 13,972 12,25 + 11,452 22,12 + 11,967 52,00 + 17,78% 08,87 + 08,312
AMP 33,00 + 11,862 09,50 + 08,19% 20,87 + 10,442 52,30 £ 15,672® 09,12 + 06,902
AM+C 29,50 £ 7,032 10,12 £ 07,95 21,87 + 09,937 43,12 £ 16,73 07,62 + 06,232
CLlI 37,90 £ 12,543 12,12 + 06,85% 24,62 + 15,112 65,62 + 18,032® 10,5 + 05,76°
Valor de p <0,001 = 0,988 =0,972 < 0,017 =0,9121

" Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas nas colunas ( p < 0,05)

Analise das Fibras colagenas

Na analise de maturacédo das fibras colagenas, o grupo PA21 (31,64 £

17,49) apresentou menor quantidade de fibras imaturas em comparagao ao grupo

PA36 (58,72 + 10,40) (p<0,05). Os demais grupos nao apresentaram diferenca na

quantidade de fibras imaturas (p>0,05). Na comparagdo da quantidade de fibras

maduras o grupo PA21 (68,36 + 17,49), apresentou uma maior quantidade de fibras

maduras em relacéo ao grupo PA36 (41,28 + 10,40) (p<0,05). Os demais grupos nao

apresentaram diferenca estatistica significativa (p>0,05).
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Tabela 3 - Porcentagens de fibras colagenas e desvio padrao (DP) de acordo com o

grupo

Grupos

Fibras Imaturas (%= DP)

Fibras Maduras (%= DP)

PA21

PA36

AMO

MET

AMP

AM+C

CLI

31,64 £17,49°
58,72 £ 10,40
37,46 £9,80%
47,35+ 15,16%
48,45 + 17,95
37,29 £ 11,40%®

51,53 + 14,48

68,36 = 17,49°
41,28 £ 10,40°
62,54 £ 10,56
52,65 + 15,16
51,55 £ 17,95
62,71 £ 11,40

48,47 + 14,48

Valorde p

=0.005

=0.005

" Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas nas colunas ( p < 0,05)

Analise da extensao da contaminagao do canal radicular

Na analise da presencga de microrganismos nos diferentes ter¢cos do canal

radicular, todos os grupos apresentaram microrganismos no tergo apical do canal,

com envolvimento do forame apical.

Tabela 4. Escores e mediana da presenca de bactérias por tercos do canal

radicular
Analise Valor de p
Eacterlologlc Escore 2P:\ zg AMO MET AMP AM+C CLI
0 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
1 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 Kruskal—
2 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 Wallis
E;if::g: de 5 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8
4 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 8/8 p=1,00
!}nediana 4a 4a 42 4a 4a 4a

* Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas nas linhas (p <.05).
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aumentos de 200x (A1-G1), 400x (A2-G2) e 400x (a2-g2). Os grupos PA21, PA36,

AMO, MET, AMP, AM+C e CLI estao representados pelas letras A, B, C, D, E, F, G,
respectivamente.



Analise Bacteriol6gica da saliva e canal radicular
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A administragao sistémica de antibidticos promoveu diminuigao significativa

na carga microbiana salivar nos grupos tratados com amoxicilina isolada ou em

combinagdo com acido clavulanico (p<0,05). Contudo, ndo foram identificadas

diferengas na quantificagdo de Streptococcus spp. e fungos entre os diferentes grupos

(p > 0,05). A Tabela 5 apresenta os valores médios e desvios padrao das contagens

microbianas de UFCs nas amostras de saliva coletadas aos 21 e 36 dias apds a

inducdo da

antibioticoterapia.

lesdo periapical,

correspondendo aos periodos pré e pos-

Tabela 5 - Média e desvio-padrao da contagem de UFCs na saliva aos 21 e 36

dias.
Anaerobios Streptococcus Fungos
Saliva
21Dias 36Dias 21Dias 36Dias 21Dias 36Dias
PA36 2,8X103(1,8 3,5X10%(1,5 2,6X103(2,9 2,6X10% (1,2 1,9X10' (3,7 6,2X10° (1,8
X108) X108) X108) X103) X10") X101
AMO 3,4X103(2,9 4X10%(5,8 2,1X103(2,6 5,2X102 (1 4,3X10" (8,6 0 (0)
X108) X102) * X103) X103) X10")
MET 3,4X108 (2 3,5X103(3,7 2,4X103(1,9 4X10% (4,5 6,2X10° (1,8  1,2X10" (3,5
X108) X103) X103) X103) X10") X101
AMP 1,7X103(9,4  2,7X103%_(4,2 3,7X108% (3 1X103% (8,6 0 (0) 4,4X10°
X102) X103) X103) X102) (5,6X10")
AM+C 2,3X10% (1,9  3,8X102 (5,7 1,9X10% (1,4 4,8X102 (5 1,2X10" (3,5 2,5X10" (5,3
X108) X102)* X108) X102) X10") X101
cLI 1,9X103 1,1X103 2,3X103(1,5 7,4X102 (6 0 (0) 2,1X102
(8,9X102) (7,8X102) X103 X102) (4,5,5 X102)
\;alor <0,05 >0,05 >0,05
ep

" Asterisco indicam diferencas estatisticamente significativas nas colunas ( p < 0,05)
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A Tabela 6 descreve os dados referentes as amostras obtidas dos canais

radiculares nos mesmos intervalos experimentais.

Tabela 6 — Média e desvio padrao da contagem de UFCs nos canais radiculares

nos diferentes grupos

Canal Anaerébios Streptococcus Fungos
PA21  2.6X103(3.4 X10%)2  4.5X103 (6 X10%)? 02
PA36 1.3X10%(2.2 X10%)2  8.1X10%(8.1 X102)? 02
AMO  3X10%(1.8 X102)? 2.6X10? (2.6 X102)2 02

MET 1.2X103 (1.4 X103)2  4X102(7.2 X102)? 02

AMP 1.4X103 (1.1 X103)2  4.8X10? (7.2 X102?)? 02
AM+C  1.3X103(1.3 X103%)2  8X102(1.4 X103)? 02

CLI 3.5X10% (4.3 X10%)2  7.2X10%(1 X103)? 02

X:I;r >0,05 >0,05 >0,05

Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas nas colunas ( p < 0,05)

5 DIscuUsSAO

O objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia da antibioticoterapia

sistémica no perfil inflamatdrio e reabsortivo da PA, na maturagao colagena da PA, na

contaminacgao do canal radicular, assim como sua influéncia sobre a microbiota salivar

e do canal radicular em Ratos Wistar. A analise do perfil inflamatério foi realizada

através da analise histoldgica em coloracao de H&E e pelos imunomarcadores CD4,
CD8, CD20, CD45 e CD57. A analise do perfil reabsortivo foi realizado através da

analise histométrica em coloragdo de H&E. A analise da maturagao colagena da PA

foi realizada através da coloracao de picrosirius red. A extensao da contaminacéo do

canal radicular foi verificada através da coloragcdo de Brown e Brenn. Por fim, foi
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realizada a analise da carga microbiana de anaerdbios Streptococcus ssp. e fungos

no canal radicular e na saliva.

A antibioticoterapia sistémica ndo alterou a intensidade da resposta inflamatoria
da PA, mas foi capaz de modular a quantidade de algumas células inflamatérias,
identificadas por imunomarcadores especificos. Os grupos que receberam
amoxicilina, ampicilina, metronidazol e amoxicilina associada ao clavulanato de
potassio apresentaram menor imunomarcacio para CD4 em relacdo ao controle de
36 dias, enquanto os grupos amoxicilina e amoxicilina associado ao clavulanato,

apresentaram menor imunomarcagao de CD45 em relagao ao controle de 36 dias.

Com relacdo a perda Ossea periapical, os ratos que receberam amoxicilina,
metronidazol, ampicilina e amoxicilina associada ao clavulanato de potassio
apresentaram lesdes periapicais menores comparadas ao controle de 36 dias,

mostrando que os antibidticos retardaram a progressao da lesao.

Na analise em picrosirius red observou-se que os grupos tratados que
apresentaram menor perda éssea, também exibiram maior proporcdo de fibras
colagenas maduras (vermelhas/alaranjadas), em contraste com o grupo controle de
36 dias, no qual predominou a presenga de fibras imaturas (verdes). Esse achado
sugere que a menor intensidade inflamatéria favoreceu a organizacdo e maturagao do
colageno, contribuindo para a estabilidade do tecido conjuntivo periapical. Sabe-se
que a inflamacgéo crénica esta associada a degradagdo da matriz extracelular e ao
predominio de fibras imaturas, enquanto a resolugdo do processo inflamatério cria
condi¢cbes para a deposi¢cao de colageno mais organizado e resistente, o que se
relaciona diretamente a reparagdao tecidual. Resultados semelhantes foram
observados no trabalho de Andrada et al., 2020, onde os grupos tratados com
antibidtico e que apresentaram menor perda éssea, também apresentaram maturagao

do tecido de granulacéo, incluindo fibroblastos e fibras colagenas densas.

No presente estudo a antibioticoterapia sistémica ndo alterou o perfil
microbioldgico do interior canal radicular, assim como nao foram capazes de reduzir
a extensdo da contaminacdo de microrganismo no interior do canal radicular em

sentido apical.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/collagen-fiber
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O periodo experimental do presente estudo foi de 36 dias. A inducéo da PA foi
realizada no primeiro dia do experimento. A antibioticoterapia sistémica foi iniciada
ap6s 21 dias, uma vez que este intervalo é considerado suficiente para o
estabelecimento de lesbes periapicais. Sabe-se que a fase mais ativa da reabsorgao
Ossea € até os 15 dias e, aos 21 dias, a inflamacéo ja esta predominantemente na
fase crbénica (Stashenko et al.,, 1994). Portanto, os efeitos do tratamento
antimicrobiano foram avaliados sobre uma inflamacgao crénica, simulando com maior
fidelidade a progressao clinica da doenga. Assim, foi possivel observar o efeito do
antibidtico na lesdo estabelecida e ndo apenas durante a sua progressao, como em

nosso estudo anterior (Faria et al., 2024).

A dosagem e a via de administracao do antibiotico utilizado neste estudo foram
definidas com base na literatura, seguindo protocolos experimentais previamente
utilizados nos quais as doses nao foram tdxicas aos animais. Optou-se pela via
intraperitoneal por permitir controle mais preciso da dose administrada, garantindo
maior reprodutibilidade dos resultados e minimizando variagdes na quantidade de
medicamento recebido pelo animal, que poderiam ocorrer com outras vias, como
gquando administrado na agua de beber. Para a Amoxicilina e Amoxicilina associado
ao Clavulanato de potassio a dose de 100 mg/kg (Goodwani et al., 2015), para a
Ampicilina a dose de 100 mg/kg (Rao et al., 2015), para o Metronidazol a dose de
40mg/kg (Al-Alami et al., 2016) e para a Clindamicina a dose de 60 mg/kg (Davey et
al., 1987).

A amoxicilina € um antibiético de amplo espectro e eficaz contra uma variedade
de micro-organismos comumente envolvidos em infecgbes endoddnticas (Cheng et
al., 2018; Lang et al., 2016). A amoxicilina associada ao acido clavulanico tem seu
espectro de atuacdo ampliado, ja que esse composto atua como inibidor das (-
lactamases, enzimas produzidas por certas bactérias que oferecem resisténcia a

amoxicilina (Lang et al., 2016; Oberoi et al., 2015).

Em um estudo anterior, a amoxicilina sozinha ou associada ao clavulanato de
potassio reduziram a progressao da PA, diminuindo a intensidade do infiltrado
inflamatério, o tamanho das lesdes e retardando a progresséo de microrganismo para

o interior do canal radicular (Faria et al.,, 2024), No entanto, neste estudo,
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antibioticoterapia foi iniciada no mesmo dia da inducdo da PA, momento em que a
polpa ndo se apresentava necrosada, permitindo possivelmente que o antibidtico
chegasse no interior do canal radicular, o que nao ocorreu no presente trabalho, onde
a administragéo foi iniciada com a lesdo ja estabelecida. Nesse caso, foi possivel
observar que a antibioticoterapia sistémica ndo impediu a progressdo de
microrganismos para o interior do canal radicular e também n&o alterou o numero de

unidades formadoras de col6nia na coleta do canal.

A Amoxicilina e a amoxicilina associada ao acido clavulanico reduziram
significativamente as cargas bacterianas anaerdbicas na saliva. Esses achados
reforcam o entendimento de que a eficacia dos antibiéticos sistémicos em infeccdes
endodonticas é limitada a areas com vascularizacdo adequada, como tecidos
produtores de saliva e mucosa circundante, e tem pouco impacto no ambiente
necroético e avascular dos canais radiculares infectados (Segura-Egea et al., 2017;
Ricucci & Siqueira, 2010). A modulagao observada da microbiota salivar por regimes
a base de amoxicilina também destaca os potenciais efeitos colaterais dos antibidticos
sistémicos no ecossistema oral mais amplo, que podem influenciar a recolonizacéo

microbiana, a disbiose e a resisténcia a antibidticos (Zaura et al., 2015).

A reducdo da contagem de bactérias anaerdbicas na saliva observada nos
grupos amoxicilina e amoxicilina associada ao acido clavulanico pode ser atribuida a
sua atividade de amplo espectro contra bactérias Gram-positivas e anaerdbicas, bem
como a sua absorcdo sistémica e difusdo tecidual eficazes. A amoxicilina, um
antibidtico B-lactédmico, atinge altas concentragdes salivares devido a sua boa
biodisponibilidade oral e distribuicdo nas glandulas salivares, permitindo-lhe modular

as populagdes microbianas nesse nicho (Baglie et al., 2007; Zaura et al., 2015).

Por outra lado, os grupos que receberam antibidético, com exceg¢do da
clindamicina, apresentaram lesées menores, em comparagao ao grupo controle de 36
dias. Este achado pode estar relacionado com o perfil inflamatério verificado na

analise imunoistoquimica.

Apesar de nao terem sido observadas diferencas expressivas no perfil
inflamatério entre os grupos, os animais tratados com antibidticos apresentaram

menor perda Ossea, sugerindo que o efeito da antibioticoterapia pode estar mais
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relacionado a modulagao funcional da resposta inflamatéria do que a reducao
quantitativa das células infiltradas. E possivel que os antibiéticos atuem em vias
moleculares associadas a produgao de citocinas pro-reabsortivas, dessa forma,
mesmo sem alterar de forma significativa a densidade celular do infiltrado inflamatorio,
o antibidtico pode ter promovido modulagdo indireta da resposta, reduzindo a
expressao de mediadores inflamatdrios e, consequentemente, atenuando o processo

de reabsorgao 0ssea associado a periodontite apical.

Em relacdo a analise imunoistoquimica, foram selecionados marcadores que
cobrissem tanto a resposta imune inata quanto a resposta imune adaptativa. A
resposta imune inata é a resposta primaria a patdégenos e seus produtos, utilizando
da defesa ndo especifica para oferecer uma protegcédo imediata (Ma et al., 2023). Na
regido periapical, as células que estdo envolvidas nessa resposta inicial, sdo as
células apresentadoras de antigeno (Mondcitos, macréfagos e células dendriticas),

mastoécitos, neutrofilos e células NK (Wen et al., 2024; Galler et al., 2021).

As células T CD4+ estao presentes em grande quantidade e sdo responsaveis
por regular a resposta imunoldgica e ativar diversas fungdes biolégicas de outros tipos
celulares (Braz-Silva et al., 2019). Estas células também sao responsaveis pela
ativacao e diferenciacdo de Células B em células plasmaticas que sédo responsaveis
pela produgéo de anticorpos contra antigenos, além de neutralizar toxinas (Cyster &
Allen, 2019). As Células B tém grande participacdo na producdo de RANKL, que é

responsavel pela reabsorg¢ao dssea (Kawai et al., 2006).

Na PA, os diferentes subconjuntos de células T auxiliares (Th) exercem papéis
especificos na modulagdo da resposta imune no microambiente inflamatério. Os
subconjuntos Th1 e Th17 se destacam por sua forte atuagdo na mediagao dos
processos inflamatérios. As células Th1 sao responsaveis pela produgao de citocinas
pré-inflamatérias, como IFN-y e TNF-a, que induzem a polarizagédo de macréfagos
para o fenétipo M1, contribuindo para a perpetuagao da inflamagéo (Colavite et al.,
2019; Orecchioni et al., 2019). Ja as células Th17 secretam IL-17, promovendo o
recrutamento e a ativacao de neutroéfilos, o que intensifica a resposta inflamataria local
(Eskan et al., 2012). Dessa forma, a presenca desses subconjuntos Th evidencia o

papel central das células T CD4"* na patogénese da PA (Cavalla et al., 2021).
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Neste trabalho, os grupos que receberam antibidticos, com exceg¢do da
clindamicina, apresentaram uma imunomarcacédo para CD4, e consequentemente
apresentaram menor perda 6ssea em relagao ao grupo controle de 36 dias, mostrando

que os antibioticos tiveram a capacidade de regular a resposta das células T CD4+.

O marcador CD57, possibilitou observar a presenca de células NK, uma das
principais células da resposta imune inata. No entanto, ndo houve diferengca na
quantidade de imunomarcagado entre os grupos e houve uma menor quantidade
dessas células em relacdo as demais. Possivelmente, isso ocorreu por se tratar de
células que atuam principalmente no inicio da resposta inflamatéria, na defesa

primaria, as quais vao reduzindo de acordo com a progressao da doenga.

Os linfocitos T citotoxicos (CD8*) exercem papel central na imunidade
adaptativa, sendo responsaveis pela eliminagdo de células infectadas por patégenos
intracelulares, como virus, e pelo reconhecimento e destruicdo de células neoplasicas.
Sua atividade efetora ocorre principalmente pela liberagdo de granulos citotoxicos,
como perforina e granzimas, que promovem apoptose das células-alvo (Hersperger,
2010). Além disso, os CD8"* contribuem para a ativacdo de fagocitos e para a
amplificagdo da inflamacgao local, integrando-se a diferentes vias da resposta imune

celular (Lorenzi, Barbosa, & Lorenzi, 2012).

Os linfocitos T CD8* desempenham papel importante na PA ao exercerem
fungdes citotoxicas, eliminando células infectadas ou alteradas no tecido periapical
(Wen et al., 2024). Embora estejam presentes em niumero menor quando comparados
as células T CD4", sua participagao é consistente no infiltrado inflamatério, sugerindo
uma atuacgao mais estavel e relacionada a vigilancia imunoldgica (Cisterna et al., 2008,
Joshi and Kaech, 2008). Além disso, mesmo em condi¢des de imunossupressao,
como em pacientes HIV+ sob terapia antirretroviral, os niveis de CD8* ndo sofrem
alteracdes significativas, reforcando seu papel de vigilancia constante e manutencao
da resposta imune adaptativa nas lesdes apicais (Gama et al., 2016).

Neste estudo, n&o houve diferenga significativa na imunomarcagao para CD20,
que é o marcador de Linfocitos B, e que sdo os responsaveis pela produgao de
anticorpos contra antigenos, além de neutralizar suas toxinas (Cyster & Allen, 2019).
Os linfocitos B necessitam ser ativados e diferenciados em células plasmaticas pelas
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células T CD4+ (Braz-Silva et al.,, 2019). Assim, por mais que 0S grupos que
receberam antibiéticos ndo tenham apresentado numeros menores de linfécitos B,
apresentaram menor numero de células T CD4+ que sao responsaveis pela sua
ativagao, podendo justificar também a menor reabsorgao éssea, ja que as células B

sdo responsaveis pela producao de RANKL (Kawai et al., 2006).

Nos grupos tratados com antibiéticos nao foi observado menor intensidade
inflamatoria nos tecidos periapicais, no entanto, houve menor imunomarcagao de
CD45, especialmente nos grupos tratados com amoxicilina e amoxicilina associada ao
acido clavulanico. Esse marcador € amplamente utilizado na identificacdo de células
de origem hematopoiética, abrangendo praticamente todas as populagdes
leucocitarias, como neutréfilos, mondécitos e linfocitos, com excecdo apenas de
plaquetas e eritrécitos maduros, além de apresentar um importante papel na
transducao de sinal do receptor de células T e do receptor de células B (Rheinlander
et al., 2018).

Embora a analise do infiltrado inflamatério, realizada por meio de escores
baseados em faixas de quantidade de células inflamatérias por campo, nao tenha
mostrado diferenga significativa entre os grupos, a imunomarcagao para CD45
evidenciou que existe alguma diferenga. Essa diferenga pode ser explicada pelo fato
de que a avaliagdo imunoistoquimica para CD45 foi realizada por contagem direta de
células, proporcionando uma mensuragao quantitativa mais precisa da resposta
inflamatoria. A diminuicdo da expressdao de CD45 reflete diretamente na resposta
inflamatéria local, ja que uma menor quantidade de células do sistema imune esteve

presente no infiltrado tecidual.

Além da alteragdo na quantidade de células CD4+ e CD45+ & importante
considerar que a agéo dos antibidticos pode ir além da modulagéo celular, atingindo
também vias moleculares envolvidas na resposta inflamatéria. Andrada et al. (2020)
demonstraram que a azitromicina, além de reduzir a perda éssea periapical, promoveu
um microambiente anti-inflamatério caracterizado por maior infiltragcdo de macréfagos
M2, ao mesmo tempo em que suprimiu a ativagao do NF-kB induzida por patégenos
endodonticos e reduziu a producao de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-

1a. Por sua vez, a ampicilina levou a infiltrado inflamatério mais brando, ainda que
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associado a maior quantidade de macréfagos M1, enquanto a amoxicilina ndo alterou
a via do NF-kB, mas foi capaz de modular a resposta inflamatéria por meio da
diminui¢cdo dos niveis de IL-1a. Esses achados sugerem que os antibioticos podem
exercer efeitos imunomoduladores complexos, influenciando tanto o perfil celular
quanto a sinalizagdo molecular no microambiente periapical, o que pode justificar, ao

menos em parte, os resultados obtidos em nosso estudo.

O tempo de antibioticoterapia de 15 dias foi adotado com o objetivo de garantir
uma exposi¢ao sistémica prolongada ao farmaco, possibilitando avaliar ndo apenas
seus efeitos antimicrobianos, mas também suas potenciais a¢gdes imunomoduladoras
e reparadoras. Embora, em protocolos clinicos odontolégicos, o uso de antibidticos
geralmente se restrinja a 5 a 7 dias, a extensdo do tratamento neste modelo
experimental buscou permitir uma influéncia mais ampla sobre o microambiente
inflamatorio. Os efeitos imunomoduladores e de reparo tecidual em modelos de
periodontite ndo sdo imediatos, exigindo um intervalo de tempo consideravel para que

possam ser plenamente observados histologica e imunoistoquimicamente.

Estudos experimentais em ratos demonstram que alteragdes significativas nos
marcadores inflamatérios e no equilibrio RANKL/OPG, bem como reducdo da
atividade osteoclastica e reorganizacéo do tecido conjuntivo, tornam-se evidentes
somente apos 15 dias de tratamento, com estabilizacdo e maturacdo do reparo
tecidual até 30 dias (Longo, 2015; Fernandes, 2010). De modo semelhante, o uso de
terapias antibidticas e fotodindmicas associadas demonstrou modulagdo imune e
reducao da perda éssea apenas a partir do 15° dia em modelos experimentais de
periodontite em ratos, com resultados mais evidentes aos 30 dias (Faleiros, 2012).
Portanto, a manutencao de protocolos terapéuticos com duracédo de pelo menos 15
dias €& biologicamente coerente para permitir a manifestacdo dos efeitos
imunomoduladores e reparativos, justificando o regime de antibioticoterapia adotado

neste estudo.

Apesar dos resultados obtidos, € importante ressaltar que a compreensao completa
dos mecanismos envolvidos na modulagdo da PA ainda demanda investigagdes
adicionais. Em especial, estudos futuros devem buscar correlacionar as alteragdes

celulares com a dindmica de citocinas inflamatérias, como TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-17,
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gque desempenham papéis centrais na ativacdo e manutengdo do processo
inflamatorio. Da mesma forma, a avaliacdo de marcadores de reabsorcdo Ossea,
como RANK, RANKL e OPG, podem fornecer informagbes relevantes sobre o
equilibrio entre destruicdo e reparagéo tecidual. A integracdo desses parametros
permitira uma compreensdo mais ampla da resposta do hospedeiro diante a
administragcdo de antibidtico de maneira sistémica, além disso, é fundamental
reconhecer a limitagdo inerente a analise histométrica, que permite apenas a
mensuragao bidimensional da area da lesdo. Assim, torna-se indispensavel a
realizagdo de analises microtomograficas, capazes de determinar o volume total da
lesdo periapical e fornecer uma avaliagao tridimensional mais abrangente e precisa
da extensao do processo patolégico. Por fim, Esses resultados indicam um potencial
efeito imunomodulador dos antibiéticos, embora evidenciem também suas limitages,
ressaltando a importancia de estudos adicionais para esclarecer os mecanismos

envolvidos e suas implicagdes terapéuticas.

6 CONCLUSAO

Conclui-se que antibioticoterapia ndo impediu a progressdo dos
microrganismos para o interior do canal radicular, assim como n&o influenciou na
carga microbiana do canal radicular, por outro lado, alterou a microbiota salivar, além
disso, foi capaz de reduzir a reabsor¢ao 6ssea, modulando a resposta inflamatéria
evidenciada pela reducao de células CD4+ e CD45 e favoreceu a maturacao das fibras

colagenas.
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