AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

AVA
" 90LI0 DE MESQUITA FILHO”

unesp

Faculdade de Odontologia de Aragatuba — UNESP
Departamento de Odontologia Preventiva e restauradora

Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia Odontoldgica — Endodontia

Defesa de Dissertacao

Antibioticoterapia sistémica influencia na intensidade do
infiltrado inflamatorio e na reabsorcao 0ssea da periodontite

apical induzida

Flavio Duarte Faria

Aragatuba
2021



Flavio Duarte Faria

Antibioticoterapia sisttmica influencia na intensidade do
infiltrado inflamatorio e na reabsorcao 0ssea da periodontite

apical induzida

Defesa de dissertacdo apresentado a Faculdade
de Odontologia de Aracatuba da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
UNESP, como parte dos requisitos para a
obtencdo do titulo de Mestre em Endodontia.
Orientador: Prof. Adj. Dr. Luciano Tavares
Angelo Cintra

Aragatuba
2021



Catalogacgao na Publicagao (CIP)

Diretoria Técnica de Biblioteca e Documenta¢do — FOA / UNESP

Faria, Flavio Duarte.

F224a Antibioticoterapia sistémica influencia na intensidade do
infiltrado inflamatorio e na reabsorcdo 6ssea da periodontite
apical induzida / Flavio Duarte Faria. - Aragatuba, 2021
30f.:il.; tab.

Dissertagao (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Odontologia de Aracatuba
Orientador: Prof. Luciano Tavres Angelo Cintra

Coorientador: Prof. Edilson Ervolino

1. Periodontite periapical 2. Inflamacao 3. Reabsorcao

ossea 4. Antibacterianos I. Titulo

Black D24

CDD 617.67




Dedico esse trabalho aos meus pais, Max e
Marcia, por serem exemplos para mim, em todos os
ambitos da vida, por estarem comigo em todos os
momentos me apoiando, me dando oportunidades
para que eu possa sempre trilhar o caminho
correto. Tenham certeza, que todas as minhas

conquistas, serao de vocés também.

Ao meu irmao Victor, meu melhor amigo e
conselheiro, sem sombra de duvidas uma das
pessoas que mais aprendi nessa vida, mesmo
longe, vocé sempre esteve presente, trocando

experiéncias e me dando conselhos.

Ao meu Tio Marco, que sempre me apoiou,
me deu suporte desde a graduacao e me ensinou
muitas coisas, ndo apenas em relacao a profissao,
mas também sobre a vida, vocé inspira e aleg

todos a sua volta.

A minha v6 Sheyla, que infelizmente nao esta
mais entre nos, nunca me esquecerei de tudo que
me ensinou, e quanto a senhora ficava feliz com a
conquistas de seus netos, gostaria que estivesse

aqui para ver mais essa.



Agradecimentos

A minha Familia de Jaboticabal, Tia Mo6nica, Tio Ivo, Tia Daniela, meus primos
Guilherme, Bruno, Rafael e Lais, por todo apoio durante esse periodo, e pelos bons

momentos compartilhados.

A minha familia de Araras, Tio Sérgio, Tio Mauricio, Tia Rita, Tia Ana, a todos
primos de 14, e em especial & minha v6 S6nia, por todo carinho e ajuda durante toda minha

pos-graduacdo, mesmo longe, nunca deixaram faltar.

Aos meus avds Max e Henrique, por todos os ensinamentos sobre a vida, que
infelizmente ndo estdo mais aqui para compartilhar desde momento, mas os levo comigo para

0 resto da vida.

A minha namorada Raissa Schwam, pelo apoio, carinho e companheirismo que me

fortaleceram para enfrentar as dificuldades.

Ao meu orientador Prof. Dr. Luciano Tavares Angelo Cintra, por ter me aceito como
orientado, por todo suporte, paciéncia e ensinamentos durante todo mestrado, o senhor é um
grande lider, mantendo sempre seu grupo unido e fortalecido, com toda certeza uma

referéncia para todos.

Aos meus parceiros de pesquisa, Pedro Chaves, Cristiane Cantiga, Carol Barros,
Nathalia Machado, Isabela Prado, Mari Justo, por toda ajuda e companheirismo durante este

periodo, com toda certeza ndo teria conseguido se ndo fosse a ajuda de cada um de vocés.

Agradeco também aos meus demais amigos da pds-graduacdo que de alguma forma
tenha me ajudado.

Aos demais professores da disciplina de Endodontia Professor Jodo, Eloi, Rogério e
Gustavo, pela boa convivéncia e que sempre estiveram dispostos a me ajudar nos momentos

que eu precisei.



A Universidade estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” na pessoa do diretor da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba Prof. Tit. Glauco Issamu Miyahara, e do vice-diretor
Prof. Tit. Alberto Carlos Botazzo Delbem.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e a
Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela bolsa de

pesquisa, indispensavel para realizagdo deste trabalho e para me manter.

Aos meus amigos da época de graduacdo Arthur Lacerda, Bianca Bernardes,
Guilherme Pimenta, Lucas Marcondes, Tiago Esgalha, Vinicius Orasmo, Ana Beatriz

Laguna por todos os momentos compartilhados até hoje.

Aos meus amigos de infancia Guilherme Lopes, Geraldo Papa Junior, e Leonardo

Mascoli, que mesmo longe, sempre mantivemos contato, e uma 6tima relagéo.



“Mesmo quando tudo
parece desabar,
cabe a mim decidir
entre rir ou chorar,
ir ou ficar,
desistir ou lutar;
porque descobri,
no caminho incerto
da vida, que o mais

importante € o decidir.”

Cora Coralina



FARIA, F.D. Antibioticoterapia sistémica influencia na intensidade do infiltrado
inflamatorio e na reabsorc¢do dssea da periodontite apical induzida. 2021. Exame Geral
de Qualificacdo (Mestrado) —Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2021.

RESUMO

Introducdo: O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia da antibioticoterapia
sisttmica no desenvolvimento e na progressdo da periodontite apical em ratos Wistar.
Material e Métodos: Foram utilizados 56 ratos distribuidos aleatoriamente em 7 grupos
experimentais (n=8): Grupo C - controle; Grupo GEN - ratos tratados com Gentamicina
(10mg/Kg, uma vez ao dia); Grupo AC — ratos tratados com Amoxicilina (100mg/Kg, uma
vez ao dia); Grupo MZ —ratos tratados com Metronidazol (40mg/Kg, uma vez ao dia); Grupo
AMP - ratos tratados com Ampicilina (100mg/Kg, uma vez ao dia); Grupo AC+XL - ratos
tratados com Amoxicilina + Clavulanato de Potassio (100mg/kg, uma vez ao dia) e Grupo
CL1I — ratos tratados com Clindamicina (60mg/kg, uma vez ao dia). A periodontite apical foi
induzida por meio da exposicdo pulpar do primeiro molar inferior do lado esquerdo. A
antibidticoterapia foi iniciada no mesmo dia da exposicdo pulpar e teve duracao de 15 dias.
Ap0ds este periodo os animais foram sacrificados, as mandibulas coletadas e processadas para
analise histologica e histométrica em coloragdo de Hematoxilina e Eosina, anélise das fibras
colagenas pela coloracgdo de Picrosirius red e analise bacteriolégica por Brown-Brenn. Testes
estatisticos foram aplicados (p<0,05). Resultados: O grupo AC+XL apresentou menor
intensidade do infiltrado inflamatorio e menor reabsorcéo dssea periapical em relacdo ao
grupo controle (p<0.05). Quanto a maturagdo do coladgeno o grupo AC+XL apresentou menor
quantidade de fibras maduras e maior quantidade de fibras imaturas, comparado a todos 0s
grupos (p<0,05). Os grupos AC e AC+XL apresentaram menor extensdo da contamina¢do
bacteriana em relagdo ao controle (p<0,05). Conclusdo: A amoxicilina associada ao acido
clavulanico influencia o desenvolvimento e a progressdo da periodontite apical induzida,
reduzindo a intensidade do infiltrado inflamatdrio, maturacdo do colageno e reabsorgdo 0ssea

periapical, assim como a contaminagdo bacteriana no sistema de canais radiculares.

Palavras-chave: Periodontite periapical, inflamacéo, reabsorcdo 0ssea, antimicrobianos.



FARIA, F.D. Systemic antibiotic therapy influences the intensity of the inflammatory
infiltrate and bone resorption of induced apical periodontitis. 2021. Exame Geral de
Qualificagdo (Mestrado) —Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2021.

Abstract

Introduction: The aim of this work was to investigate the influence of systemic antibiotic
therapy on the development and progression of apical periodontitis in Wistar rats. Material
and Methods: 56 rats were randomly distributed in 7 experimental groups (n = 8): Group C
- control; GEN group - rats treated with gentamicin (10mg / Kg, once daily); AC Group - rats
treated with Amoxicillin (100mg / Kg, once a day); MZ group - rats treated with
Metronidazole (40mg / Kg, once a day); AMP group - treated with Ampicillin (100mg / Kg,
once a day); AM + C Group - rats treated with Amoxicillin + Potassium Clavulanate (100mg
/ kg, once a day) and CLI Group - rats treated with Clindamycin (60mg / kg, once a day).
Apical periodontitis was induced through pulp exposure of the lower left first molar.
Antibiotic therapy was given on the same day of pulp exposure and lasted for 15 days. After
this period, the animals were sacrificed, with jaws collected and processed for histological
and histometric analysis using Hematoxylin and Eosin staining, collagen fiber analysis using
Picrosirius red staining and bacteriological analysis using Brown-Brenn. Statistical tests were
conceptualized (p < 0.05). Results: The AC+XL group showed lower intensity of
inflammatory infiltrate and lower periapical bone resorption compared to the control group
(p < 0.05). As for collagen maturation, the AC+XL group had a smaller amount of mature
fibers and a greater amount of immature fibers, compared to all groups (p < 0.05). The AC
and AC+XL groups showed a smaller extent of bacterial contamination compared to the
control (p<0.05). Conclusion: Amoxicillin associated with clavulanic acid influences the
development and progression of induced apical periodontitis in Wistar rats, causing the
intensity of the inflammatory infiltrate, collagen maturation and periapical bone resorption,

as well as bacterial contamination in the root canal system.

Keywords: Periapical periodontitis, inflammation, bone resorption, Antimicrobials.
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Antibioticoterapia sistémica influencia na intensidade do infiltrado inflamatorio e na

reabsorc¢do 6ssea da periodontite apical induzida
1) INTRODUCAO

A periodontite apical ¢ uma doenga infecciosa que ocorre por meio de uma resposta
inflamatdria e consequente reabsorcdo 6ssea em decorréncia de uma infeccdo bacteriana do
tecido pulpar (Azuma et al., 2013, Braz-Silva et al., 2019), caracterizada por um tecido
infiltrado com diferentes tipos de células inflamatérias (Colic et al., 2010). A resposta do
hospedeiro ocorre a partir do recrutamento dessas células inflamatorias e de uma rede de
mecanismos imunoldgicos, caracterizada pela producéo de citocinas inflamatorias, que estdo
associadas ao desenvolvimento e manutencdo da periodontite apical (Xiong et al., 2009;
Colic et al.,2010, Xiong et al., 2009), destruindo a matriz extracelular e ocasionando a
reabsorcao Gssea (Graves et al.,2011, Nair, 2004).

Para a interrupcao deste processo destrutivo e restabelecimento da normalidade dos
tecidos periapicais, institui-se o tratamento endodéntico convencional. Este tratamento de
acdo local é feito por meio da desinfec¢do quimico-mecénica dos canais radiculares, visando
a remocao do tecido pulpar necrosado, remanescentes de dentina e microrganismos (Prada et
al., 2019). Para potencializar a desinfec¢do deste sistema de canais indica-se 0 uso da
medicac¢do intracanal entre sessdes até 0 momento da obturacdo (Zancan et al., 2016). O
sucesso do tratamento depende da reducgéo substancial da carga microbiana para que seja
possivel o reparo do tecido periapical (Siqueira Junior et al., 2018). Em certas condi¢fes

clinicas, o uso de antimicrobianos sistémicos sao indicados.

Em pacientes com sinais sistémicos como febre, mal-estar e/ou linfadenopatias é
recomendado o uso da antibioticoterapia, acompanhada do tratamento endodéntico e, quando
possivel, drenagem do abscesso (American Association of Endodontists, 2017). Em outras
condicgdes clinicas, tais como imunocomprometimento ou predisposi¢cdo a endocardite
bacteriana, dentre outras alteracdes sistémicas, a antibioticoterapia sisttmica pode ser

indicada de forma profilatica (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 grande na sociedade, diminuindo a morbidade e a
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mortalidade, pois proporcionaram aos profissionais de salude varias op¢oes terapéuticas para
doencas severas (Zaffiri et al., 2012). Existem varias classes de antibidticos, com diferentes
mecanismos de acdo, dentre os quais se destacam os Aminoglicosideos (Gentamicina), que
sdo bactericidas e que causam a sintese de polipeptideos anormais pela ligacdo em sitios
receptores especificos na subunidade ribossomal 30s, inibindo a sintese de proteinas ou
produzindo proteinas defeituosas (Pestka,1971); os pB-lactamicos, representados pela
Penicilina (Amoxicilina e Ampicilina), que atuam interrompendo a sintese da parede celular
bacteriana (Bush & Bradford, 2016); os Nitroimidazolicos (Metronidazol) que interferem na
sintese de acidos nucléicos (Soares et al., 2012) e as lincosamidas (clindamicina) que séo
bacteriostaticos, que inibem a sintese de proteinas e que em concentragdes mais altas podem
ser bactericidas (Spizek & Rezanka, 2017).

Um unico estudo analisou o efeito de baixas dosagens do antibiotico doxiciclina, que
é pertencente da classe das tetraciclinas, sobre a reabsorcdo Ossea em decorréncia a
periodontite apical em ratos (Metzger et al. 2008). Neste estudo foi observado menor
reabsorcao 6ssea em relagdo ao grupo controle que nao recebeu antibidticos. Outros estudos
identificaram modificacdo na microbiota salivar em funcédo da administracdo da Amoxicilina
e Azitromicina (Abeles et al., 2016) Por outro lado, ndo foram encontrados artigos que
analisaram a possivel influéncia de dosagens terapéuticas de antibidticos sistémicos no

desenvolvimento da periodontite apical.

Considerando que os antibidticos, Gentamicina, Amoxicilina, Amoxicilina associada
ao Clavulanato de potassio, Ampicilina, Metronidazol e Clindamicina estao frequentemente
associados a pratica odontoldgica, este estudo avaliou a influéncia da antibioticoterapia
sistémica no desenvolvimento e progressao da periodontite apical induzida. A hipotese nula
do estudo € que os antibioticos administrados sistemicamente ndo influenciam no perfil
inflamatério e reabsortivo da periodontite apical, assim como ndo interferem na

contaminag&o bacteriana do sistema de canais radiculares.
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2) MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA n°
00389-2019) da Faculdade de Odontologia de Aracgatuba, e durante todo o experimento 0s

animais foram tratados de acordo com os padr@es éticos, visando o bem-estar animal.
2.1) Design Experimental

Foram utilizados 56 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando
aproximadamente 250 gramas, com 3 meses de idade, provenientes do biotério da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba — UNESP. Os ratos foram divididos em 7 grupos de 8 animais
cada e foram mantidos em mini-isoladores coletivos (Alesco - Albr Industria e Comercio
Ltda., Monte Mor, SP, Brasil), quatro ratos por mini-isolador, com temperatura entre 22 e
24°C e ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro), alimentados durante todo
periodo experimental com dieta sélida e agua “ad libitum”, com exce¢do nas 12 horas que

antecederam o procedimento cirurgico e 6 horas apds o procedimento.
2.2) Inducéo da Periodontite Apical

Os animais foram anestesiados com 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-Guacu, SP, Brasil)
na dosagem de 80mg por Kg, via intramuscular. Em seguida, a periodontite apical foi
induzida por meio da exposigdo pulpar do primeiro molar inferior esquerdo de cada animal,
com o auxilio de 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 diametro
(Cintra et al., 2014). As polpas permaneceram expostas pelo periodo de 15 dias até o

momento da eutanésia.
2.3) Antibidticoterapia sistémica

A antibioticoterapia sisttmica se iniciou no mesmo dia da inducdo da periodontite
apical e teve duracdo de 15 dias, quando ocorreu a eutandsia. O grupo controle recebeu

injecdo de 1ml de solucéo de cloreto de sodio 0,9% (Sorimax, Farmax - Distribuidora Amaral
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Ltda., Divinopolis, MG, Brasil) via intraperitoneal para simular o mesmo estresse dos outros

animais.

O Grupo GEN recebeu Gentamicina (Gentamicina, Vansil - Industria Comercio E
Representacdes Ltda., Descalvado, SP, Brasil), por via intraperitoneal na dose de 10mg/kg,
uma vez ao dia; O Grupo AC recebeu Amoxicilina (Agemoxi, Agener - Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Sdo Paulo, SP, Brasil), por via intraperitoneal, na dose de
100mg/kg, uma vez ao dia; O Grupo MZ recebeu Metronidazol (Flagyl, Sanofi - Aventis
Farmacéutica Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), por via intraperitoneal, na dose 40mg/kg, uma
vez ao dia; O Grupo AMP recebeu Ampicilina (Ampicilina, Vetnil - Industria e Comercio de
Produtos Veterin Ltda., Louveira, SP, Brasil), por via intraperitoneal, na dose de 100mg/kag,
uma vez ao dia; O Grupo AC+XL recebeu Amoxicilina associada ao clavulanato de potassio
(Clavacillin, Norbrook - Laboratories Inc., Newry, Ulster, Irlanda do Norte), por via
intraperitoneal, na dose de 100mg/kg, uma vez ao dia; O Grupo CLI recebeu Clindamicina
(Hyclin, Hypofarma - Instituto de Hypodermia e Farmacia Ltda., Ribeirdo das Neves, MG,

Brasil), por via intraperitoneal, na dose de 60mg/kg, uma vez ao dia.

Os ratos foram pesados a cada dois dias durante o periodo experimental, para a

adaptacdo da dose de antibiotico a ser ministrada.
2.4) Eutanésia e processamento laboratorial

Apds 15 dias de antibioticoterapia, os animais foram eutanasiados e as mandibulas
contendo os dentes objeto do estudo foram removidas. As pecas foram fixadas em solucédo
formalina a 10% por 20 horas e, em seguida, foram lavadas em agua corrente por 12 horas.
Apo0s a lavagem iniciou-se o processo de desmineralizagdo em solugdo de EDTA (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri). Na sequéncia, as pecas foram novamente lavadas em agua
corrente e desidratadas em alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina (Histosec,
Merck S/A, Séo Paulo, SP, Brasil). A partir dos blocos, cortes teciduais com espessura de
5um foram obtidos em micrétomo (RM 2045, Leica do Brasil Importacdo e Comércio Ltda.,
Sdo Paulo, SP, Brasil). Foram montadas 3 laminas starfrost (Knittel Glasbearbeitungs,
Braunschweig, Germany) com 3 cortes teciduais para cada uma das coloragdes:

Hematoxilina e Eosina, Picrosirius Red e Brown-Brenn.
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2.5) Analise Histologica e Histométrica

A anélise histologica foi realizada para tracar o perfil inflamatorio das lesdes
periapicais (Cintra et al., 2014). As laminas com o0s cortes de cada espécime foram
observadas por microscopia Optica e utilizadas na andlise descritiva. A analise descritiva
consistiu na descricio dos fenémenos histopatoldgicos, procurando caracteriza-los
globalmente em funcédo das variaveis experimentais. A analise qualitativa foi realizada por

meio da atribuigéo de escores para o critério intensidade e extensao do infiltrado inflamatorio.

A intensidade do processo inflamatorio foi analisada em conformidade com o nimero
médio aproximado de células inflamatdrias presentes em diferentes campos de um mesmo

espéecime, examinados em aumento de 400x junto ao periapice dentéario.
Escore 1: células inflamatorias ausentes ou em nimero desprezivel,
Escore 2: infiltrado inflamatorio discreto (menos de 10 células por campo);
Escore 3: infiltrado inflamatdério moderado (entre 10 e 25 células por campo);
Escore 4: Infiltrado inflamatorio intenso (mais que 25 células por campo).

A anélise histométrica foi realizada para analisar de forma comparativa a extensao
das lesdes periapicais em funcéo dos diferentes antibidticos. Foi utilizado o software Leica
LAS 4.12 (Leica Microsystems, Nussloch — Germany) e os valores foram expressos em

micrometro quadrado (um?) obtidos em medidas por area (Cintra et al., 2014).
2.6) Analise da maturacao de fibras colagenas

Os cortes corados com Picrosirius Red foram analisados sob microscopia com luz
polarizada com objetivo de identificar a maturacdo das fibras colagenas maduras e imaturas
(Terayama et al., 2020; Cintra et al., 2017). Foi feita a selecdo de cor para cada tipo de fibra
coldgena da regido selecionada da lesdo de periodontite apical, ap6s a selecdo das cores o
software Leica LAS 4.12 (Leica Microsystems, Nussloch — Germany) foi utilizado para o
calculo da area demarcada com cada tipo de fibra colagena, sendo fibras maduras e espessas
as vermelho-amareladas, e as fibras imaturas e finas verde-amareladas (Junqueira et al., 1982;
Cintra et al., 2017).

2.7) Analise bacteriologica
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A andlise bacteriologica foi realizada por meio da coloracéo de Brown-Brenn para a
deteccdo de bactérias gram-positivas e gram-negativas nos diferentes tercos do dente, com
bases em estudos anteriores (Samuel et al., 2019), com algumas modifica¢des de acordo com

0s achados do estudo, e 0s seguintes escores foram atribuidos:
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: Presenca de bactérias no terco apical da raiz, com excecdo do forame apical;
Escore 4: Presenca de bactérias no terco apical da raiz, incluindo o forame.
2.8) Anélise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada por meio do programa SigmaPlot 12.0™ (Chicago,
IL, USA). A verificacdo da distribuicdo normal das varidveis continuas quantitativas foi feita
pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Em seguida os dados que passaram no
teste de normalidade foram submetidos aos testes de ANOVA, seguido do teste de Tukey
para comparagdes maltiplas. Ja os dados que ndo passaram no teste de normalidade foram
submetidos aos testes de Kruskal-Wallis seguindo do teste de comparacGes mdaltiplas de
Dunn (Dunn, 1958). Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando

a probabilidade foi menor que 5% (p<0,05).
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3) Resultados

Os escores atribuidos ao infiltrado inflamatorio dos diferentes grupos podem ser
observados na Tabela 1. O grupo controle apresentou infiltrado inflamatorio
predominantemente intenso e o grupo tratado com metronidazol inflamag&o de moderada a
intensa. Os grupos tratados com gentamicina, ampicilina e clindamicina apresentaram
predominancia de infiltrado inflamatério moderado. Por outro lado, os grupos tratados com
amoxicilina e amoxicilina associada ao é&cido clavulanico apresentaram infiltrado

inflamatorio predominantemente discreto (Figura 1A-G, al-gl e a2-g2).

Ap0s andlise estatistica apenas o grupo que recebeu amoxicilina associada ao acido
clavulanico apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo controle
(p=0.028).

Por meio da analise histométrica foi possivel observar perda 6ssea média do grupo
controle de 74,51 + 20,24 pm?2. Ja para os grupos tratados com antibidticos observou-se
reducdo gradual da area 6ssea perdida nos grupos clindamicina (66,87 + 15,03), gentamicina
(62,64 + 15,96), ampicilina (50,47 = 22,09), metronidazol (46,62 + 20,73), amoxicilina
(46,37 + 26,33) e amoxicilina associada ao acido clavulanico (36,60 £ 11,50). Apos analise
estatistica foi observado diferenca entre o grupo controle para o grupo tratado com

amoxicilina associada ao acido clavulanico (p=0.006) (Tabelal).

Tabela 1. Escores e mediana da intensidade do infiltrado inflamatério e analise histométrica

das lesbes
Parametros Escore Grupod Valor de
histolégicos C GEN AC MZ AMP AC+XL CLI p

1 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8

Intensidade do 2 0/8 0/8 4/8 2/8 1/8 6/8 0/8 Kruskal-
infiltrado 3 3/8 5/8 2/8 3/8 5/8 1/8 5/8 Wallis

inflamatorio 4 5/8 3/8 2/8 3/8 2/8 1/8 3/8 p=0.028

Mediana* 42 3 2,58 3 3 2° 3
Tamanho das lesGes periapicais 74.51 62.64 46.37 46.62 50.47 36.60 66.87 ANOVA
(x10* pm2 + DP)* +20.24? +15.962 +26.33% +20.73%  £22.092 +11.50° +15.032  p=0.006

Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas nas linhas (p <.05).
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Figura 1. Cortes histoldgicos representativos corados em H.E. em aumentos de 100x (A-G)
e 400x (al-g1, a2-g2) e corados em Picrosirius Red em aumentos de 400x (a3-g3). Os grupos
C, GEN, AC, MZ, AMP, AC+XL e CLI estdo representados pelas letras A, B, C, D, E, F, G,

respectivamente.
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A andlise do percentual de fibras colagenas maturas e imaturas podem ser
visualizados na Tabela 2 e 0s cortes reperesentativos de cada grupo podem ser observados
na figura 1 (a3-g3).

Em relacdo as fibras imaturas, com exce¢do do grupo GEN e CLI, todos os grupos
apresentaram maior porcentagem de fibras verdes em relacdo ao grupo C (p<0,05). O grupo
AC+XL apresentou maior quantidade dessas fibras em comparagdo a todos 0s grupos
(p<0,05). O grupo AC apresentou maior quantidade que o grupo GEN, MET, AMP e CLI
(p<0,05). O grupo AMP apresentou uma porcentagem maior que o grupo CLI (p<0,05).

Em relacdo as fibras maturas, o grupo AC+XL apresentou menor percentual de fibras
maturas em relacdo a todos os grupos (p<0,05), exceto comparado ao grupo AC (p>0,05),
que apresentou quantidades dessas fibras estatisticamente menor que o grupo GEN, AMP,
CLI e C (p<0,05) e sem diferenca estatistica do grupo MZ (p>0,05).

Tabela 2 - Porcentagens de fibras colagenas e desvio padrdo (DP) de acordo com cada
grupo

Colageno imaturo Colageno Maduro

%

Grupos % fibras Verde- Valor de ) Valor

FibrasVermelho-
amareladas + DP* p dep

amareladas + DP*

C 9.70 +1.118 76.00 +4.162

GEN 10.46 + 1.49% 73.26 +4.212

AC 15.85 + 1.61°¢ 65.72 + 4.86

MZ 11.98 + 1.40M <0.001 71.60 + 3.99% <0.001

AMP 12.37 + 1.35P 72.11 + 3.252

AC+XL 18.91 + 1.46° 63.69 + 2.89°¢

CLI 10.13 + 2.23 73.44 + 4,617

* Letras diferentes indicam diferengas estatisticas significativas nas colunas para cada tipo

de fibra (p <.05).
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A andlise da extensdo da contaminacdo bacteriana no sistema de canais radiculares
foi realizada considerando os tercos radiculares da raiz mesial do primeiro molar inferior
(Figura 2).

Pulp expo

T e

sure
it

Mesial root

Figura 2. Corte histologico corado em Brown-Brenn, ilustrando a divisdo dos tercos
analisados para a determinacao de cada escore.

Fotomicrografias dos escores representativos estao ilustradas na Figura 3.

Figura 3. Corte histolégicos corado em Brown-Brenn, representando cada escore: A —
Escore 0 (Auséncia de Bactérias), B — Escore 1 (Presenca de bactérias no terco cervical da
raiz), C — Escore 2 (Presenca de bactérias no terco médio da raiz), D — Escore 3 (Presenca de
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bactérias no terco apical da raiz, com excecdo do forame apical), E — Escore 4 (Presenca de

bactérias no terco apical da raiz, incluindo o forame apical).

Na analise da presenca de bactérias nos diferentes tercos do elemento dentario, o

grupo AC, apresentou predominancia de bactérias no terco médio e o grupo AC+XL no terco

cervical, sendo os Unicos grupos que apresentaram diferenca estatistica significativa em

relacdo ao controle, que apresentou predominéncia de bactérias no terco apical, incluindo o

forame (p<0,05). O grupo AC+XL apresentou diferencas estatistica em relacdo aos demais

grupos (GEN, MZ, AMP, CLlI), que tiveram a prevaléncia de bactérias no terco apical com

excecdo do forame (Tabela 3).

Tabela 3. Escores e mediana da presenca de bactérias em cada regido do canal radicular

Analise Grupos
bacteriol6gica Escore C GEN AC MZ AMP ACI:_+X CLI Valordep
0 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 1/8 0/8
1 0/8 0/8 1/8 0/8 0/8 6/8 0/8
Kruskal-
Presenca de 2 1/8 0/8 6/8 2/8 1/8 1/8 1/8 Wallis
bactérias 3 2/8 5/8 1/8 3/8 5/8 0/8 4/8 < 001
4 5/8 3/8 0/8 3/8 2/8 0/8 3/8 P
Mediana* 42 3 2be 3ab 3ab 1c 3ab

* Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas nas linhas (p <.05).
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4) DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a possivel influéncia da antibioticoterapia sisttmica no
perfil do infiltrado inflamatorio, maturacdo do colageno e perda dssea periapical, e na
extensdo da contaminacdo bacteriana dentro do sistema de canais radiculares de dentes de
ratos portadores de periodontite apical induzida. Foi possivel observar o efeito significativo

de um dos protocolos de tratamento, rejeitando parcialmente a hipotese nula.

Quanto a metodologia empregada, foi escolhido o periodo de 15 dias de inducdo da
periodontite apical, pois ja se sabe que neste periodo ja ha a presenca de leséo periapical em
e ainda que, dos 7 aos 15 dias de exposicdo pulpar, é o periodo em que a lesdo se expande
mais rapidamente (Stashenko et al.,1994). Estudos com andlises radiograficas mostraram
lesGes periapicais a partir dos 7 dias de exposicdo pulpar, porém, sdo mais evidentes a partir
dos 14 dias (Wang et al., 2010). Histologicamente dos 7 aos 14 dias hd um aumento da
intensidade do infiltrado inflamatdrio e reabsor¢do dssea (Wang et al., 2010). Além disso,
considerou-se também o periodo de administracdo dos antibidticos para a sele¢do do tempo

de eutanésia.

As doses e as vias de administracdo dos antibioticos, foram estabelecidas de a acordo
com trabalhos presentes na literatura. A escolha da administragédo da via intraperitoneal foi
feita, para o controle exato da dose administrada, e o periodo total de 15 dias, para que a
antibioticoterapia sistémica cobrisse o tempo da exposicdo pulpar para inducdo da

periodontite apical.

Quanto a forma de analise, foi realizada a anélise histoldgica em coloragdo de H.E. o
infiltracdo inflamatorio e a reabsorcao 0ssea, pois s&o 0s principais eventos que caracterizam
o desenvolvimento da periodontite apical. A analise em P.S.R. foi utilizada para se avaliar o
grau de maturacéo colagena que, dependendo da intensidade da agressao tecidual poderia se
esperar maior fibrosamento em resposta a infeccdo. A analise em coloracdo de B.B. foi
realizada para se comparar com a possivel diferenca no perfil inflamatorio periapical e na
reabsorcdo 6ssea. Poderiamos esperar que uma maior invasao de bactérias no interior do

sistema de canais radiculares poderia determinar maior inflamagéo e/ou maior reabsorgéo.
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Ap0s a leitura dos resultados foi observado que os animais tratados com amoxicilina
associada ao acido clavulanico apresentaram menor infiltrado inflamatério, assim como
menor perda 6ssea periapical, quando comparados ao grupo controle. Também foi observado
menor quantidade de fibras colagenas maduras maior quantidade de fibras imaturas,
caracterizando uma menor destruicdo do tecido periapical, além disso, na analise
bacterioldgica foi possivel observar a presenca de bactérias apenas no ter¢o cervical,
indicando que possivelmente o antibidtico retardou a invasdo bacteriana para o interior do
canal radicular em sentido apical, reafirmando assim, os achados do perfil inflamatorio

reduzido em relacdo ao grupo controle.

Pelo nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo cientifico que avaliou a
influéncia de dosagens terapéuticas de antibidticos administrados via sistémica em lesfes
periapicais de origem endodbntica. A gentamicina € pertencente da classe dos
Aminoglicosideos, que sdo bactericidas que causam a sintese de polipeptideos anormais pela
ligacdo em sitios receptores especificos da subunidade ribossomal 30s, inibindo a sintese de
proteinas ou produzindo proteinas defeituosas (Pestka,1971) e é utilizada para tratar
infeccbes de bactérias gram-negativas e algumas gram-positivas (Agence francaise de
sécurité sanitaire des produits de santé, 2012). A Ampicilina pertence a classe dos -
lactamicos, atua interrompendo a sintese da parede celular bacteriana (Bush & Bradford,
2016). Esta foi a primeira penicilina semissintética desenvolvida que se mostrou util no
tratamento de infeccdes 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 deposito, isto é, ligada a benzatina (Cione et al., 2010, Nairi
etal., 2017). O metronidazol pertence a classe dos Nitroimidazolicos, que atuam interferindo
a sintese dos &cidos nucleicos contra bactérias anaerdbias (Soares et al., 2012), sendo
recomendado para uso em associa¢do com a penicilina, com a finalidade de aumentar seu
espectro de acdo (Kuriyama et al., 2007; Alfenas et al., 2014). Este antibidtico possui
atividade antiprotozoaria, mas também atividade antibacteriana contra anaerobias gram-
negativas e gram-positivos (Freeman et al., 1997). A clindamicina ¢ um antibidtico
semissintético derivado da lincomicina e ativo contra bactérias anaerébias e gram-positivas
aerobias, (Lammintausta et al., 2002). Este antibiotico tem sido amplamente utilizado em

pacientes com historico alérgico a outros antibidticos (Skucaite et al., 2010).
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Os resultados obtidos voltam-se para a associagdo da amoxicilina com o acido
clavulanico. A amoxicilina € um antibiético de amplo espectro que pode ser utilizada no
tratamento de inumeras infeccGes bacterianas, (Cheng et al., 2018), incluindo a maior parte
dos microrganismos presentes nas infeccbes endodoénticas (Lang et al., 2016). Este
antibiotico age se ligando e inibindo vérias proteinas bacterianas que estdo envolvidas na
sintese de parede celular, tanto em gram-positivas quanto em gram-negativas (American
Assossiantion of Endodontistis 2017). Quando a amoxicilina é associada ao é&cido
clavulanico, que € um inibidor das p-lactamases, seu espectro de acdo é aumentado (Oberoi
et al.,2015; Lang et al., 2016), o que pode de certa forma estar associado com os resultados
obtidos. Outro aspecto a ser considerado é que esta associacdo possui baixa taxa de
resisténcia das bactérias presentes nas infec¢fes endodonticas (Lang et al., 2016) e cultivadas
em amostra de canais radiculares (Gomes et al., 2011). Por outro lado, mesmo com 0s
resultados evidentes é um tanto quanto dificil de se explicar como esta associacao poderia

influenciar no desenvolvimento da periodontite apical.

Sabe-se que os antibidticos sdo importantes adjuvantes para o controle da
disseminacéo da infeccdo (Zeitoun & Dhanarajani 1995), porém, em um estudo de Fouad et
al. (1996) que teve como objetivo analisar o efeito da suplementacdo de penicilina na reducéo
dos sintomas e o curso de recuperacdo do abscesso apical agudo localizado ap6s tratamento
de emergéncia, mostrou que ndo houve diferenca estatistica significativa entre 0s grupos que
receberam o antibidtico e os que ndo receberam. Esse resultado pode ser explicado pela falta
de circulagdo sanguinea no canal radicular que impede a chegada do antibi6tico no local, o
tornando ineficaz no combate aos microrganismos presentes (Segura-Egea et al., 2017). Por
outro lado, diante dos resultados do presente estudo, seria possivel especular que, como o
antibidtico foi administrado desde o primeiro dia da exposicdo pulpar, sua influéncia poderia
ter se iniciado ainda com o tecido pulpar vivo e durante todo seu percurso até a necrose.
Assim, poderia se dizer que a administragdo do antibiotico via sistémica dificultou o processo

de desenvolvimento da infeccdo até a completa necrose pulpar.

Um Unico estudo, empregando baixas doses de doxiciclina, mostrou pela primeira vez
a influéncia dos antibidticos sistémicos em lesdes periapicais (Metzger et al., 2008). Neste

estudo a antibioticoterapia com doxiciclina se iniciou trés dias antes de exposi¢do pulpar para
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a inducdo da periodontite apical, e deve duracao de vinte dias. Os autores observaram que 0s
grupos que receberam o antibidtico tiveram menor reabsor¢do 6ssea em relagdo ao grupo
controle (Metzger et al., 2008). Assim, de forma semelhante, também seria possivel afirmar
que doses terapéuticas de amoxicilina associada ao acido clavulanico possam ter influenciado
na reducdo do perfil inflamatdrio e reabsortivo, indicando a possivel chegada do antibiotico
no interior do canal radicular antes que ocorresse a total necrose pulpar, possivelmente
ajudando a combater a colonizagdo de microrganismos no local. Assim, torna-se oportuno
avaliar a influéncia dos antibioticos em lesdes periapicais ja formadas e verificar se o achado
do presente estudo esta relacionado ao momento do desenvolvimento das lesdes periapicais

diante do processo inflamatorio, contaminacgdo e consequente necrose do tecido pulpar.

Claramente ha a necessidade de mais estudos para estabelecer a influéncia dos
antibidticos nas infec¢des endoddnticas, para observar 0s momentos e 0S casos em que se
deve lancar méo dos antibioticos. Enquanto isso, os antibidticos s6 devem ser utilizados
clinicamente em situacdes especificas, evitando assim o surgimento de cepas bacterianas

resistentes (American Association of Endodontists, 2017).

5) CONCLUSAO

Considerando as limitagdes do presente estudo, pode-se concluir que a antibioticoterapia
sistémica com amoxicilina associada ao acido clavulanico influenciou o desenvolvimento e
a progressao da periodontite apical induzida em ratos Wistar, reduzindo a intensidade do
infiltrado inflamatdrio, da maturacédo colagena e da reabsor¢do dssea periapical, assim como

a contaminacao bacteriana no sistema de canais radiculares.
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