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RESUMO

INFLUENCIA DA PERIODONTITE APICAL SOBRE PARAMETROS
DE ESTRESSE OXIDATIVO E ATIVIDADES DE ATPases EM
DIFERENTES ORGAOS DE RATOS ADULTOS E JOVENS

AUTORA: Raquel Cristine Silva Barcelos
ORIENTADOR: Dr. Carlos Alexandre de Souza Bier
COORIENTADORA: Dra. Marilise Escobar Burger

A periodontite apical, processo inflamatério em torno do &pice da raiz de um dente, é uma sequela da
infeccdo microbiana do espaco pulpar dos dentes e é um problema notavelmente disseminado. ATPases
do tipo P, como a Na'/K*-ATPase (NKA) e a Ca?*-ATPase (CAA), criam gradientes de potencial
eletroquimico para os diferentes ions essenciais para diversas funcdes celulares, variando desde a
geracao de potencial de membrana, até contragdo muscular e remocao de ions toxicos das células. Tais
enzimas transmembranares possuem uma regulacao oxidativa e estdo associadas a patogénese de varias
doengas sistémicas, como obesidade, diabetes, dislipidemia e aterosclerose. No entanto, sua relagdo com
a periodontite apical ainda ndo foi relatada. Considerando que o estresse oxidativo esta relacionado a
patogénese da periodontite apical, este estudo foi desenvolvido para avaliar a influéncia da periodontite
apical sobre parametros de estresse oxidativo e atividades d ATPases em diferentes 6rgdos de ratos
adultos e jovens. Ratos Wistar machos adultos foram aleatoriamente designados a dois grupos
experimentais: controle (CT; sem lesdo periapical; n=8) e periodontite apical (AP; com periodontite
apical; n=9). A periodontite apical foi induzida pela exposi¢do pulpar do primeiro molar mandibular
direito. Apds 21 dias da indugdo da periodontite apical, os animais foram eutanasiados e as mandibulas
foram dissecadas para as analises radiogréfica e histoldgica. Além disso, o coragdo, figado, pancreas e
rins foram coletados para as analises bioquimicas da atividade da NKA, geracdo de espécies reativas
(ER) e contetdo de antioxidantes enddgenos. A periodontite apical aumentou a atividade da NKA no
coracao, figado e pancreas; e aumentou a geracdo dos ER apenas no coragdo. No entanto, a mesma
influéncia ndo foi observada nos rim. Enquanto no coracdo e no pancreas foi observado uma reducéo
das defesas antioxidantes endogenas, no figado e no rim tais niveis foram aumentados. Na continuidade
dos estudos, para verificar se existe influéncia da idade e de diferentes tempos de exposi¢do pulpar sobre
0s mesmos pardmetros analisados, um segundo protocolo experimental foi desenvolvido com ratos
Wistar machos jovens que foram também aleatoriamente designados a dois grupos experimentais:
controle (CT; sem periodontite apical; n=21) e periodontite apical (PA; com periodontite apical; n=24).
A periodontite apical foi induzida pela exposicao pulpar do primeiro molar mandibular direito. Apés 7,
14 e 21 dias da inducdo da periodontite apical, os ratos foram eutanasiados e as mandibulas foram
dissecadas para analise radiografica. Além disso, o coracdo, figado e o pancreas foram coletados para
as andlises bioquimicas da geracdo de ER, niveis de lipoperoxidagédo e de carbonilagdo de proteinas,
além das atividades da NKA e da CAA. A periodontite apical induziu danos oxidativos no coragao,
figado e péncreas, observados principalmente 21 dias apds a exposicdo pulpar. Além disso, a
periodontite apical foi relacionada a redugdo das atividades na NAK e da CAA em todos os 6rgdos
analisados, exceto no pancreas, no qual se observou um aumento na atividade da CAA em todos 0s
tempos avaliados. A reducéo da atividade da NKA e da CAA, a modulagdo do sistema de defesa
antioxidante endogeno e o aumento dos danos oxidativos observados nesse estudo sugerem que a
alteracdo do gradiente eletroquimico celular e o estresse oxidativo podem estar envolvidos na
fisiopatologia da periodontite apical.

Palavras-chave: Lesdo Periapical. Bomba de calcio. Bomba de Sédio. Sistema de Defesa Antioxidante.



ABSTRACT

INFLUENCE OF APICAL PERIODONTITIS ON OXIDATIVE STRESS
PARAMETERS AND Na*K*-ATPase and Ca?*-ATPase ACTIVITIES IN
DIFFERENT STAGES OF RAT DEVELOPMENT

AUTHOR: Raquel Cristine Silva Barcelos
ADVISOR: Dr. Carlos Alexandre de Souza Bier
CO-ADVISOR: Dra. Marilise Escobar Biirger

Apical periodontitis, inflammatory process around the apex of a tooth root, is primarily a sequel to
microbial infection of the pulp space of teeth and is a remarkably widespread problem. P-type ATPases,
as Na*/K*-ATPase (NKA) and Ca?*-ATPase (CAA), create electrochemical potential gradients for the
different ions essential for various cellular functions. Such transmembrane enzymes have an oxidative
regulation and are associated with the pathogenesis of various systemic diseases. However, its
relationship with apical periodontitis has not yet been reported. Considering that oxidative stress is
related to the pathogenesis of apical periodontitis, this study was designed to evaluate the influence of
apical periodontitis on oxidative stress parameters and ATPases activities in different organs of adult
and young rats. Adult male Wistar rats were randomly assigned to two experimental groups: control
(CT; no periapical lesion; n=8) and apical periodontitis (AP; with apical periodontitis; n=9). Apical
periodontitis was induced by pulpal exposure of the right mandibular first molar. After 21 days of apical
periodontitis induction, the rats were euthanized and the jaws dissected for radiographic and histological
analysis. In addition, the heart, liver, pancreas and kidneys were collected for biochemical analyzes of
NKA activity, reactive species (RS) generation and endogenous antioxidant content. Apical
periodontitis increased NKA activity in the heart, liver and pancreas; increased RS generation only in
the heart. However, the same influence was not observed in the kidney. While in the heart and pancreas
was observed a reduction in endogenous antioxidant defenses, in the liver and kidney such levels were
increased. NKA activity and endogenous antioxidant defense system modulations observed in this study
suggest that alteration of cellular electrochemical gradient and antioxidant status may be involved in the
pathophysiology of apical periodontitis. To continue the studies, to verify if there is influence of age
and different pulp exposure times on the same parameters analyzed, a second experimental protocol was
developed with young male Wistar rats that were also randomly assigned to two experimental groups:
control (CT; no apical periodontitis; n = 21) and apical periodontitis (AP; with apical periodontitis; n =
24). Apical periodontitis was induced by pulpal exposure of the right mandibular first molar. After 7,
14 and 21 days of apical periodontitis induction, the rats were euthanized and the mandibles were
dissected for radiographic analysis. In addition, the heart, liver, pancreas and kidney were collected for
biochemical analyzes of the RS generation, levels of the lipoperoxidation and protein carbonyls, besides
NKA and CAA activities. Apical periodontitis induced oxidative damage to the heart, liver and pancreas,
observed mainly 21 days after pulp exposure. In addition, apical periodontitis was related to reduced
activities in NAK and CAA in all organs analyzed, except the pancreas, in which an increase in CAA
activity was observed at all times evaluated. The reduction in the activity of NKA and CAA, the
modulation of the endogenous antioxidant defense system and the increase in oxidative damage
observed in this study suggest that changes in the cellular electrochemical gradient and oxidative stress
may be involved in the pathophysiology of apical periodontitis.

Keywords: Periapical Lesion. Calcium Pump. Sodium Pump. Antioxidant Defense System.
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APRESENTACAO

Esta tese esta estruturada em sec¢des dispostas da seguinte forma: Introducéao, Objetivos,
Desenvolvimento (Reviséo bibliogréafica, Manuscritos cientificos 1 e 2), Discussdo, Conclusdes
finais e Referéncias.

Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias encontram-se
inseridos nos proprios manuscritos na secio PRODUCAO CIENTIFICA, estdo formatados
conforme as normas dos periodicos internacionais em que serdo submetidos e representam a
integra deste estudo.

Ao fim dessa tese encontram-se os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES FINAIS, nos
quais ha interpretacfes e comentarios gerais dos manuscritos cientificos contidos neste estudo.

As REFERENCIAS referem-se somente as citacbes que aparecem nos itens
INTRODUCAO, REVISAO DA LITERATURA e DISCUSSAO.
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1 INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos sobre a prevaléncia da periodontite apical em diferentes paises
revelaram que esta consiste em um problema de satde bucal notavelmente difundido (FIGDOR,
2002). A periodontite apical geralmente resulta da infeccdo pulpar causada por bactérias
anaerdbias dentro do canal radicular dos dentes, onde se organizam em biofilmes e pode estar
relacionada a dor. Os agentes microbianos que invadem o ambiente endoddntico e seus produtos
desencadeiam a resposta imunoinflamatoria (NAIR, 2004) que pode levar a formagdo de uma
lesdo apical osteolitica causada pela resposta imune a infec¢do endodéntica (DEZEREGA et
al., 2012; KAKEHASHI et al., 1965). As especies reativas de oxigénio (EROs), produzidas
pelas células fagociticas em resposta ao desafio bacteriano, representam um importante
mecanismo de defesa do hospedeiro e o balanco redox perturbado resulta em lesdo tecidual.
Nas patologias de origem bacteriana que levam a reabsorcao 6ssea, como a periodontite apical,
as EROs sdo um dos mecanismos patogénicos mais eficazes (ZARAGOZA et al., 2006).

A geracdo de EROs é uma parte integrante caracteristica do metabolismo celular normal
e participa da sinalizacdo celular e de processos metabdlicos, afetando funcGes celulares que
incluem expressdo génica, proliferacdo, morte, migracédo e inflamacdo (XIANG; FAN, 2010).
As EROs incluem radicais livres de oxigénio e espécies nao radicalares de oxigénio. Os
primeiros correspondem a espécies que contém um ou mais elétrons desemparelhados na tltima
camada de valéncia, sdo geralmente reativos com outras espécies e incluem o radical superéxido
(O2) e anion hidroxil (*OH). As espécies ndo radicalares sio agentes oxidantes ou sio
facilmente convertidos em radicais, ou ambos, como o peroxido de hidrogénio (H20y), entre
outros (CHAPPLE, 1997; TRIVEDI; LAL, 2017). Além disso, outras espécies reativas
derivados de nitrogénio e cloro podem ser importantes, como o éxido nitrico e acido
hipocloroso (BISWAS, 2016).

Os antioxidantes minimizam os efeitos das EROs e podem ser definidos como
substancias que, quando presentes em concentracbes comparadas com as de um substrato
oxidavel, atrasam significativamente ou inibem a oxidacdo desse substrato (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2015). Os mecanismos antioxidantes enddgenos envolvem reacdes
enzimaticas e ndo enzimaticas. Os antioxidantes enzimaticos sdo a superdxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e as peroxidases dependentes de tiol (glutationa peroxidase (GSH-Px)
e peroxirredoxinas); os antioxidantes ndo enzimaticos incluem os tiois (glutationa reduzida
(GSH)), a coenzima Q10, o &cido urico, a bilirrubina, o &cido ascoérbico, entre outros; e ainda

substancias obtidas a partir da dieta, como vitaminas lipossoltveis, compostos polifendlicos,
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carotendides, tocoferdis, acido fdlico, cisteina e outros (CAROCHO; FERREIRA, 2013;
CHAPPLE; MATTHEWS, 2007; FLOHE, 2016).

O quadro de estresse oxidativo estara instalado quando a producdo das EROs exceder a
capacidade antioxidante tecidual (EBADI; SRINIVASAN; BAXI, 1996; JENNER; OLNAW,
1996). Assim, um aumento na producdo de EROs ou uma reducéo nas defesas antioxidantes
enddgenas, ou ambos, culminam no estresse oxidativo (ROCHETTE et al., 2014). O estresse
oxidativo contribui para doencas sistémicas, incluindo aterosclerose, artrite e cancer, e estudos
recentes demonstraram o0 seu envolvimento também na patogénese da lesdo periapical
(AKALIN et al.,, 2007; 2008; DEZEREGA et al., 2012; INCHINGOLO et al., 2014,
MINCZYKOWSKI et al., 2001). O estresse oxidativo também pode modular a atividade de
enzimas integrais de membrana como as ATPases (ERMAK; DAVIES, 2002; GROVER,;
SAMSON, 1988; GROVER; SAMSON; FOMIN, 1992; KAUR; SHARMA; SINGH, 2001,
PIERRE et al., 1999; TEIXEIRA et al., 2011; 2012). A Na*K*ATPase (NKA) e a Ca?*ATPase
(CAA), duas ATPases do tipo P, sdo enzimas transmembranares que controlam o fluxo de ions
através do transporte ativo de potassio (K*) e sodio (Na*), e calcio (Ca®"), respectivamente, em
quase todas as células eucaridticas superiores (BRINI, 2009; DI LEVA et al.,, 2008;
JORGENSEN, 1982; KUHLBRANDT, 2004; RICE et al., 2001; SWEADNER; DONNERT,
2001). Esses ions desempenham um papel fundamental no controle da homeostasia e dos
gradientes eletroquimicos celulares. Além disso, descobriu-se uma funcdo de sinalizacao, assim
como seus envolvimentos em doengas neurodegenerativas como o Alzheimer e sistémicas
como as doencas cardiovasculares, condi¢des relacionadas a um desequilibrio denominado
estresse oxidativo (LI etal., 2011; YAN; SHAPIRO, 2016).

Evidéncias mostram uma regulacdo oxidativa da atividade das ATPases
(CHOUDHARY; BODAKHE, 2016; ILHARA; KAGEYAMA; KONDO, 2005). No entanto,
tal associacdo nunca foi relatada na periodontite apical, embora ambos os eventos (atividade
das ATPases e periodontite apical) sejam influenciados pelo estresse oxidativo
(CHOUDHARY; BODAKHE, 2016; DEZEREGA et al., 2012; INCHINGOLO et al., 2014;
MINCZYKOWSKI et al., 2001). Considerando que evidéncias cientificas mostram que o
estresse oxidativo desempenha um papel na patogénese da lesdo periapical (DEZEREGA et al.,
2012; INCHINGOLO et al., 2014; MINCZYKOWSKI et al., 2001), e que pode influenciar a
atividade das ATPases (CHOUDHARY; BODAKHE, 2016; ILHARA; KAGEYAMA,
KONDO, 2005), o presente estudo objetivou investigar a influéncia da periodontite apical sobre
parametros de estresse oxidativo e atividades de ATPases em diferentes drgdos de ratos adultos

e jovens.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da periodontite apical sobre parametros de estresse oxidativo e

atividades de ATPases em diferentes 6rgdos de ratos adultos e jovens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Manuscrito 1:

No coracdo, figado, pancreas e rim de ratos adultos, avaliar a influéncia da periodontite
apical sobre:

e Parametros de estresse oxidativo;

e A atividade da NKA.

Manuscrito 2:

No coracéo, figado e pancreas de ratos jovens apds trés diferentes tempos de exposicao
pulpar, avaliar a influéncia da periodontite apical sobre:

e Parametros de estresse oxidativo;

e A atividade da NKA;

e A atividade da CAA.
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 REVISAO DA LITERATURA

3.1.1 A periodontite apical

A Endodontia é a ciéncia e a arte que envolve a etiologia, a prevencdo, o diagnostico e
o0 tratamento das alteracGes patoldgicas da polpa dentéaria e de suas repercussdes na regido
periapical como a periodontite apical e, consequentemente, no organismo (LEONARDO, 2009;
AMERICAN ASSOCIATION OF ENDODONTISTS, 2013). A periodontite apical ¢ uma
condicdo multifatorial complexa, originada de uma polpa necrética infectada ou de um
tratamento endoddntico mal sucedido. Frequentemente se desenvolve de forma assintomatica e
0 progndstico é menos favoravel quando € detectada tardiamente (BERLINCK et al., 2015). A
periodontite apical é uma inflamagdo aguda ou cronica do periodonto, localizada no &pice
radicular induzida por microrganismos presentes no sistema de canais radiculares que leva a
destruicdo dos tecidos perirradiculares (DEZEREGA et al.,, 2012; FIGDOR, 2002;
KAKEHASHI; STANLEY; FITZGERALD, 1965). E a consequéncia mais comum da cérie
dentéria ndo tratada e pode conduzir a perda dentaria. Assim, de um modo geral, as lesGes
periapicais tém inicio a partir de uma necrose da polpa dentaria. E, quando o crescimento
bacteriano atinge o sistema de canais radiculares, ha o recrutamento de células inflamatorias e
a consequente geracdo de citocinas e enzimas liticas, além da ativacdo dos osteoclastos, que
culminam na reabsor¢édo do osso alveolar (XIONG, WEI, PENG, 2009). A marca registrada da
periodontite apical é a presenga de uma les&o apical que resulta da destrui¢do de tecidos apicais
duros e moles (NAIR, 2004; VERNAL et al., 2006)(Figura 1).

A periodontite apical é relatada como uma doenca que afeta de forma generalizada as
populacdes adultas de véarias nacionalidades, atingindo populacfes de paises da Europa,
América do Norte e Australia (BOUCHER et al., 2002; DE CLEEN et al., 1993; ERIKSEN et
al., 1995; FIGDOR, 2002; HOMMEZ et al., 2002; JIMENEZ-PINZON et al., 2004;
MARQUES et al., 1998; SIDARAVICIUS et al., 1999). Estudos epidemioldgicos relataram
que a frequéncia da periodontite apical varia de 1,4% a 8,0%, utilizando o dente como uma
unidade (FRISK; HAKEBERG, 2005; IMFELD, 1991). No entanto, quando os individuos séo
considerados a unidade, a prevaléncia pode chegar a 70%, aumentando com a idade (FRISK;
HAKEBERG, 2005). No Brasil, € a doenca endoddntica mais prevalente em ambos 0s sexos
(34,81%) (OLIVEIRA; CAMARA; AGUIAR, 2016), concordando com estudos realizados em
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outras populacGes, como Buenos Aires (Argentina) (SCAVO et al., 2011), Bucaramanga e
Floridablanca (Colémbia) (MORENO et al., 2013) e Barcelona (Espanha) (ABELLA et al.,
2014), nas quais variou de 27% a 49%. No entanto, esses resultados foram superiores aos
relatados em outras pesquisas realizadas nas populacées inglesa (4,1%)(DI FILIPPO; SIDHU;
CHONG, 2014), escocesa (5,8%)(DUTRA; SMITH-JACK; SAUNDERS, 2014) e
Kosovaniana (12,3%)( KAMBERI et al., 2011). As discrepancias observadas entre esses
estudos podem ser justificadas pelos diferentes graus de desenvolvimento humano entre essas
populacbes (OLIVEIRA; CAMARA; AGUIAR, 2016). Nos paises desenvolvidos, a
prevaléncia dessa doenga entre adultos de 35 a 45 anos € de 34% a 61% e também aumenta
com a idade (COTTI et al., 2011a). Outras populac¢des estudadas como as da Turquia (67,9%),
Kosovo (46,3%), Lituania (39%), Dinamarca (52%), Bélgica (40%), Canada (44% e 51%),
Alemanha (61%), Escocia (51%), Espanha (64,5%) e Estados Unidos (39%) demonstram que
a periodontite apical afeta uma proporcao significativa de pessoas (ERIKSEN et al., 1995;
WEIGER et al., 1997).

Figura 1 — Radiografia periapical do incisivo central direito com uma lesao periapical (seta)(A)

e esquema da progressdo de uma carie culminando na leséo endodontica (B)

Fonte: Endo-e. Disponivel em: <http://www.endo-e.com/images/doencas_polpa/doencas_polpa.htm>. Acesso em:
ago. 2019; Endodontia Avangada. Disponivel em: <https://www.endodontiaavancada.com/diagnostico-clinico-
pulpar-e-periapical-parte-i/>. Acesso em: ago. 2019.
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A periodontite apical é uma lesdo inflamatoria dos tecidos perirradiculares que ocorre,
principalmente, devido a saida de irritantes, como bactérias e toxinas, de uma polpa inflamada
ou necrotica (TORABINEJAD, 1994). Seu papel evolutivo é protetor: conter as bactérias do
canal radicular e prevenir a disseminacdo da infeccdo. Enquanto a grande maioria dos casos €
assintomatica, as exacerbacgdes da periodontite apical podem se apresentar como periodontite
apical sintomatica ou abscesso apical agudo (BERGENHOLTZ; HORSTED-BINDSLEYV;
REIT, 2010). A periodontite apical sintomatica pode surgir tanto de um dente anteriormente
sadio que sofreu ruptura pulpar ou de um dente com uma periodontite apical previamente
assintomatica. E caracterizada por uma dor latejante ou que é exacerbada pela mordida. O dente
afetado, geralmente, tem uma resposta negativa ou positiva tardia aos testes de vitalidade e €,
usulamente, altamente sensivel as forcas de percussdo (BERGENHOLTZ; HORSTED-
BINDSLEV; REIT, 2010).

Os abscessos apicais agudos desenvolvem-se na presenca de uma periodontite apical
preexistente (CARROTTE, 2004). A presenca persistente de material infeccioso dentro do
sistema de canais radiculares e ao redor do apice de um dente pode levar a um influxo massivo
de leucdcitos polimorfonucleares nos tecidos perirradiculares, levando a liquefacéo tecidual e
a formacdo de pus (BERGENHOLTZ; HORSTED-BINDSLEV; REIT, 2010). Também
conhecido como abscesso periapical, dentoalveolar ou alveolar, um abscesso apical é
caracterizado pelo acimulo de pus nos tecidos perirradiculares e pode se apresentar como uma
lesdo aguda ou crénica. Pessoas com abscessos apicais agudos queixam-se de uma dor de inicio
rapido, espontanea, sensibilidade do dente a pressdo, formacédo de pus e inchaco dos tecidos
associados (GLICKMAN, 2009). Sem tratamento, o abscesso pode se espalhar, resultando em
uma infecgdo de cabeca e pescoco grave, potencialmente fatal, acompanhada de febre, mal-
estar e envolvimento de linfonodos (ABBOTT, 2004). A periodontite apical sintomatica e o
abscesso apical agudo representam um continuum do mesmo processo de doenca
(SUTHERLAND; MATTHEWS, 2004).

3.1.2 A periodontite apical e as espécies reativas de oxigénio (EROS)

Como existe um equilibrio exato entre a producao e a eliminacdo de EROs na cavidade
oral, um aumento na producdo e/ou uma reducdo na eliminacdo das EROs pode aumentar o
risco para as doencas orais. Além disso, uma producdo aumentada de espécies oxidantes
relacionadas as doencas orais, como a periodontite apical crbnica, pode ter implicacdes

sisttmicas. Muitas espécies bacterianas podem participar na patogénese de doencas
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endodonticas (GIULIANA et al., 1997) e 0 aumento dos processos inflamatérios mediados por
esses patdgenos, juntamente com o recrutamento de leucdcitos por quimiotaxia, criam um
ataque oxidativo diretamente dependente da intensidade da infeccdo (STEEVES et al., 2011).
A geracdo de EROs representa um importante mecanismo patogénico das doencas
associadas a infiltracdo fagocitica e a reabsorcdo 6ssea (YOON et al., 2002; ZARAGOZA et
al., 2006), como um mecanismo de defesa do hospedeiro contra o patdgeno invasor
(CHAPPLE, 1997). Ja foi demonstrado que os neutrofilos do sangue periférico de individuos
com periodontite apical apresentam um aumento na producdo de EROs (D"AIUTO et al., 2010;
MINCZYKOWSKI et al., 2001). Evidéncias cientificas mostram que a morte oxidativa,
realizada a partir de neutrofilos, frente a bactérias patogénicas, € frequentemente o primeiro
estagio do dano 6sseo. Esse processo € observado especialmente em algumas patologias
dentarias, como a periodontite apical aguda, na qual os neutréfilos mostraram aumento da
producdo de EROs, como o peroxido de hidrogénio (H202) e o &nion superoxido (02), que
retornam aos niveis basais ap6s o tratamento odontolégico (MINCZY KOWSKI et al., 2001).
Um estudo prospectivo mostrou que individuos afetados pela periodontite apical cronica
sdo expostos a um elevado quadro de estresse oxidativo sistémico, o que € extremamente
perigoso para a saude. Essa condicéo de estresse oxidativo mostra sua acdo primaria proximo
ao sitio em que h& a presenca do agente patogénico (INCHINGOLO et al., 2014). Até o
momento, em relacdo a pardmetros de estresse oxidativo, os estudos realizados avaliaram
exclusivamente as alteragdes encontradas no fluido crevicular (DEZEREGA et al., 2012) e nos
neutrofilos polimorfonucleares isolados do sangue periférico (MINCZYKOWSKI et al., 2001)
dos pacientes investigados. A partir desses achados, podemos inferir que a influéncia da doenca
endodontica cronica sobre o0 estresse oxidativo sisttmico pode ser uma causa significativa na
patogénese de algumas doencas sistémicas graves, como insuficiéncia renal e cardiaca,
diabetes, aumentando o fator de risco para pacientes com periodontite apical cronica. Além
disso, um problema potencial adicional, que poderia resultar do estresse oxidativo sisttmico em
pacientes com periodontite apical crénica é a aceleragdo do inicio clinico de certas doengas que,
de outra forma, teriam um curso subclinico mais longo, com menos dano ao paciente e,

portanto, menor impacto nas despesas de satde publica (INCHINGOLO et al., 2014).

3.1.3 As EROs, 0 estresse oxidativo e o sistema de defesa antioxidante

O oxigénio é um elemento indispensavel para a vida e possui um papel dual: pode tanto

promover, quanto deteriorar a saude (PATEL et al., 2015). Os efeitos deletérios do oxigénio
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ficaram desconhecidos até a teoria dos radicais livres de Gershman e colaboradores (1954), que
trata da toxicidade do oxigénio e afirma que essa é devido as suas formas parcialmente
reduzidas.

As espécies quimicas reativas podem ser definidas como atomos, moléculas orgéanicas
ou inorganicas, ou ions altamente reativos capazes de existir sob formas independentes e que
podem conter um ou mais elétrons desemparelhados na camada de valéncia (HALLIWELL,
1994; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Tal configuracdo confere meia-vida curta, alta
instabilidade e recombinacdo quimica quase que imediata (POMPELLA, 1997). Podem ser
geradas na membrana celular, na mitocondria ou no citoplasma e, dependendo do local de
formacdo, sdo capazes de danificar lipidios, proteinas, carboidratos e DNA (ANDERSON,
1996; YU; ANDERSON, 1997).

Em nivel estrutural, as espécies quimicas reativas podem ser divididas entre espécies
reativas de oxigénio (EROs), tal como o anion superéxido (O%), o radical hidroxil (OH'), o
oxigénio singleto (*02) e peroxido de hidrogénio (H202); espécies reativas de nitrogénio;
espécies reativas carboniladas, e espécies reativas de cloreto (INCHINGOLO et al., 2014). As
EROs e as espécies reativas de nitrogénio sao reconhecidas por desempenhar um papel duplo,
ou seja, sdo prejudiciais e benéficas (SIVANANDHAM, 2011). As EROs sdao moléculas
altamente reativas derivadas do metabolismo do oxigénio e, in vivo, algumas delas
desempenham papéis construtivos na fisiologia celular. No entanto, elas também podem causar
grande destruicdo das membranas celulares, como peroxidacao lipidica e diminuicao da fluidez
da membrana, e mutacdes no DNA, podendo ocasionar neoplasias, doencas degenerativas, entre
outras (AMES, 1998; CERUTTI, 1991; FINKEL; HOLBROOK, 2000; HARMAN, 1994).
Uma vez produzidas, as EROs sdo capazes de desencadear rea¢des de propagacao nas quais
reagem com outras moléculas organicas e causam adicdo, rearranjo, fragmentacao ou reacdes
de transferéncia (FERREIRO-VERA et al., 2011) que podem resultar em dano oxidativo.

O sistema de transporte mitocondrial é uma fonte importante de EROs, no qual a
citocromo oxidase promove a reducdo completa de uma molécula de oxigénio (O2) em duas
moléculas de adgua (SOUTHORN; POWIS, 1988). Contudo, nem sempre ha a formacdo
diretamente de agua a partir do oxigénio. Em virtude da sua configuracdo eletrénica, o oxigénio
tende a receber um elétron de cada vez, formando intermediarios reativos e toxicos, como 0
radical hidroxil, radical superdxido e perdxido de hidrogénio (MENEGHINI, 1988).

02 +4H + 4e" — 2H0
Reacéo de reducao completa da molécula de Os.

e e+2H*  e+H* e+2H*
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02 - 027 —» H02 - OH — H20

d
H.O

Reacdo de reducéo da molécula de O, e intermediarios reativos.

O radical hidroxil € um dos mais potentes oxidantes, uma vez que € capaz de atravessar
as membranas celulares e reagir com moléculas como DNA e lipidios (ANDERSON, 1996). O
peréxido de hidrogénio, por sua vez, pode atravessar a membrana nuclear e induzir danos no
DNA (ANDERSON, 1996; CHANCE; SIES; BOVERIS, 1979).

A peroxidacao lipidica ou lipoperoxidacéo é definida como a oxidacao dos lipidios poli-
insaturados componentes das membranas celulares e organelas, como as mitocondrias e
peroxissomas (CHAMPE; HARVEY, 2000). A peroxidac&o lipidica € um processo que consiste
em reagOes em cadeia que podem ser divididas em trés fases, nomeadamente, iniciacao,

propagacao e terminacdo (BOVERIS, 1998). Etapas da peroxidacao lipidica:

LH + OH (ou LO) — L' + H,0 (ou LOH) INICIACAO

L + 02 » LOO PROPAGACAO
LH +LOO — L + LOOH PROPAGACAO
LOO + L — LOOL TERMINACAO
LOO + LOO — LOOL + O, TERMINACAO

Uma vez que as EROs sdo potencialmente prejudiciais, 0 organismo possui mecanismos
antioxidantes de defesa que incluem sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos. O primeiro inclui
as enzimas SOD, CAT e glutationa peroxidase (GPx). A SOD catalisa a formacéo de H>O; a
partir do radical superoxido, enquanto a CAT age na elimina¢do do H20. promovendo sua
catalise até agua. A GPx converte a GSH a glutationa oxidada (GSSG), removendo H20; e
formando agua (LOHR; KUCZENSKI; NICULESCU, 2003). O sistema ndo enzimatico inclui
compostos sintetizados pelos seres vivos como bilirrubina, ceruloplasmina, hormdnios sexuais,
melatonina, coenzima Q, &cido Urico e outros compostos presentes na dieta como &cido
ascorbico (VIT C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (precursor da vitamina A) e grupos
fenolicos de plantas (flavonoides) (GERARDI et al., 2002; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).
O sistema antioxidante de defesa, juntamente com outros mecanismos de remocao, inativagdo
e reparacdo, atuam para reduzir o estresse oxidativo e proteger contra os danos oxidativos
(INCHINGOLO et al., 2014).
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O aumento da geracdo das EROs pode ser observado ndo apenas em resposta a
condicdes fisioldgicas, mas também como resultado de infeccdes e condi¢Bes patoldgicas.
Quando a geracdo das EROs aumentam intensamente, resultam em danos significativos nas
estruturas celulares durante o estresse oxidativo. As EROs sdo citotoxicas e tém sido envolvidas
na etiologia de vérias doencas (CHAPPLE, 1997). Assim, as EROs podem matar bactérias, mas

também podem destruir os tecidos hospedeiros infectados adjacentes (BATTINO et al., 2002).

3.1.4 As doencas sistémicas e a periodontite apical

Estudos mostram que doencas sistémicas e infeccdes bucais estdo intimamente
relacionadas uma vez que ambas compartilham muitos fatores de risco (BAHEKAR et al.,
2007; HUJOEL, 2002; LOCKHART etal., 2012). A translocacéo bacteriana de bactérias Gram-
negativas pode ser induzida pela doenca periodontal e também pela periodontite apical cronica
(BERK et al., 2013; HERATH et al., 2016). Uma revisao sistematica relatou que pode haver
uma correlagdo entre algumas doengas sistémicas e a patogénese das doencas endodénticas
(KHALIGHINEJAD et al., 2016). Em um estudo observacional, Cotti et al. (2011b)
encontraram uma disfuncdo endotelial precoce em homens jovens com periodontite apical em
comparagdo com controles saudaveis. A periodontite apical foi associada ao aumento dos niveis
de marcadores inflamatdrios, como interleucinas, imunoglobulinas, dimetilarginina assimetrica
e proteina C-reativa em humanos (GOMES et al., 2013). Esses achados sugerem que a
periodontite apical contribui para uma resposta imune sistémica, levando ao aumento da
inflamacdo sistémica e ndo se limita a uma lesdo localizada, o que pode levar a um aumento do
risco para doencas cardiovasculares (GOMES et al., 2013). Recentemente uma revisdo
sisteméatica (BERLIN-BRONER; FEBBRAIO; LEVIN, 2017) e duas revisdes narrativas
demonstraram uma associagdo positiva plausivel entre periodontite apical e a doenca
cardiovascular (COTTl et al., 2011a; GARG; CHAMAN, 2016).

A periodontite apical cronica ndo somente causa destruicdo inflamatoria do tecidual
local, mas também respostas inflamatorias sistémicas, o que pode predispor a doencas
sistémicas (AMAR; HAN, 2003; BERK et al., 2013; KINANE; LOWE, 2000; SOCRANSKY;
HAFFAJEE, 2005). Estudos prévios que investigaram a associagdo entre infeccbes orais e
diabetes tém mostrado que periodontite apical pode aumentar os niveis de triglicérides
(CINTRA et al., 2013), as concentracdes de glicose no sangue (CINTRA et al., 2014a; c),
células inflamatdrias séricas (CINTRA et al., 2014b), bem como alterar o peso dos 6rgdos de
ratos (CINTRA et al., 2017). Além disso, a imunoativagdo e o processo inflamatdrio crénico



25

sdo acompanhados pelo aumento da producdo de EROs e espécies reativas de nitrogénio (LI1U
et al.,, 2015; MAES et al., 2011; MOYLAN et al., 2014). E, quando a razdo pro-
oxidantes/antioxidantes aumenta, o dano pelo estresse oxidativo e nitrosativo pode causar
peroxidacdo dos lipidios da membrana e moléculas de ancoragem, oxidagdo proteica e
hipernitrosilacdo (MAES et al., 2011; MOYLAN et al., 2014). Em consonancia com isso,
estudos recentes mostram que pacientes com depressao clinica apresentam aumento dos niveis
de perdxidos, como o malondialdeido (MDA), um indicador de peroxidacdo lipidica e produtos
avancados de oxidacdo proteica (indicador de oxidacdo proteica e producdo de 6xido nitrico)
(ANDERSON et al., 2014; LIU et al., 2015; MAES et al., 2011; MOYLAN et al., 2014). Ja foi
demonstrado o aumento dos niveis de endotoxinas no canal radicular durante a periodontite
apical cronica como causa da depressdo e da menor qualidade de vida, que podem ser

parcialmente explicado pela ativacao das vias do oxigénio e nitrogénio (GOMES et al., 2008).

3.1.5 Teoria da infecgao focal

Em 1891, W. Miller publicou sua teoria sobre a infec¢do focal, indicando que
microorganismos e/ou seus produtos sdo capazes de acessar partes do corpo adjacentes ou
distantes da boca (MILLER, 1981). Subsequentemente, Billings especulou que dentes
infectados e as tonsilas poderiam ser responsaveis por algumas infec¢fes focais como artrite,
reumatismo, nefrite, endocardite e outras doencas (BILLINGS, 1914). Os proponentes desse
conceito defendem que os microorganismos do biofilme dental e seus metabdlitos podem
alcancar a circulacdo sanguinea e induzir muitas doengas sistémicas e condi¢des degenerativas.
A disseminacdo dessa teoria resultou em uma época em que os dentes foram extraidos em vez
de serem tratados endodonticamente. De fato, as extracGes ndo foram apenas destinadas a tratar
essas doencas sistémicas, mas também atuavam como uma medida profilatica para reduzir o
risco de desenvolvé-las. No entanto, como muitos dentes foram submetidos & exodontia sem
evidéncia de infeccdo, tal teoria foi desacreditada e ignorada por muitos anos (P1ZZO, et al.,
2010). Finalmente, a British Dental Association (1996) e a American Association of
Endodontists (2000) tomaram posic¢des oficiais refutando qualquer potencial conexdo entre
lesdes endododnticas e subsequente eventos de salde.

Nos ultimos anos, o conceito de infeccdo focal, ou seja, efeitos sistémicos de bactérias
orais estda mudando e depende, principalmente, da correlagdo entre periodontite cronica e
doencas sistémicas. Neste cenario, em 1996, no World Workshop in Periodontics realizado em

Lansdowne (Virginia, EUA), Offenbacher introduziu o termo medicina periodontal como



26

disciplina, se concentrando na validacdo dessa relagao e sua plausibilidade em estudos clinicos
e com modelos animais (OFFENBACHER, 1996). Em julho de 1998, a American Academy of
Periodontology (1998) entendeu a importancia de disseminar o conhecimento de que as
infeccOes orais podem exercer um papel importante em desordens que envolvem outras partes
do corpo (SCANNAPIECO, 1998). Atualmente, é aceito que a condicdo oral esta relacionada
a saude sistémica, uma vez que a ma saude bucal pode ocorrer concomitantemente com doencas
subjacentes mais graves e/ou pode predispor a doencas sistémicas (SEYMOUR et al., 2007). A
abordagem pioneira da medicina periodontal ajudou a renovar a atencdo sobre a teoria da
infeccdo focal e o aprofundamento da relacdo entre afeccdes bucais e salde sistémica (P1ZZO
et al., 2010).

3.1.6 A enzima Na*K*-ATPase (NKA)

A bomba de sodio e potéssio ou bomba de sddio, a NKA, é um membro da familia de
enzimas denominadas ATPases tipo P, que apresentam um estado intermediario fosforilado
(JORGENSEN; HAKANSSON; KARLISH, 2003; KUHLBRANDT, 2004). As ATPases tipo
P sdo bombas de ions responsaveis por muitos processos fundamentais, variando desde a
geracdo de potencial de membrana até a contragdo muscular e a remocédo de ions toxicos das
células. Para tanto, utilizam a energia armazenada na molécula de adenosina trifosfato (ATP) e
transportam ions especificos através da membrana da célula contra um gradiente de
concentracdo. Além disso, sdo proteinas integrais de membrana, de mdaltiplos dominios
transmembranares, com massas moleculares de 70-150kDa. O terminal carboxila e o terminal
amina estdo localizados no lado citoplasmatico da membrana e todas tém um numero idéntico
de segmentos transmembranares. A homologia de sequéncias permite que a familia de ATPases
tipo P possa ser dividida em cinco membros, referidos como tipos 1 a V (GUEVARA, 2005).

As enzimas que criam e mantém o potencial de membrana nas células animais e
vegetais, resultante das diferentes concentrag0es i6nicas em cada lado da membrana, séo os
membros mais investigados da familia de ATPases tipo P. Tal gradiente de concentracdo i6nica
é um dos atributos mais indispensaveis das células viaveis e aciona o transporte secundario de
aminoacidos e carboidratos, assim como de outros ions e pequenas moléculas. Todas as
ATPases tipo P sdo proteinas integrais de membrana, de multiplos dominios transmembranares,
com massas moleculares de 70-150 kDa. Tanto o terminal carboxila como o terminal amina
estdo no lado citoplasmatico da membrana, assim todas elas tém um ndmero igual de segmentos

transmembranares. Com base na homologia de sequéncias, a familia de ATPases tipo P pode
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ser dividida em cinco membros, referidos como tipos | a V. A NKA faz parte do membro Il da
familia de ATPases tipo P, € responsavel pelo transporte ativo de sodio e potassio em quase
todas as células eucaridticas superiores e figura entre as mais investigadas (JORGENSEN,
1982; KUHLBRANDT, 2004; RICE et al., 2001; SWEADNER; DONNERT, 2001).

A vida animal precisa, necessariamente, da bomba de sédio para tornar-se possivel. As
células animais necessitam manter uma concentragdo elevada de potéssio e uma concentracao
baixa de sodio no seu citoplasma em oposicao as concentracfes elevadas de sodio e baixas de
potéassio do seu ambiente extracelular. Descoberta pelo quimico dinamarqués Jens Christian
Skou (1957), a NKA cria gradientes de potencial eletroquimico para ambos os ions que sdo
essenciais para fungdes celulares, como o transporte ativo secundario, a excitabilidade e a
regulacdo de volume (APELL, 2014). Assim, a NKA mantém a homeostase dos ions, ou seja,
é responsavel pelo transporte ativo de ions sddio e potassio através da membrana plasmatica
com a finalidade de manter a sua excitabilidade (ONO et al., 2016; RIBEIRO et al., 2007).

A razdo de Na'/K* bombeada pela NKA é 3:2, ou seja, o ciclo da bomba estabelece a
estequiometria de trés sodios e dois potassios a cada uma molécula de ATP hidrolisado num
mecanismo consecutivo ou do tipo ping-pong. Nesse processo, primeiro o sédio € bombeado
para fora e, depois, 0 potassio € bombeado para dentro da célula. Esse ciclo foi compilado no
Ciclo de Post-Albers (POST; HEGYVARY; KUME, 1972), que se tornou o prototipo do
esquema de reacdo para todas as ATPases do tipo P (Figura 2). Devido a essa taxa de
bombeamento, a NKA é considerada eletrogénica, o que significa que contribui diretamente
para a separacao de carga através da membrana (KARP, 2005). Interessantemente, os cations
apresentam um efeito dual: sdo capazes de ativar e de inativar o fluxo de prétons, dependendo
da sua concentragdo. O sodio, por exemplo, reduz o fluxo de protons em concentragfes baixas
e altas e, em concentracdes intermediarias, promove-o (WANG; HORISBERGER, 1995).

Destacam-se como importantes funcdes fisiologicas da NKA, a sua influéncia sobre (1)
0 potencial de membrana, uma vez que a enzima é responsavel pela manutencéo do gradiente
transmembranar de sédio e potassio que gera o potencial de repouso ou fornece energia para o
potencial de acdo de células excitaveis; (I1) a manutencdo de altas concentragdes intracelulares
de fons potassio (K*), importantes para varias reag0es enzimaticas intracelulares, como a
glicolise; (I11) a regulagcdo osmotica, pois um potencial de membrana negativo leva a menor
concentracdo intracelular de anions difusiveis que compensa o efeito osmotico de anions
intracelulares que ndo podem atravessar a membrana plasmatica; (IV) o transporte ativo: o

gradiente de sddio é usado como energia livre para o co-transporte de outras substancias como



28
acucares, aminodcidos, ions cloreto (CI") e para conter o transporte de calcio ou hidrogénio

contra gradiente através da membrana celular (SKOU, 1988).

Figura 2 — Esquema simplificado da bomba de sodio
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Fonte: Motifolio. Diponivel em: <http://www.motifolio.com>. Acesso em: 08/2019

De todos os sistemas de transporte da membrana plasmatica, a NKA é particularmente
importante nas membranas basolaterais das células, uma vez que transporta protons através
dessas membranas (CANTLEY,1981). Estudos utilizando anticorpos monoclonais para as
subunidades o ¢ B da NKA mostraram que os osteoclastos sdo altamente enriquecidos de
bombas de sédio (BARON et al., 1986). Cerca de 5 milhdes de sitios de ligacao nos osteoclastos
foram observados, um nimero relativamente elevado em comparag¢do com a maioria das outras
células (BARON et al., 1986). Embora esse enriquecimento esteja relacionado a funcdes
diferentes de reabsorcdo 0ssea, a literatura indica que a atividade da NKA € necesséria para a
reabsorcao Gssea. Dados de Baron et al. (1989) sugerem que a bomba de s6dio dos osteoclastos
é do tipo o1 e se concentra, principalmente, na regido basolateral do dominio da membrana
plasmatica. A ouabaina, um bloqueador da NKA, inibiu a liberacdo de célcio de ossos longos
fetais de ratos, bem como a formacdo de sitios de reabsor¢cdo em osteoclastos isolados
(PRALLET et al., 1988). Neste contexto, a atividade da NKA afeta diretamente a concentracao
extracelular de calcio, o qual desempenha um papel importante na formacdo de multiplas
conexdes entre as células e na manutencdo da fungdo normal das células (MA et al., 2000).

A atividade da NKA pode ser regulada por varios mecanismos, os quais influenciam o
funcionamento da enzima em diferentes condi¢des, tornando-a vulneravel a ataques patologicos
(KONG et al., 2017; Ml et al., 2010; SARTORI et al., 2017). Esses mecanismos reguladores
tornam a enzima alvo potencial para tratamentos terapéuticos de diferentes patologias (PATEL
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etal., 2016). Ademais, além da sua dependéncia do ATP, a atividade da NKA também pode ser
regulada pelo estado de fosforilacdo, por substancias enddgenas como a ouabaina,
neurotransmissores como a norepinefrina (estimulador) e a dopamina (inibidor), e por
hormdnios como a insulina (estimulador)(YU, 2003), entre outros. Alguns estudos demonstram
que a NKA ¢ altamente vulneravel a acdo dos radicais livres (KURELLA et al., 1997; LEES,
1993; YOUSEF et al., 2002) e muito sensivel a agentes oxidantes (CARFAGNA; PONSLER;
MUHOBERAC, 1996; FOLMER et al., 2004), relacionando o estresse oxidativo e a funcédo
dessa enzima através de alteracdes observadas em sua atividade decorrente da peroxidagdo
lipidica (KAUR; SHARMA; SINGH, 2001; PIERRE et al., 1999; TEIXEIRA et al., 2011;
2012).

Quadros infecciosos também interferem na atividade da NKA. Estudos envolvendo
infeccdo pelo virus Herpes simples (Ml et al., 2010; SCHAEFER et al., 1982) e pela bacteria
Aeromonas hydrophila (KONG et al., 2017) mostraram uma reducdo na atividade da NKA,
embora 0 exato mecanismo ainda ndo esteja esclarecido. Sartori et al. (2017) demonstraram um
aumento da atividade da NKA renal em camundongos infectados com Herpes simples,
sugerindo que essa infeccao viral interfere na permeabilidade das membranas celulares aos ions.
Assim, o referido estudo sugere que o0 aumento da atividade da NKA causada pela infeccéo seja
uma tentativa de equilibrar a funcéo renal. Além disso, a atividade aumentada da NKA tem sido
relacionada a interagdes no sitio de ativacdo da enzima, conferindo protecdo a sua atividade
enzimatica e parece nao alterar a afinidade da enzima ao s6dio, nem ao K* (XU et al., 2005).

A reducdo da atividade da NKA cardiaca provoca disfuncéo contratil, gera arritmias e
insuficiéncia cardiaca (SCHWINGER et al., 2003). Assim, 0 aumento ou a normalizagdo da
atividade da NKA no coracdo, através de intervengdes nutricionais ou farmacoldgicas, podem
ser responsaveis pela atenuacdo da hipertrofia cardiaca e remodelacdo. A NKA é a principal
bomba para o transporte ativo de ions e, portanto, desempenha um papel importante no controle
da funcao elétrica e contratil do miocéardio (KHATUA et al., 2017). O aumento da atividade da
NKA mostrou atenuar a cardiomiopatia lipotoxica através da supressdo da inflamacéo sistémica
e da acumulacdo de acidos graxos livres (GUO et al., 2016; OBRADOVIC, 2014; QIN et al.,
2016).

De um modo geral, a atividade aumentada da NKA pode alterar a transmisséo celular e
reduzir a entrada de célcio na célula. Por sua vez, a sua inativacdo leva a uma despolarizacéo
parcial da membrana e a uma sucessiva entrada de céalcio nas células, podendo culminar em
excitotoxicidade (BEAL; HYMAN; KOROSHETZ, 1993). Assim, cada 6érgdo responde de

maneira especifica a ativacdo ou a inativacdo da NKA, ou seja, essa resposta é caracteristica de
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cada tecido (BELLIARD et al.,, 2016; HUANG et al.,, 2017, VAGUE et al., 2004;
VENUGOPAL et al., 2017).

3.1.7 Aenzima Ca?*-ATPase (CAA)

O célcio é, provavelmente, 0 mais importante entre todos os mensageiros intracelulares
nos mecanismos de traducdo de sinal em células eucarioticas. Seu funcionamento como um
mensageiro € garantido pela capacidade da célula para manter, em virtude de seus diferentes
mecanismos homeostéticos, uma concentracdo citoplasmatica desse céation abaixo da sua
concentracédo extracelular (CARAFOLI, 1987). Dessa forma, se ndo fosse bombeado para o
meio extracelular, o célcio precipitar-se-ia no interior da célula, principalmente com o0s
abundantes fosfatos e acidos organicos, o que impossibilitaria 0os processos realizados no
citoplasma. A solucéo consiste na manutencdo de uma membrana muito impermeével ao célcio
e a existéncia simultdnea de mecanismos de transporte altamente especificos, tanto para sua
exclusdo ativa para o ambiente extracelular, quanto para o armazenamento em organelas
especificas. Como um cétion bivalente, o calcio é fortemente atraido para dentro da célula em
virtude da diferenca no potencial elétrico transmembrana negativo no interior (BENAIM,
2004).

Os ions célcio sdo importantes mediadores também da lesdo celular. Diversas doengas
como a isquemia, e xenobioticos certas toxinas causam um aumento inicial da concentracéo de
calcio no citosol devido ao influxo de calcio através da membrana plasmatica, e liberacéo de
calcio das mitocondrias e do reticulo endoplasmaético. Esse aumento intracelular de célcio, por
sua vez, ativa varias enzimas que possuem acgdes celulares deletérias em potencial, como as
fosfolipases e as endonucleases. Além disso, 0 aumento dos niveis intracelulares de célcio esta
relacionado ao aumento da permeabilidade mitocondrial e inducdo de apoptose. Ou seja, 0
calcio pode entrar na célula pela ruptura de membrana plasmatica através da ativacdo da
fosfolipase A2 ou da peroxidacdo lipidica induzidas pelas EROs. O aumento da geracdo das
EROs leva a lesdo dos componentes celulares, inclusive da membrana plasmatica, e os produtos
de degradacdo dos lipidios membranares levam a perda da permeabilidade seletiva da
membrana que culmina no aumento do influxo de calcio para o interior da célula. As
consequéncias da maior concentracdo de calcio parecem ser mediados pelas EROs. Tudo isso
leva & uma inibicdo de enzimas celulares, desnaturacdo de proteinas e alteracdes citoldgicas
caracteristicas da necrose. Concluindo, o disturbio homeostatico do célcio na célula pode

conduzir a processos autocataliticos. O calcio pode, também, ativar proteases sensiveis,
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estimulando a degradacéo de estruturas proteicas, bem como afetando o processo de respiragcdo
mitocondrial (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010).

A CAA ou bomba de calcio faz parte da familia das ATPases do tipo P, assim definidas
pela formacdo de um intermediério fosforilado durante a ciclo catalitico, que mantém a
homeostase intracelular do célcio, exportando-o do citoplasma para o espaco extracelular,
garantindo a regulacdo dos seus baixos niveis citoplasméticos (BRINI, 2009; DI LEVA et al.,
2008)(Figura 3). A estequiometria da bomba de calcio da membrana plasmatica transporta um
atomo de célcio para cada molécula de ATP que hidrolisa (CARAFOLI, 1987). E interessante
mencionar que, embora a Ca**-ATPase da membrana plasmatica seja altamente onipresente
entre 0s organismos eucarioticos, existem diferencgas entre as bombas de célcio em diferentes
organismos. Por exemplo, a CAA do parasita patogénico Trypanosoma brucei, que causa a
doenga do sono, embora tenha um peso molecular aparentemente semelhante ao da enzima
homdéloga humana, € inibida pela pentamidina, droga utilizada no tratamento da doenca,
enquanto essa droga ndo tem nenhum efeito na CAA de humanos (BENAIM et al., 1993). A
bomba de calcio também mostra similaridades estruturais entre diversas espécies (GEISLER et
al., 2000). Ha duas categorias de CAA: um tipo, que € comum a todos os organismos celulares,
tem uma forte especificidade por ATP e ndo é influenciada por calmodulina (CaM); o outro
tipo, que é exclusivo de eucariontes, pode usar guanosina trifosfato (GTP) ou iosina trifosfato
(ITP) em adicdo ao ATP e € regulada pela CaM. Em animais, 0 primeiro tipo € restrito ao
reticulo endoplasmatico ou reticulo sarcoplamatico, e o0 segundo, a membrana plasmatica,
enguanto plantas tém ambos os tipos no reticulo endoplasmatico e na membrana plasmatica.
Além de seu papel como uma bomba de célcio, a CAA da membrana plasmética também pode
funcionar como uma molécula de sinalizacdo (BUCH et al., 2005; CARTWRIGHT et al., 2009).

A CAA da membrana plasmatica ¢é estimulada pela CaM. Assim, quando os niveis de
calcio aumentam intracelularmente, como resultado da abertura de um canal dependente de
voltagem ou dependente de ligante, esse cation se liga & CaM que muda sua conformacdo e
modifica a atividade das enzimas, que por sua vez desencadeia uma reacdo celular ao sinal.
Posteriormente, o complexo Ca?*-CaM estimula a bomba de céalcio da membrana plasmatica,
levando a diminuicdo da concentracdo de calcio citoplasmatico em seu nivel de repouso,
preparando a célula para responder a um novo sinal (BENAIM, 1993; CARAFOLI, 1987). O
CaM possui 4 sitios de ligagéo para o calcio (BENAIM; VILLALOBO, 2002) e a conformacao
da proteina depende estritamente de quantos atomos de célcio estéo ligados, o que a transforma
em um “sensor” da concentragdo citoplasmatica de calcio (BENAIM et al., 1991; BENAIM,;
VILLALOBO, 2002).
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Figura 3 — Esquema simplificado da bomba de célcio (Ca**-ATPase)
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A atividade da CAA também pode ser aumentada por autoagregacao, 0 que sugere que
a enzima pode ter uma transi¢cdo de mondémero para dimero (COELHO-SAMPAIO et al., 1991).
Solventes organicos como dimetilsulfoxido e polidlcoois (etilenoglicol, glicerol) também
simulam o efeito estimulador do CaM (BENAIM; de MEIS, 1989; 1990). O etanol e outros
alcoois alifaticos de cadeia curta estimulam a CAA de eritrocitos humanos, tanto na sua forma
purificada quanto na enzima in situ (BENAIM, 1994). A CAA da membrana plasmatica
também pode ser estimulada por fosfolipidios e acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa
(CARAFOLLI, 1987). Ja foi demonstrado que a proporc¢do de fosfatidilserina presente na face
interna da membrana plasmatica é suficiente para estimular 50% da atividade da enzima.
Também pode ser estimulado por fosforilagdo por diferentes proteinas quinases, quanto a
proteina quinase A (CARAFOLI, 1992) e proteina quinase C (ROMERO; ROMERO, 1984).

Em 1990, Bekker e Gay caracterizaram a CAA na membrana plasmatica de osteoclastos
(BEKKER; GAY, 1990) e o controle das concentra¢@es de calcio extracelular e intracelular é
crucial para o desenvolvimento e funcdo adequados dessas células (LORGET et al., 2000;
NOWYCKY; THOMAS, 2002). Durante a diferenciacdo dos osteoclastos, as concentracfes de
calcio citos6lico mostram um padrao oscilatério (ASAGIRI et al., 2005; TAKAYANAGI et al.,
2002). Osteoclastos maduros absorvem vastas quantidades de célcio acompanhadas por
produtos organicos de degradacdo 6ssea durante a reabsorcdo. Como 0 excesso de ions célcio
é toxico para os osteoclastos, a sobrevivéncia dos osteoclastos é assegurada pela extrusdo de
calcio no espago extracelular circundante via transcitose (SALO et al., 1997) ou certos
transportadores de célcio (MOONGA et al., 2001; LI et al., 2007). Experimentalmente foi

demonstrado que a expressao das isoformas 1 e 4 da CAA da membrana plasmatica pode ser
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aumentada durante a fase tardia da diferenciagdo dos osteoclastos (BRINI, 2009; DI LEVA et
al., 2008).
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3.2 JUSTIFICATIVA

Considerando que a NKA e a CAA sdo sensiveis ao status oxidativo celular
(CHOUDHARY; BODAKHE, 2016; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2010), que o estresse
oxidativo estd envolvido na patogénese da lesdo periapical (DEZEREGA et al., 2012;
INCHINGOLO et al., 2014; MINCZYKOWSKI et al., 2001) e que a relagéo entre o estresse
oxidativo, as atividades da NKA, da CAA e periodontite apical ainda nédo foi estabelecida, o
presente estudo investigou a influéncia da periodontite apical sobre parametros de estresse

oxidativo e sobre as atividades de ATPases em diferentes drgaos de ratos adultos e jovens.

3.3 PRODUCAO CIENTIFICA

3.3.1 Manuscrito 1 — Apical periodontitis induces changes on oxidative stress parameters

and increases Na*/K*-ATPase activity in adult rats.
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Abstract

Introduction: Endodontic infection can cause systemic alterations. The involvement of
oxidative stress (OS) and transmembrane enzymes compose the pathogenesis of various
systemic diseases. However, the relation among apical periodontitis (AP), OS parameters and
Na'/K*-ATPase (NKA) pump is not reported in the literature. This study evaluated the AP
influence on OS parameters and NKA activity in adult rats. Methods: Adult male Wistar rats
were randomly assigned to two experimental groups: control (CT group; n=8) and AP (AP
group; n=9), which was induced on the first right mandibular molar tooth. After 21 days of AP
induction, mandibles were dissected for radiographic analysis. In addition, heart, liver, pancreas
and kidney were collected for analysis of endogenous OS parameters and NKA activity. Data
were analyzed by Student’s T-test. Values of P<0.05 were considered statistically significant
for all comparisons made. Results: AP increased RS levels only in the heart while the other
analyzed organs did not have this parameter modified. Heart and pancreas had a decreased
endogenous antioxidant system (catalase activity and vitamin C levels), liver and kidney had
an increased one. AP increased NKA activity in the heart, liver and pancreas, but not in the
kidney. Conclusion: The modulation of both endogenous antioxidant defense system and NKA
activity in vital organs suggested that alterations in the antioxidant status and cellular
electrochemical gradient may be involved in the AP pathophysiology.

Keywords: periapical lesion, sodium pump, antioxidant defense system, endodontic lesion,

oral-systemic relationship
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Introduction

Apical periodontitis (AP) results from untreated dental caries and it is characterized by
inflammation and destruction of periradicular tissues induced by the dental pulp space microbial
infection'. Regarding AP, neutrophils from peripheral blood show high reactive oxygen species
(ROS) production, which is a host defense mechanism against the invading pathogen? and
represents an important pathogenic mechanism for diseases that present phagocytic infiltration
and bone resorption®. AP increased systemic inflammatory markers (Samuel et al., 2018), which
may cause oxidative stress (OS)°. This characteristic triggers a systemic immune response and
impairs remote organs consequently affecting the overall health of patients®. Cells normally
have regulatory protective mechanisms against OS®. These mechanisms are activated by the
production of cytoprotective agents that scavenge ROS, for example, the endogenous
antioxidant system’. ROS can directly induce cytotoxic effects and oxidative damage to lipids,
proteins and DNA besides interfering in cell growth and cell cycle progression®. It also induces
apoptosis® and causes matrix degradation via the induction of matrix proteinases. Besides, ROS
indirectly acts as an intracellular signaling molecules during osteoclastogenesis, which is an
important process in hard tissue degeneration™®.

The sodium pump (Na*K*-ATPase; NKA), a P-type ATPase, is a transmembrane
enzyme responsible for the active transport of sodium (Na*) and potassium (K*), which plays a
key role in controlling homeostasis and cellular electrochemical gradients in almost all higher
eukaryotic cells and has been extensively investigated!!. Recently, a signaling function for
NKA was discovered, as well as its involvement in systemic diseases such as obesity, diabetes,
dyslipidemia and atherosclerosis. Such conditions are related to OS, characterizing an
imbalance between oxidant and antioxidant agents?. However, this relationship has never been
reported in AP. Considering this context, the objective of this study was to evaluate the AP

influence on OS parameters and its relation to NKA activity in different adult rats’ organs.

Materials and methods
Animals

Adult male Wistar rats (sixteen weeks old) were housed in groups of four (£1) animals
per Plexiglas® cages with free access to standard chow (Supralab®, Alisul Alimentos LTDA,
Brazil) and tap water in a room with controlled temperature (23+1°C) on a 12h light/dark cycle.
Before starting the experimental protocol, the animals underwent a 7-day acclimatization
period. The Animal Ethics Committee of the Federal University of Santa Maria (CEUA:
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7021190117), which is affiliated to the Council of Animal Experiments (CONCEA), following

international norms of animal care and maintenance, approved all procedures.

Apical periodontitis induction protocol

The animals were randomly divided in two experimental groups: control (CT group; no
AP; n=8); apical periodontitis (AP group; n=9). AP was induced in animals of the AP group
by pulp occlusal exposure of the first mandibular right molars. The pulp exposure was
performed under anesthesia (ketamine/xylazine, 70 and 6 mg/kg, intramuscular injection,
respectively) with a spherical bur 1011HL (KG Sorensen® Ind. Com. Ltda, Brazil) at high
speed, under constant irrigation. The pulp chambers were left exposed to the oral environment
for 21 days to allow AP establishment. Intact right mandibular first molars were used as controls
(CT group)® (Figure 1).

Samples preparation

After 21 days of endodontic access, animals were euthanized by cardiac puncture and
heart, liver, kidney and pancreas were collected. For all biochemical assays, the tissues were
homogenized in TrisHCI buffer (10mM; pH 7.4) and centrifuged at 3640g for 15min. The
supernatants were used for biochemical analysis. The jaws were removed and submitted to

radiographic shots for analyzed for presence of periapical lesion in the CT group.

Biochemical assessments
Tissue reactive species (RS) levels estimation

The RS levels were quantified using the oxidant sensing fluorescent probe, 2,7-
dichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA, Sigma Aldrich®, Brazil)'*. The oxidation (DCHF-
DA) to dichlorofluorescein (DCF) was determined at 488nm for excitation and 525nm for
emission. Tissues samples were incubated for 1h until the fluorescence measurement. DCF-RS

levels were expressed as percentage of CT group.

Tissue antioxidant defenses estimation
Catalase (CAT) activity was spectrophotometrically quantified monitoring the H>O>
disappearance (Proquimios®, Brazil) in the presence of homogenate at 240nm?*°. The enzymatic

activity was expressed in umol H,0,.g tissuet.min.
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Vitamin C (VIT C) was estimated as described by Galley et al.'®. This method produces
an orange chromogen by the reaction with dinitrophenylhydrazine at 37°C,
spectrophotometrically measured at 520nm. A standard curve using ascorbic acid was used to

calculate the VIT C content and it was expressed as mg ascorbic acid.g tissue™.

Tissue NKA activity estimation

NKA activity assay was adapted from Muszbek et al.}’. The method is based on
inorganic phosphate (Pi) released by ATP (Sigma Aldrich®, Brazil) hydrolysis. The formed
molibdate-Pi complexes were spectrophotometrically measured at 405nm. Values were
calculated in relation to standard curve constructed with Pi at known concentrations and

corrected by protein.

Statistical analysis
Data were analyzed by Student’s T-test. All data are expressed as means + standard
error of the mean (SEM). Values of P<0.05 were considered statistically significant for all

performed comparisons.

Results
AP influence on RS levels and antioxidant defenses in vital organs of rats (Table 1)

AP increased RS levels only in the heart. This parameter was not modified in the liver,
pancreas and kidney in relation to CT group.

AP group showed decreased levels of VIT C, but no changes in CAT activity in the
heart compared to CT group. In the liver, AP increased CAT activity, while no alteration in VIT
C levels was observed in relation to CT group. In the pancreas, AP group showed decreased
CAT activity and no changes in VIT C levels were observed in comparison to CT group. On
the other hand, AP increased CAT activity and VIT C levels in the kidney in relation to CT

group.

AP influence on NKA activity in vital organs of rats (Figure 2)
Regarding the AP group, NKA activity was increased in the heart, liver and pancreas,

but not in the kidney when compared to CT group.
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Discussion

Recent systematic review and meta-analysis suggests an association between chronic
AP and adverse systemic outcomes®®. It has been reported that the OS is related to AP
pathogenesis affecting the overall health of patients®. In addition, alterations in the NKA
activity might be involved in the pathogenesis of several systemic diseases affecting different
organs and systems. To the best of our knowledge, this study is a novel in evaluating the AP
influence on OS parameters and NKA activity in the heart, liver, pancreas and kidney of rats.
Our findings showed that the experimental AP model induced: (i) increase RS levels in the
heart, (i) changes in antioxidant system, as VIT C levels in heart and kidney and CAT activity
in liver, pancreas and kidney. Besides, (iii) the NKA activity in the heart, liver and pancreas
was increased.

The OS resultant from high ROS generation has demonstrated a positive association
with AP°. However, studies about the role of endogenous antioxidant defense systems in the
endodontic pathology are still scarce in literature. In the current study, AP was related to
modulations in the antioxidant system, represented in this work by CAT and VIT C. Both heart
and pancreas showed decreased VIT C levels and CAT activity, respectively. The liver showed
increased CAT activity, while an increase in CAT activity and VIT C levels were observed in
the kidney. Accordingly, VIT C serum levels were increased in patients with periapical
inflammation®®. Periapical lesion is related to changes in reduced glutathione levels in blood of
rats as well?°, In this study, the reduction in cardiac and pancreatic CAT activities and its
increase in the liver and kidney demonstrated amplification and its consumption in the hydrogen
peroxide detoxification generated through the conversion of superoxide by superoxide
dismutase, critical cytoprotective enzymes for the RS scavenging®®. Based on our findings, it is
believed that the modulation of VIT C levels and CAT activities, as observed in the AP group,
may be related to an attempt of this antioxidant defense to counteract high RS. These RS was
locally generated during the inflammatory response because it is one of polymorphonuclear
leukocyte defense mechanisms against the pathogenic microflora related to AP*. These
findings confirm that the recruitment of endogenous antioxidant defense system is an important
protection strategy against oxidative damages related to AP. Maintaining a balance between RS
and antioxidants is essential for apical health. However, the endogenous antioxidants evaluated
in this study did not contain the high generation of cardiac RS induced by AP demonstrating
the fragility of this organ against endodontic infection. In this context, our results demonstrate
that AP determines systemic OS. This condition can compromise the overall health of patients

and significantly contributes to the pathogenesis of severe systemic diseases increasing the risk
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factor of individuals with AP. Our findings corroborate with the previous study of Inchingolo
et al.>, which demonstrated a positive association between chronic AP and OS, i.e., individuals
affected by chronic AP are exposed to OS, which is hazardous to overall health.

Interestingly, AP was able to affect NKA activity in the heart, liver and pancreas,
indicating the imbalance of electrochemical gradients across the plasmatic membrane of these
organs. NKA is a validated target for the regulation of various cardiac conditions? due to its
regulatory role in the secretion of cytokines as the systemic biomarker interleukin 1B and C-
reactive protein®. NKA increased activity was related to reduced lipotoxic cardiomyopathy
through the suppression of systemic inflammation and fatty acids accumulation®*2°, It was
further reported that the increased NKA activity can stimulated NKA downstream signal
pathway, consequently regulating cardiac contractility and alleviating myocardial cell
injury?®?’. In line with this, an NKA activator was able to protect myocardial cells against high
glucose-induced cell injury and apoptosis through ROS level reduction, inhibition of lipid
peroxidation, reduction of Ca?* overload, among others?®. Thus, we suggest that the increasing
in AP-induced NKA activity is an attempt of the heart to protect itself against harmful effects
induced by the endodontic infection.

Considering the liver, NKA activity was increased in the AP group in relation to CT
group. Therefore, AP may increase the NKA activity, which may be related to the matrix
volume stability maintenance, preventing intracellular calcium overload and inhibiting
ischemia and hypoxia exerting liver protective effects. NKA regulates the cellular volume and
aids the maintenance of a resting potential®®.

Sequentially, the pancreas of AP group also exhibited an increased NKA activity. This
finding may be related to the removal of extra-cellular Na* or an increase in K*, which are
manipulations that stimulate the pump, culminating in the hyperpolarization and reduction of
the electrical activity®®. NKA activation may be a consequence of membrane depolarization by
AP presence. Furthermore, the pump activation was shown in inflammatory conditions3!.
Therefore, in this study, we suggest that an increased NKA activity in the pancreas was caused
by endodontic lesion-induced inflammatory process.

However, our findings showed no alterations in renal NKA activity of the AP group.
The most of the filtered Na* in the kidney is actively reabsorbed in the proximal tubules by
different transporters present in the apical membrane. The electrochemical conditions required
for the energetically favorable Na* transport, generated by basolateral NKA, became this a

possible process®2. NKA is a central regulator of kidney functions and a bacterial infection has
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been shown to result in an alteration of the cell membrane permeability to ions® but this was
not observed in this study.

NKA activity depends on Na* coordinated effect on the cytoplasmic side and on K*
coordinated effect on the extracellular side of the plasmatic membrane in ATP presence. NKA
acts by increasing the ATP hydrolysis rate for Na*/K" active transport and body living processes
depend on it. This NKA catalytic function can be accelerated when antibody-antigen interaction
occurs at an activation site of the enzyme. The main NKA activation hallmark is the increase
in the turnover ATP hydrolysis rate and Na*/K* active transport. Moreover, NKA activation
clearly protects enzyme activity against natural denaturing process?, as observed in the
presence of a pathological process®. It also affects cellular activities by regulating intracellular
Ca?* transients. However, no significant changes of the Na* and K* affinity ratio were detected
during the NKA activation, suggesting that the enzymatic mode for Na*/K" ion transporting
system is the same observed in normal enzyme state?. The damage induced by AP may increase
NKA activity and contributes to reduce ion loss, thus maintaining Na* ion homeostasis®.

Our results showed that AP increased NKA activity in the heart, liver and pancreas
besides being able to exert a modulatory role in the antioxidant defense system of these tissues.
Based on this study, we suggest that NKA activation preserved the integrity and functionality
of the enzyme minimizing the harmful systemic effects related to AP. Currently, no study
showing the AP influence on NKA activity and antioxidant system defense in different tissues,
more exactly in the heart, liver, pancreas and kidney was found in the literature. From this study,
we suggest that a cellular electrochemical gradient alteration may be involved in the periapical
lesion physiopathology, thus modulating the NKA activity and the endogenous antioxidant

defense.
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Captions
Figure 1 — Experimental design. CT: control group (n=8). AP: apical periodontitis group (n=9).

Figure 2 — Apical periodontitis (AP) influence on Na*K*-ATPase (NKA) activity in different
vital organs of adult rats. Data expressed as means=SEM. (A) Heart; (B) Liver; (C) Pancreas,
(D) Kidney *Indicates significant difference of CT group (P<0.05). CT: control group (n=8).
AP: apical periodontitis group (n=9).

Table 1 — Influence of apical periodontitis (AP) on reactive species (RS) levels, catalase (CAT)
activity and vitamin C (VIT C) levels in different tissues of rats. Data expressed as means+SEM.
*Indicates significant difference from CT group (P<0.05). CT: control group (n=8). AP: apical
periodontitis group (n=9).
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Figure 2 — Apical periodontitis (AP) influence on Na*K*-ATPase (NKA) activity in different

vital organs of adult rats

15- B
s 15-
> E 2E
B E S E
o 2 10 B E
@ 9 * @ 2 10
@ @ 2
oo m 2
<= £
+ B 5 '1.:?.-: 5
X3 X3
g8 | __ 5

£ Z c

0 0

(@
O

Na*K"-ATPase activity
nmeoel Pilmg protein/min
Na*K*-ATPase activity
nmol Pifmg protein/min

L u

1 CT group
El AP group

Data expressed as meansSEM. (A) Heart; (B) Liver; (C) Pancreas, (D) Kidney *Indicates significant difference

of CT group (P<0.05). CT: control group (n=8). AP: apical periodontitis group (n=9).



Table 1 — Influence of apical periodontitis (AP) on reactive species (RS) levels, catalase (CAT) activity and vitamin C

(VIT C) levels in different tissues of adult rats.

RS levels CAT activity VIT C levels
(% of control) (umol H20,.g tissue*.min?) (mg ascorbic acid.g tissue™)
CT group AP group CT group AP group CT group AP group
Heart 100.00+4.37 121.60+2.88* 343.80£11.90 323.60+13.70 47.90+£2.75  36.22+3.73*
Liver 100.00+£7.14  95.50+6.70 464.30£10.46 697.29+15.23* 86.07+3.32 86.84+3.35

Pancreas 100.00+1.44  94.42+5.34 286.69+13.15 233.06+18.26* 59.72+18.82  77.91+22.97
Kidney 100.00+9.87  84.44+7.34 473.35+9.63 518.63+11.32* 11.38+0.95  29.94+1.72*

Data expressed as means+SEM. *Indicates significant difference from CT group (P<0.05). CT: control group (n=8). AP: apical periodontitis group
(n=9).
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3.3.2 Manuscrito 2 — Apical periodontitis increases oxidative damages and impairs

ATPases activity in different organs of the young adult rats

Na continuidade dos estudos, realizamos, novamente, um experimento com o modelo
animal de periodontite apical agora utilizando ratos Wistar machos e jovens a fim de verificar
a influéncia da idade sobre os pardmetros analisados no experimento anterior. Além disso, esse
estudo também teve como objeto a investigacdo da influéncia dos diferentes tempos de
exposicao pulpar (7, 14 e 21 dias) sobre parametros de estresse oxidativo e sobre as atividades
da NKA e da CAA.
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Abstract

In apical periodontitis (AP), the generation of reactive species (RS) represent an important host
defense mechanism, whose chronic imbalance of the redox system causes tissue damages. The
consequent oxidative stress has been implicated in the AP pathogenesis and can modify the
membrane enzymes activity such as ATPases. Based on this, the influence of AP on the
oxidative stress parameters and on the Na*K*-ATPase (NKA) and Ca?*-ATPase (CAA)
activities in the heart, liver and pancreas of the rats was evaluated. Young adult male Wistar
rats were randomly designated in two experimental groups: control (CT group; n=21) and AP
(AP group; n=24). In this last group, AP was induced by oclusal pulp exposure of the first right
mandibular molar tooth. After 7, 14 and 21 days of AP induction, one third of each experimental
group was euthanized and heart, liver and pancreas were collected for oxidative damages
quantification, as also NKA and CAA activities. The oclusal pulp exposure was able to induce
AP, and consequently, oxidative damages were observed in the heart, liver and pancreas,
especially 21 days after oclusal pulp exposure. In general, AP was related to decrease in the
NKA and CAA activities in all organs evaluated, with exception of the pancreatic CAA, whose
activity was increased in all the times evaluated. The current findings suggest that the
endodontic disease is able to exert deleterious influences on the oxidative system, thus affecting
both NKA and CAA activities. Our outcomes reinforce the biological plausibility of an
association between AP development and oxidative damages, besides adding changes in the

cellular electrochemical gradient in the AP physiopathology.

Keywords: periapical lesion, sodium pump, calcium pump; endodontic lesion, oral-systemic
relationship
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Introduction

In the apical periodontitis (AP), reactive species (RS) generated by phagocytic cells in
response to the bacterial challenge, represent an important defense mechanism of the host,
whose imbalance of the redox system results in tissue damages. At molecular level, AP is a
bacterial origin pathology that can lead to bone resorption, where the RS characterize as one of
the most deleterious mechanisms (Zaragoza et al., 2006), especially when their generation
exceeds the tissues antioxidant capacity, thus leading to the oxidative stress development.
(Ebadi; Srinivasan; Baxi, 1996). Therefore, an increase in RS generation or a reduction in
endogenous antioxidant defenses, or both, culminates in oxidative stress (Rochette et al., 2014).
Oxidative stress contributes to several systemic diseases and has been involved in the
pathogenesis of AP (Akalin et al., 2007; 2008; Dezerega et al., 2012; Inchingolo et al., 2014;
Minczykowski et al., 2001).

Oxidative stress can also modulate the activity of membrane enzymes such as ATPases
(Lima et al., 2009). Both Na*K*-ATPase (NKA; sodium bomb) and Ca**ATPase (CAA;
calcium bomb), two type P-type ATPases, are transmembrane enzymes that control ion flow
through the active transport of potassium (K*) and sodium (Na'), and calcium (Ca?"),
respectively, in eukaryotes (Kuhlbrandt, 2004). These ions play a fundamental role in the
control of homeostasis and cellular electrochemical gradient. Whereas NKA is associated with
vital physiological functions such as maintenance of cellular integrity, cell volume regulation
and osmotic pressure (Shen; Sangiah, 1995), CAA maintains calcium homeostasis and is
responsible for intracellular signaling events (Jones et al., 2010). Recently, a signaling function
was discovered, as well as their involvement in neurodegenerative and systemic diseases, which
are also related to oxidative damages (Yan; Shapiro, 2016).

Different studies have shown the occurrence of an oxidative regulation on the ATPase
activities (Choudhary; Bodakhe, 2016; llhara; Kageyama; Kondo, 2005; Lima et al., 2009),
however, such association has never been reported in AP, although both events, AP and ATPase
activities, are influenced by oxidative stress (Choudhary; Bodakhe, 2016; Dezerega et al., 2012;
Inchingolo et al., 2014; Minczykowski et al., 2001). The present study aimed to evaluate the
influence of AP on the oxidative stress parameters, and on the NKA and CAA activities in the

heart, liver and pancreas of the young adult rats.

Materials and methods

Animals
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Young adult male Wistar rats (2 months old) were used. They were housed at four (1)
animals per Plexiglas® cages with free access to food (standard chow; Supralab®, Alisul
Alimentos LTDA, Sdo Leopoldo, RS, Brazil) and tap water in a room with controlled
temperature (23£1°C), on a 12h light/dark cycle. Before starting the experimental protocol,
animals underwent an acclimatization period of 7 days. The Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA n°® 7021190117), which is affiliated
to the Council of Animal Experiments (CONCEA), following international norms of animal

care and maintenance, approved all procedures with animals.

Protocol of AP induction

Rats were randomly designed to two experimental groups: (1) control (CT group; no AP;
n=21); (I1) apical periodontitis (AP group; n=24). In order to induce experimental AP, each
animal of AP group had the occlusal surface of the right first mandibular molar open until pulp
exposure under anesthesia (ketamine/xylazine, 70 and 6 mg/kg, intramuscular injection,
respectively), with spherical high velocity tips 1011 HL (KG Sorensen® Ind. Com. Ltda,
Barueri, SP, Brazil), under constant irrigation. . Intact right mandibular first molars were used
as controls (CT group) (Wolle et al., 2013). After 7, 14 and 21 days of pulp exposure, one third
of each experimental group were anesthetized (ketamine/xylazine, 70 and 6 mg/Kkg,
intramuscular injection, respectively), euthanized by cardiac puncture, and heart, liver and
pancreas were collected from each rat (Fig. 1). The tissues were homogenized in TrisHCI buffer
(10mM; pH 7.4), centrifuged at 3640g for 15min and the supernatants were used for
biochemical analysis according to the method described below. The jaws were removed and

submitted to radiographic shots for analyzed for presence of periapical lesion in the CT group.

Biochemical assessments - Oxidative status

RS generation determination. The RS generation were measured using the oxidant
sensing fluorescent probe, 2,7-dichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA, Sigma Aldrich®, Sao
Paulo, SP, Brazil) (Hempel et al., 1999). The oxidation of the DCHF-DA to dichlorofluorescein
(DCF) was determined at 488nm for excitation and 525nm for emission. Tissues samples were
incubated for 1h until fluorescence measurement. DCF-RS generation were corrected by
protein content (Lowry et al., 1951), and expressed as percentage of CT group.

Lipoperoxidation (LP) levels estimation. LP levels were estimated using thiobarbituric

acid reactive substances (TBARS), as described by Ohkawa et al. (1979). This measure is based
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on a reaction with malondialdenyde (MDA) resulting from oxidative damage in lipid
membranes with thiobarbituric acid, in which pink chromogen is generated and can be
spectrophotometrically measured at 532nm. The TBARS levels were expressed as nmol
MDA/qg tissue.

Protein carbonyl (PC) levels determination. PC levels were quantified mixing tissue
samples with 2,4-dinitrophenylhydrazine (10mM DNPH, Sigma Aldrich®, S&o Paulo-Brazil)
for 1h (Yan et al., 1995). Sequentially, denaturing buffer (150mM sodium phosphate buffer,
pH6.8, 3% SDS), heptane (99.5%) and ethanol (99.8%) (all reagents from Vetec® Quimica
Final, Rio de Janeiro-Brazil) was added. Protein isolated was washed twice with ethyl
acetate/ethanol (Vetec® Quimica Final, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) 1:1 (v/v) and suspended in
buffer. Each sample was measured at 370nm against the corresponding HCI sample (blank).
Total carbonylation was calculated according to Levine et al. (1990). The PC levels were
expressed as nmol carbonyl/g tissue.

NKA and CAA activities assays. The assays of both NKA and CAA activities were
adapted from Muszbek et al. (1977), and Meissner, Conner and Fleischer (1973), respectively.
The methods are based on inorganic phosphate (Pi) released by ATP (Sigma Aldrich®, Sao
Paulo, SP, Brazil) hydrolysis (Atkinson et al., 1973). The formed molibdate-Pi complexes were
measured spectrophotometrically at 405nm. Values were calculated in relation to standard
curve constructed with Pi at known concentrations and corrected by protein (Lowry et al.,

1951). The NKA and CAA activities were expressed as nmol Pi/mg protein/min.

Statistical analysis

The results were expressed as mean + standard error (SE). All data were analyzed using
two-way ANOVA followed by Duncan’s test for comparisons, when appropriate. Values of
P<0.05 were considered statistically significant for all comparisons made.

Results

Biochemical measurements

Influence of AP on the oxidative status: RS generation, LP and PC levels, besides in
different peripheral vital organs of rats (Table 1).

In the heart, AP group showed increases RS generation 7 days after the pulp exposure,
whose percentage were significantly minor in the subsequent days. At the different times
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evaluated, AP group showed no changes in the cardiac LP generation. Oxidative damages on
the cardiac proteins were quantified by their carbonylation, whose levels were progressively
increased in the AP group on days 14 and 21 post pulp exposure, compared to day 7 post injury
and each other, as well as in relation to the CT group at the same time.

In the liver, AP group showed no changes in the RS levels in comparison to CT group.
However, the LP levels were increased in the day 14 post pulp exposure in relation to CT group
in the same day. At 14th day, hepatic LP levels was significantly higher than those observed in
both 7 and 21" days post pulp exposure, which were also different each other. Considering
the hepatic PC levels, only after 21 days post pulp exposure this oxidative marker was increased
in relation to CT group in the same day, whose levels were significantly higher than those
observed in the other evaluated days.

In the pancreas, all oxidative parameters quantified, that is, RS, LP and PC levels were
increased at 21" day post pulp exposure in relation to CT group in the same time. Comparisons
among the three times evaluated showed that both RS and LP levels were higher in the day 21
post pulp exposure in relation to both days 7 and 14, which were similar each other.
Furthermore, at the 21" day, the increased pancreatic PC levels was higher than those observed

in the day 7™ post pulp exposure.

Influence of AP on both NKA and CAA activities in different vital organs of rats (Figure
2).

In the heart, AP group showed decreased NKA activity on the 21" day post pulp
exposure, whereas CAA was increased on the 7™ and decreased on the 21" day post pulp
exposure in relation to CT group (Fig. 2A and B, respectively). Comparisons among time
showed minor NKA activity on the 21" day, in relation to both previous evaluated times (Fig.
2A), while inversely, the CAA activity at the first day evaluated was higher than the subsequent
days, which were similar each other (Fig. 2B).

In the liver, considering the CT group, AP group showed decreased NAK activity in all
times observed, whereas the CAA activity was decreased in both 14" and 21" days post pulp
exposure. Comparisons inside the AP group showed significant differences among all time
observed, indicating a progressive minor activity of the CAA time-depending (Fig. 2C and D,
respectively).

In the pancreas, comparisons between CT and AP groups showed that the AP decreased
the NAK activity at 7" and 21" days after pulp exposure, whereas the CAA was increased in

all times observed (Fig. 2E and F, respectively). Comparisons inside groups showed no
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differences of time on the NAK activity (Fig. 2E), however the CAA activity was higher at 21™
day post pulp exposure in relation to both 7 and 14" days, whose activities were similar each
other (Fig. 2F).

Discussion

Poor oral health and adverse systemic outcomes has been suggested (Gomes et al.,
2012). The current study was developed to evaluate oxidative parameters and ATPases
activities AP-induced in different vital organs of the young rats. Our findings showed that: (i)
the occlusal exposure of the pulp of the right mandibular first molar led to pulp necrosis, thus
inducing AP development, which was observed by the radiographically visible apical
radiolucent area; (ii) AP was able to induce oxidative damages in heart, liver and pancreas,
mostly on the 21" day post pulp exposure; (iii) oxidative damages related to AP development,
impaired both sodium and calcium bomb activities in the same organs evaluated; and (iv) by
AP influence, in the short term, the calcium pump showed increased activity in both heart and
pancreas, whereas the persistence of the endodontic lesion reduced its activity in both heart and
liver on the 14" and 21" days post pulp exposure.

In this study, AP was related to increasing in the RS cardiac levels on the 7™ day post
pulp exposure, what possibly was generate from the inflammatory processes mediated by
endodontic pathogens, together with the recruitment of leukocytes that are evoked by
chemotaxis, thus developing oxidative damages, whose intensity is directly dependent on the
infection gravity (Steeves et al., 2011). The RS generation impairs excitation-contraction
coupling (Maack et al, 2009), induces arrhythmia (Akar et al., 2005), so contributing for cardiac
remodeling by activates signaling pathways, which cause tissue hypertrophy, apoptosis, and
necrosis (Erickson et al., 2008; Ago et al., 2008; Giorgio et al., 2005; Halestrap, 2005). The
oxidative damage that result from higher RS levels can affect physiological structural element,
including proteins, amino acids, lipids, and carbohydrates (Anderson, 1996). In the short term,
we observed an increased cardiac CAA activity on the 7" day post pulp exposure. The activation
of ATPases has been demonstrated as a protection mechanism of their enzymatic activity
against denaturing process (Xu et al., 2005), that can be raised in pathological processes
(Choudhary; Bodakhe, 2016; Sartori et al., 2017), as observed in this study. From 14™ day post
pulp exposure, with the persistence of endodontic infection, calcium bomb activity decreased
until the last experimental evaluation at 21" day, whose activity was minor than the CT group.
In this last evaluation, our findings also showed that an increased PC levels in the heart, which

may be related to the ATPases inactivation and the consequent reduction of their activities, as
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observed in both sodium and calcium pumps. A variety of pathological conditions in the heart
had shown decreasing in the activity and expression of calcium pump (Periasamy; Huke, 2001),
whose etiology was related to oxidative stress (Bishopric; Anderka; Slepak, 2001). The calcium
pump is sensitive to oxidative stress and its impaired activity may be implicated in myocardial
cells dysfunction (llhara; Kageyama; Kondo, 2005). Therefore, a decreased activity or
expression of the calcium pump can be considered a marker of heart failure (Eisner; Caldwell,
Trafford, 2013), demonstrating the damage that AP can exert on cardiac function, which is
being confirmed through our findings. Furthermore, the deleterious influence of AP
development was also observed on the cardiac NKA, which showed reduced activity in a time
dependent manner, which was observed from dental pulp exposure until the 21" day post pulp
exposure, when its activity was minor than those observed in the CT group. The activity of the
NKA is also crucial for the control of different cardiac conditions (Sehirli et al., 2015;
Drummond et al., 2016) due its regulatory action on cytokines secretion (Qin et al., 2016). In
the heart, NKA activity maintains a balanced sodium gradient, which is essential for generating
rapid upstroke of the action potential to maintain the ionic homeostasis, thus driving a number
of ions exchange and transport processes critical for normal cellular function, and control of the
cell volume (Fuller et al., 2013). In summary, the NKA indirectly controls myocardial
contractility (Blaustein, 1977). As observed in our findings, AP can be potentially harmful to
both NKA and CAA activities, which can be particularly worrying in patients with
cardiovascular diseases, in which oxidative stress plays a crucial role and is causally linked to
the progression of the disease (Giordano, 2005; Balaban; Nemoto; Finkel, 2005; Kohlhaas et
al., 2010; Nakamura et al., 2002). According, patients affected by chronic AP presented
reduction in the antioxidant status and higher levels of systemic oxidative stress (Inchingolo et
al., 2014). Moreover, elevated levels of oxidative stress markers were detected in the saliva and
in the endodontium of the patients with AP (Vengerfeldt et al., 2017). A positive association
between chronic AP and oxidative stress also had been demonstrated (Inchingolo et al., 2014;
Vengerfeldt et al., 2017), thus confirming our findings.

Advancing our interpretations, in the liver a decreasing in the NKA activity from 7" day
post pulp exposure was observed. Owing to the short half-life and high reactivity of RS
(Anderson, 1996), our study showed consequences of increasing of their generation, thus
decreasing the NKA activity, what can be related to the RS-induced protein carbonilation due
to the endodontic infection. On the continuity of our observations, on the 14" day, post pulp
exposure induced increasing on hepatic LP levels in relation to CT group. Indeed, LP

development is closely involved in RS-induced tissue damages (Del Rio; Stewart; Pellegrini,
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2005), since these RS are able to react with polyunsaturated fatty acids of cellular membranes
or lipoproteins (Akalin et al., 2007), thus affecting their function and structural integrity (Van
Ginkel; Sevanoan, 1994). An oxidative imbalance favoring RS generation in patients with AP
versus healthy controls and endodontically-treated patients has already been demonstrated
(Dezerega et al., 2012), proving evidences that RS generation is implicated in the damages of
the extracellular matrix components incurred during inflammatory diseases (Lamster; Novak,
1992). On the 14™ day post pulp exposure, such AP-induced oxidative stress scenario also
affected both NKA and CAA, reducing their activities in the liver. Considering the RS and LP
quantification, their increased levels are accepted as biomarker of oxidative stress (Khalili;
Bilokytska, 2008), since they play a role in the AP pathogenesis (Dezerega et al., 2012;
Inchingolo et al., 2014; Minczykowski et al., 2001). Based on this, we hypothesize that the
increasing of these biomarkers might contribute to decreasing in the ATPases activities, as
observed in the AP group. This concept is in agreement with previous reports, which showed
an oxidative regulation of ATPases (Choudhary; Bodakhe, 2016; Ilhara; Kageyama; Kondo,
2005; Lima et al., 2009). In addition, infectious pathologies also interfere with ATPases
activity. Studies involving Herpes simplex virus infection (Mi et al., 2010; Schaefer et al., 1982)
and the Aeromonas hydrophila bacterium (Kong et al., 2017) have shown reduced NKA
activity, although the exact mechanism is not yet clear. On the day 21, AP was related to the
high levels of both LP and PC, in addition to decreased sodium and calcium pumps activities.
According, neutrophils obtained from peripheral blood of AP-patients showed increased
parameters of oxidative stress (Minczykowski, 2001). Like sodium pump, the calcium pump is
an integral membrane protein and therefore susceptible to oxidative stress (Choudhary;
Bodakhe, 2016; Ilhara; Kageyama; Kondo, 2005; Lima et al., 2009), as demonstrated by recent
studies (Baskaran et al., 2018; Miltonprabu; Sumedha, 2014).

In the pancreas, our findings showed reduced NKA activity of the AP group on the 7%
day post pulp exposure, which can be consequent to the RS generation-induced proteins
oxidative damages, due to the endodontic infection. Since production rates of RS are similar to
reaction rates with biomolecules (Floyd, 1990), we didn't detecting differences in RS levels
between the experimental groups due to their high reaction speeds, but we can observed the
consequences of the RS generated by AP at this experimental time. As observed in a variety of
disturbances related to RS overproduction and to consequent oxidative stress development, AP
has been described by induce damages to cellular macromolecules (Anderson, 1996). In this
context, on the 21" day post pulp exposure, our outcomes showed a decreasing in NKA activity

in the AP group, as well as increasing all oxidative parameters here evaluated, such as RS, LP
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and PC levels, reinforcing the involvement of oxidative stress in the AP pathogenesis, as
previously suggested (Dezerega et al., 2012; Inchingolo et al., 2014; Minczykowski et al.,
2001). A reduced activity and expression of the pancreatic NKA pump is related to
hyperinsulinaemia and insulin resistance as it occurs in type 2 diabetes mellitus and obesity
(lannello; Milazzo; Belfiore, 2007). In the process of glucose-induced insulin release from the
pancreatic -cell, calcium plays an important role (Herchuelz; Pachera, 2017). Interestingly,
from our current findings, we observed an increasing in calcium pump in AP group in all
evaluated time-points, which can be related to decreased calcium levels in the cytosol and
apoptosis induction, as demonstrated by Herchuelz and Pachera (2017).

In summary, through the current study, we are showing that AP development can exerts
deleterious influences on the oxidative status and consequently to affects the ATPases activities
in vital organs such as heart, liver and pancreas. We hypothesized that the systemic damage
AP-induced is time dependent, ie worsening with persistent endodontic lesion, negatively
modifying markers of oxidative stress and impairing ATPases activity in the mentioned tissues.
Indeed, oxidative damages in the cell membranes could impair membrane bound enzymes, such
as NKA and CAA (Timbrell, 1999), which are important transporter enzymes for ion exchange.
Thus, to protect itself from oxidative stress AP induced, each organ responds differently (Vani
et al., 2013), whose protection is dependent of the antioxidant defense system, which includes
different enzymes and endogenous factors here not accessed. Here, the oxidative damages to
plasma membranes AP induced, impaired the activity of membrane bound enzymes, as
ATPases. From our outcomes, we can propose that AP development may impair the general
health and reinforce the biological plausibility of an association between AP and oxidative
systemic outcomes. Moreover, we can suggest that changes in the cellular electrochemical

gradient can be involved in physiopathology of the AP.
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Captions

Figure 1 — Experimental design

Figure 2 — Apical periodontitis (AP) influence on Na*K*-ATPase (NKA) and Ca%*-ATPase
(CAA) activities in different vital organs of young rats. Data expressed as means+SE. CT:
control group. AP: apical periodontitis group. (A,B) Heart; (C,D) Liver; (E,F) Pancreas
Different lower case letters (a-c) indicate significant difference between groups in the same

experimental group (P<0.05)

Table 1 — Influence of apical periodontitis (AP) in different times on oxidative status in heart,
liver and pancreas of young rats. Data are mean=SE. CT: control group. AP: apical periodontitis
group. *Indicates significant difference of the CT group in the same evaluated time (P<0.05).
Different lower case letters (a-c) indicate significant difference between groups in the same
experimental group (P<0.05). Abbreviations and units: RS - Reactive species, expressed as %
of CT group; LP- lipoperoxidation, expressed as nmol malondialdehyde (MDA).qg tissue *; PC

- protein carbonyls, expressed as nmol carbonyl.g tissue™
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Figure 2 — Apical periodontitis (AP) influence on Na*K*-ATPase (NKA) and Ca**-ATPase

(CAA) activities in different vital organs of young rats.
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Table 1 — Influence of apical periodontitis (AP) in different times on oxidative status in heart, liver and pancreas of young rats.

RS generation
7" day
14" day
21" day

LP levels
7" day
14" day
21" day

PC levels
7" day
14" day
21" day

Heart Liver Pancreas
CT group AP group CT group AP group CT group AP group
39.8+2.6 68.2+3.3** 103.4+3.0 117.9+18.7 9.9+1.5 9.3+0.9°
34.4+3.6 45.6+8.3° 93.1+13.3 135.0+8.4 12.1+2.5 11.2+1.6°
37.2+12.2 27.346.3" 124.2+15.5 111.4+18.5 11.0+1.5 20.5+1.4%*
109.2+7.4 102.746.1 286.2+20.0 301.0+32.3° 44.91+4.8 40.4+3.1°
103.8+11.1 95.6+7.7 312.5+18.0 480.3+17.4%* 43.2+1.2 43.7+3.7°
91.3+2.4 86.446.1 267.3+10.6 220.04£22.0° 45.3+2.9 55.543.7%*
934.7479.5 846.1+120.4°¢ 1111.4497.8 1089.4+19.7° 603.3+42.9 584.5+52.8°
910.1450.2 1128.4+30.4° 1206.4+39.9 1013.6452.6° 553.2+27.9 775.3+88.6%
952.3+60.9 2446.8+151.0** 1027.3451.0 2159.9+125.8%* 492.7+47.9 888.9+170.9%*

Data are mean+SE. CT: control group. AP: apical periodontitis group. *Indicates significant difference of the CT group in the same evaluated time (P<0.05).
Different lower case letters (a-c) indicate significant difference between groups in the same experimental group (P<0.05). Abbreviations and units: RS- Reactive
species, expressed as % of CT group; LP- lipoperoxidation, expressed as nmol malondialdehyde (MDA).qg tissue *; PC- protein carbonyls, expressed as nmol

carbonyl.g tissue™.
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4 DISCUSSAO

Recentemente, uma revisdo sistematica e meta-analise do nosso grupo de pesquisa
mostrou que 52% dos individuos apresentam pelo menos um dente com periodontite apical
(TIBURCIO-MACHADO et al., 2019). Estudos epidemiolégicos de prevaléncia e casos-
controle demonstraram a associagdo entre a periodontite apical e diferentes condicOes
sistémicas, como diabetes, doencas cardiacas e fumo (COTTIl; MERCURO, 2015; SEGURA-
EGEA et al., 2005; 2008). Tais pesquisas formaram a base do desenvolvimento da medicina
endoddntica que visa estudar as possiveis repercussdes endodonticas na salde sistémica e vice-
versa (SEGURA-EGEA et al., 2015). N&o ha duvida da evidéncia cientifica da associagéo entre
as doencas endodéntica e sistémica, que levou a uma maior atencdo ao diagnostico e tratamento
dessa doenca dentaria em pacientes com comprometimento sistémico, resultando em melhora
na qualidade da satde bucal e sistémica (SEGURA-EGEA, 2018). Nesse contexto, desde 2017,
0 n0sso grupo de pesquisa promove um conjunto de agOes que integra um programa de extenséo
do curso de Odontologia (UFSM). Tais acbes tém como foco o tratamento de canal de dentes
de moradores da cidade de Santa Maria (RS) e regido. Esses individuos apresentam doencas
sisttmicas, como diabetes, hipertensdo, osteoporose, infeccdo pelo virus HIV, doenca renal
cronica e doengas cardiovasculares. Tais enfermidades tém sua fisiopatologia direta ou
indiretamente relacionada ao desenvolvimento de estresse oxidativo, evento que também pode
ser influenciado pela saude bucal (AKALIN et al., 2007; 2008; DEZEREGA et al., 2012;
INCHINGOLO et al., 2014; MINCZYKOWSKI et al., 2001). Nesse ambito nasceu o desejo de
estudar a repercussao sistémica da infeccdo endodontica considerando parametros de estresse
oxidativo em diferentes 6rgdos. No presente estudo, a influéncia da periodontite apical sobre
Orgdos vitais como coracao, figado, pancreas e rim foi avaliada em ratos machos adultos e
jovens. Assim, parametros de estresse oxidativo em ratos e sua relagdo com (i) a geracdo de
ER; (ii) a oxidacdo de lipidios e proteinas; (iii) a atividade e/ou nivel de antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos tais como a CAT e a VIT C; e (iv) as atividades das enzimas
NKA e CAA foram avaliados.

As avaliacdes foram precedidas da inducéo da periodontite apical atraves da exposicdo
oclusal da polpa do primeiro molar mandibular direito (WOLLE et al., 2013) de ratos machos
adultos e adultos jovens por 21 dias, e por 7, 14 e 21 dias, correspondendo aos manuscritos 1 e
2 apresentados aqui, respectivamente. Tal abordagem sobre a influéncia sisttmica da
periodontite apical foi um grande desafio ja que, até 0 momento, as pesquisas do nosso grupo

estavam voltadas para estudos clinicos e in vitro. Além disso, dados da literatura mostravam
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que a presenca de periodontite apical em um Unico dente ndo induziu alteracdes sistémicas
significativas (CINTRA et al., 2014a; b; c). Assim, surgiam duas novas exigéncias: a
padronizacdo de um modelo animal de periodontite apical em ratos machos adultos e adultos
jovens, e a padronizacao de técnicas de determinagdo de danos oxidativos, defesas antioxidantes
e atividades de ATPases em diferentes tecidos desses animais.

Diferentes metodologias que avaliam os efeitos deletérios da periodontite apical tém
sido descritas na literatura e incluem a inducdo de periodontite apical em um Unico dente
(CINTRA et al., 2014a; b; c; WOLLE et al., 2012; 2013) ou multiplas periodontites apicais
(CINTRA et al., 2016), em dentes imaturos (SCARPARO et al., 2011), estudos longitudinais
(GOMES et al., 2016), estudos in vitro com células troco de medula 6ssea (MARTINS et al.,
2016), ratos diabéticos (AZZUMA et al., 2017; FERREIRA et al., 2017; PRIETO et al., 2017),
estudos clinicos (GOMES et al., 2018), sob suplementacdo profilatica e terapéutica de 6mega
3 (AZUMA et al., 2018a; b) e administracdo sistémica de probiéticos (COSME-SILVA et al.,
2019), entre outros. A partir dessas consideragdes, o primeiro experimento cujo estudo perfaz
0 manuscrito 1 foi desenvolvido em ratos Wistar, machos, adultos (16 meses de idade) e avaliou
0s danos oxidativos e a atividade da NKA no coracdo, figado, pancreas e rim. Na continuidade
dos estudos, para verificar a influéncia da idade e de diferentes tempos de exposi¢do pulpar
sobre 0s mesmos parametros analisados no primeiro experimento com a inclusdo da andlise da
atividade da CAA, um segundo protocolo experimental foi desenvolvido com ratos Wistar,
machos, adultos jovens (2 meses de idade).

A partir do experimento descrito no manuscrito 1 foi possivel observar que a presenca
da periodontite apical, que foi induzida no primeiro molar mandibular direito de cada rato
Wistar, macho, adulto do grupo periodontite apical foi relacionada a repercussdes sistémicas
em diferentes 6rgdos desses animais ap0os 21 dias da exposicéo pulpar. Deste modo, observamos
que cada orgéo respondeu de uma maneira frente a presenca da infeccdo endodontica. Assim,
observamos uma reducdo dos niveis de VIT C e da atividade da CAT no coragao e no pancreas,
respectivamente. Além disso, o figado apresentou aumento da atividade da CAT, enquanto que
no rim observamos um aumento na atividade da CAT e nos niveis de VIT C. Os antioxidantes
sdo definidos como qualquer substancia que, presente em menores concentragdes que as do
substrato oxidavel, seja capaz de atrasar ou inibir a oxidacdo deste de maneira eficaz. Tais
substancias podem agir diretamente, neutralizando a acdo das ER e espécies ndo radicalares ou
indiretamente, participando dos sistemas enzimaticos com tal capacidade (HALLIWELL;
WHITEMAN, 2004). Nossos achados demonstram a eficiéncia do sistema antioxidante de

defesa enddgeno dos animais na neutralizacdo das ER, uma vez que observamos um aumento
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na geracdo de ER apenas no coragdo dos ratos com periodontite apical. Essa modulagdo do
sistema antioxidante de defesa endégeno observada em nossos resultados suportam dados da
literatura que mostram que pacientes com inflamacédo periapical apresentam niveis séricos
aumentados de VIT C (SHETTY; KUMARI, 2012) e ratos com les&o periapical demonstraram
reducdo nos niveis de glutationa sanguinea (BERAR et al., 2015). Como salientado
anteriormente, o sistema antioxidante de defesa endogeno néo foi capaz de conter a alta geracao
de ER cardiacas induzidas pela periodontite apical, demonstrando a vulnerabilidade desse 6rgdo
frente a infec¢do endoddntica. Recentemente, Inchingolo et al. (2014) ja demonstraram que 0
estresse oxidativo gerado pela periodontite apical aumenta o risco de individuos que apresentam
essa infeccdo a desenvolverem doengas sistémicas, revelando que a infec¢do endodontica pode
influenciar a saude sisttmica (MARTON et al., 1993), o que esta de acordo com nossos
resultados.

Além disso, a periodontite apical afetou a atividade da NKA no coragdo, figado e
pancreas de ratos adultos, indicando um desequilibrio do gradiente eletroquimico através da
membrana plasmatica desses 6rgdos. No coracdo, observamos um aumento da atividade da
NKA. Juntamente com a disfuncdo mitocondrial e a geracdo de ER, a expressdo alterada de
varias proteinas sinalizadoras pode prejudicar a funcao cardiaca (TAKIMOTO; KASS, 2007).
A NKA é um importante transportador de ions atraves do sarcolema e, portanto, desempenha
um papel importante no controle da funcéo elétrica e contratil do miocardio (SCHWINGER et
al., 2003), além de ser um alvo validado para a regulacdo de varias condicdes cardiacas
(SEHIRLI et al., 2015). A reducédo da atividade da NKA cardiaca leva a disfuncéo contratil, a
geracdo de arritmias e a insuficiéncia cardiaca (SCHWINGER et al., 2003). No entanto, o
aumento ou a normalizacdo da sua atividade no coragdo pode ser responsavel pela atenuacao
da hipertrofia cardiaca e da remodelacdo (KHATUA et al., 2017). J& foi demonstrado que um
ativador de NKA foi capaz de proteger as células do miocardio contra lesdes celulares induzidas
pela glicose e apoptose por meio da reducdo do nivel de ER, inibi¢do da peroxidag&o lipidica,
reducdo da sobrecarga de célcio (YAN et al., 2017). No coracdo, o aumento da atividade da
NKA ja foi relacionado a reducdo da toxicidade e da inflamacdo (GUO et al., 2016;
OBRADOVIC et al., 2014), além da regulacdo da contratilidade cardiaca, atenuando a leséo
celular do miocardio (XU et al., 2005; ZHENG et al., 2011).

No figado, o aumento da atividade da NKA pode estar relacionado a manutencéo da
estabilidade do volume da matriz e dos niveis intracelulares de calcio, além do impedimento da
ocorréncia de lesdo hipdxico-isquémica. Como o figado desempenha um papel principal na

manutencdo da homeostase metabdlica e é um Orgéo essencial para a resposta ao estresse (MA
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et al., 2020), o aumento na atividade da NKA observado nos animais com periodontite apical
pode ser um mecanismo de protecdo hepatico frente a infeccdo microbiana.

No pancreas, a atividade da NKA ¢ responsiva a multiplos fatores metabdlicos e
hormonais. J& foi demonstrado que a glicose pode ativar (ELMI et al., 2000) e inibir (OWADA
et al., 1999) a bomba de sodio. Presume-se que a insulina ative a NKA por varios mecanismos,
incluindo o aumento do influxo e da sensibilidade aumentada ao sodio, e de alteragdes na
translocacdo, fosforilacdo ou biossintese (revisado em SWEENEY'; KLIP, 1998). A leptinae o
peptideo C também estimulam a atividade da NKA (SWEENEY; KLIP, 2001; VAGUE et al.,
2004). No primeiro experimento, a periodontite apical aumentou a atividade da NKA no
pancreas, 0 que pode estar relacionado ao processo inflamatorio induzido pela infeccéo
endodéntica. Essa ativacdo da NKA ja foi demonstrada em condi¢bes inflamatdrias
(SWEENEY; KLIP, 1998), e pode culminar em hiperpolarizacdo da membrana plasmatica e na
reducdo da sua atividade elétrica (RIBALET; BEIGELMAN, 1982).

Contudo, a periodontite apical ndo alterou a atividade renal da NKA. Os eletrélitos tém
um papel importante na manutencao da homeostase no organismo. Nos mamiferos, os liquidos
e eletrolitos sdo distribuidos nos comportamentos intra e extracelulares, cuja manutencéo de
volume e composicdo e essencial para os processos metabolicos fundamentais a vida. O sédio
e 0 potassio sdo eletrolitos componentes essenciais dos fluidos corporais, como o0 sangue e a
urina, e ajudam a regular a distribuigdo de agua no organismo, além de desempenhar um papel
importante no equilibrio acido-base (STIVANIN, 2014). Nesse contexto, o rim € 0 6rgao mais
importante na regulacdo do volume e da composicao dos fluidos corporais, mesmo que outros
6rgdos, como o coragdo e o figado, auxiliem na manutencdo do equilibrio eletrolitico. Ja foi
demonstrado que a presenca de uma infec¢do bacteriana pode alterar a permeabilidade i6nica
da membrana celular (KONG et al., 2017), no entanto isso nao foi observado nesse estudo, uma
vez que a atividade da NKA renal dos animais com periodontite apical ndo demonstrou
diferenga em relagéo ao grupo controle.

A NKA é uma enzima cotransportadora integral de membrana que acopla a hidroélise de
ATP ao transporte de ions sodio e potassio através da membrana plasmatica de todas as células
animais (KYTE, 1981). A NKA ¢ o principal sistema que contribui para restaurar o equilibrio
dos ions sodio e potassio atraveés da membrana plasmatica, auxilia na manutencao do potencial
de repouso e regula o volume celular (HUIGSLOOT et al., 2002), evita a sobrecarga intracelular
de calcio, sustenta a estabilidade do volume da matriz e inibe eventos de isquemia e hipoOxia;
exercendo, assim, efeitos protetores teciduais (LI e al., 2015). A ativacdo da NKA esta

relacionada ao aumento desse transporte ativo de sodio e potassio e, consequentemente, ao
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aumento da taxa de hidrdlise do ATP. Ademais, a ativacdo da NKA tem sido associada a
preservacao da atividade enzimatica frente ao processo de desnaturacédo (XU et al., 2005), que
pode ocorrer na presenca de um processo patologico (SARTORI et al., 2017). Durante a
ativacdo da NKA ndo foram detectadas alteracdes significativas na afinidade para o sddio e o
potéssio, sugerindo que 0 modo enzimatico para o sistema de transporte desses ions é 0 mesmo
durante a atividade normal da enzima (XU et al., 2005). Tomados em conjunto, esses dados
sugerem que o aumento da atividade da NKA, induzida pela periodontite apical, € uma tentativa
dos 6rgdos de se protegerem contra os efeitos nocivos induzidos pela infeccdo endoddntica.
Além disso, a periodontite apical incitou uma resposta antioxidante enddgena no coracéo,
figado, pancreas e rim. Esses achados indicam que uma alteragdo do gradiente eletroquimico
celular pode estar envolvida na fisiopatologia da lesdo periapical, modulando a atividade da
NKA e o sistema antioxidante de defesa endogeno.

Na continuidade dos estudos, para verificar a existéncia da influéncia da idade e de
diferentes tempos de exposi¢do pulpar sobre os mesmos parametros analisados no primeiro
experimento, um segundo protocolo experimental foi desenvolvido com ratos Wistar, machos,
adultos jovens e trés tempos de exposicdo pulpar, a saber, 7, 14 e 21 dias. Assim, 0 segundo
experimento avaliou parametros de dano oxidativo e as atividades da NKA e da CAA em
diferentes érgdos vitais de ratos jovens com periodontite apical. A exposic¢do pulpar de molares
é um modelo bem caracterizado e amplamente utilizado de periodontite apical experimental em
ratos (CINTRA et al., 2014a; b; c; SCARPARO et al., 2011; WOLLE et al., 2012; 2013). Neste
estudo, a periodontite apical foi induzida com sucesso em ratos Wistar atraves da abertura
oclusal do primeiro molar mandibular direito até a exposi¢do pulpar, como observado
radiograficamente pela area radioltcida apical desse dente do grupo periodontite apical no 21°
dia experimental.

A presenca de periodontite apical no primeiro molar mandibular direito foi associada ao
aumento dos danos oxidativos no coragdo, figado e pancreas, expresso pelo aumento da geracao
das ER e marcadores de oxidacdo lipidica e proteica, os quais foram capazes de causar
alteracdes significativas sobre as ATPases, cuja a reducdo das atividades reflete a extensdo do
dano observado nos diferentes 6rgdos. Estudos anteriores mostram que a oxidacéo de lipidios
e proteinas pode levar a degeneracdo da membrana celular, alterando sua permeabilidade e
inativando enzimas ligadas as membranas, culminando na morte celular (BUS; GIBSON, 1979;
GIROTTI, 1990; SCHARFFETTER-KOCHANEK et al., 1997; SUN, 1990), concordando com

nossos resultados.
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A atividade das ATPases configura um fator importante para os processos de sinalizagdo
celular através da manutencdo do gradiente eletrogquimico transmembrana (MOSELEY et al.,
2007; STAHL; HARRIS, 1986). Uma vez que a sua atividade é sensivelmente modificada pelo
estresse oxidativo (TEIXEIRA et al., 2011; 2012; LIMA et al., 2009), alteracOes na atividade
dessas enzimas podem representar um importante marcador de toxicidade (CHAUDHARY;
PARVEZ, 2012; LEES, 1993). Neste contexto, a avaliacdo das atividades da NKA e da CAA
cardiacas, hepaticas e pancreaticas constituiu uma ferramenta para estimar os efeitos nocivos
sistémicos da periodontite apical. Assim, no segundo experimento, observamos uma reducao
significativa das atividades dessas enzimas nos animais com periodontite apical. Como
consequéncia, essa diminuicdo das atividades da NKA e da CAA pode afetar diretamente a
manutencdo da homeostase celular, o gradiente eletroquimico através da membrana plasmatica,
aos potenciais de acdo, bem como a contragdo muscular e a liberacdo de horménios
(HERCHUELZ; PACHERA, 2018; JAMME et al., 1995; LI, STYS, 2001; LEES et al., 1990;
PARI; MURUGAVEL, 2007). Além disso, as ATPases parecem ser particularmente sensiveis
aos danos induzidos pelas ER, uma vez que a reducdo das suas atividades tém sido associadas
a alteracGes na composicao lipidica da membrana plasmatica (DENCHER et al., 2007) e no
estado redox de grupos sulfidrila de antioxidantes endogenos (PARI; MURUGAVEL, 2007).
Assim, acreditamos que a presenca de periodontite apical em um dente foi suficiente para causar
alterac@es funcionais no coragdo, figado e pancreas, as quais estdo fortemente relacionadas aos
danos oxidativos induzidos pela infeccdo endoddntica. Esse achado estd de acordo com Cintra
et al. (2018), que analisou a literatura atual e mostrou uma associa¢do entre a infeccédo
endodontica e alteragdes sistémicas.

Surpreendentemente, observamos diferentes influéncias da periodontite apical sobre a
atividade das ATPases quando consideramos 0s experimentos 1 e 2. A presenca de periodontite
apical em ratos machos e adultos foi relacionada ao aumento da atividade da NKA e a reducéo
das atividades da NKA e da CAA em ratos machos jovens em diferentes 6rgaos,
respectivamente. Tem sido demonstrado que a idade é um dos fatores importantes na
determinacdo do curso e das consequéncia de diferentes infeccdes. Correlacdes entre idade,
sexo, grau de morbidade e patologia foram encontradas, e as citocinas emergiram como
possiveis mediadores para essas observacdes (MORALES MONTOR; HALL, 2007). Durante
processos infecciosos, a interacdo entre os sistemas imune e enddcrino na coordenacdo das
respostas configura uma reacdo de defesa generalizada e adaptativa (PEREZ et al., 2011). Tal
reacdo é caracterizada por mediadores inflamatdrios, capazes de exercer efeitos marcantes sobre

0 sistema enddcrino que, por sua vez, afeta a liberacao de citocinas. Além disso, uma resposta
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imunoenddcrina inadequada pode prejudicar a erradicacao de patdgenos causadores de doengas
(BESEDOVSKY; DEL REY, 1996; PEREZ et al., 2009a; ROGGERO et al. 2009). Nesse
contexto, ja foi demonstrado que ratos machos e jovens sdo mais suscetiveis a infeccdo pelo
Trypanosoma cruzi que ratos machos e adultos. Além da imaturidade do sistema imunoldgico
observado em ratos machos e jovens, esses animais apresentaram valores de parasitemia
significativamente mais altos e um padrdo enddcrino caracterizado por valores elevados nos
niveis de corticosterona e na razdo corticosterona/desidroepiandrosterona-sulfato, o que
favorece a imunossupressédo e a suscetibilidade. Por outro lado, ratos machos e adultos foram
capazes de restringir a carga parasitaria, o que provavelmente resultou do aumento da sintese
de anticorpos como a imunoglobulina G (IgG) e dos niveis de estradiol. Os ratos adultos
também mostraram uma relacao fator de necrose tumoral a (do inglés tumoral necrosis factor,
TNF-a) / interleucina 10 (IL-10) reduzida e menores danos aos tecidos. Assim, ratos jovens
exibiram maior vulnerabilidade a infec¢do por Trypanosoma cruzi em comparagdo aos adultos
e isso pode estar associado a um meio imunoenddcrino inadequado. Tal estudo mostrou que a
resisténcia a infeccdo observada em ratos machos e adultos esta associada a um cenario
imunoenddcrino compativel com um estado protetor e compensado (PEREZ et al., 2011), o que
concorda com nossos achados.

Com base nos dois experimentos que abrangem essa tese, os estudos realizados sugerem
gue a consequéncia da coloniza¢do microbiana dos canais radiculares dos dentes que ocorrem
a partir da exposicdo pulpar causada, primariamente, por carie ou trauma, denominada
periodontite apical, pode modificar os padrdes de dano e os mecanismos de defesa end6geno,
predispondo para o desenvolvimento e/ou agravamento de alteracdes sistémicas. Tal situacéo é
especialmente preocupante uma vez que o envelhecimento da populagdo mundial é uma
tendéncia irreversivel e esta associada ao aumento das doencas cronicas (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2015). No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a mais recente Projecdo de Populacdo estimou que a proporg¢do de idosos
na populacdo deverd ultrapassar a de criangas e adolescentes a partir de 2040. Em 2060,
segundo o estudo, um quarto da populacdo brasileira (25,55%) tera mais de 65 anos (IBGE,
2015). As consequéncias disso para a saude, para os sistemas de salide, seus orgcamentos e para
os trabalhadores de satide serdo profundas (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015).
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5 CONCLUSOES

Tomados em conjunto, os resultados apresentados nesta tese demonstram a acdo
deletéria da periodontite apical sobre as ATPases em diferentes 6rgdos de ratos machos, cujas
atividades podem ser influenciadas pela idade e tempo de infec¢do endodoéntica, que configurou
0 maior achado desse estudo. Além disso, demonstramos que a presenca da lesdo periapical
modulou o sistema de defesa antioxidante enddgeno do coracao, figado, pancreas e rim. Estudos
prévios mostram que a atividade das ATPases e do sistema de defesa antioxidante enddgeno se
relacionam diretamente com fatores internos como os diferentes comprometimentos sistémicos,
nomeadamente as doencas cardiovasculares (BELLIARD et al., 2016), renais (VENUGOPAL
et al., 2017), hepéticas (DOLCI et al., 2017), além do diabetes (WOLLE et al., 2013) e
distdrbios hormonais (BRASIL et al., 2017); e externos, como 0s antioxidantes exdgenos
(WOLLE et al., 2012) ou componentes dietéticos, como 0s acidos graxos poli-insaturados n-3
(AZUMA et al.,, 2017). Tais fatores alteram a resposta do hospedeiro frente aos danos
relacionados a infec¢do endodontica, interferindo no seu curso, podendo conferir protecdo
(AZUMA et al., 2017; WOLLE et al., 2012) ou facilitar a progressdao (ASTOLPHI et al., 2013)
dessa desordem dentaria.

Além disso, é possivel sugerir que a periodontite apical, uma inflamacao e destruigdo
dos tecidos periapicais causados pela infeccdo microbiana da polpa dental (NAIR, 2004;
VERNAL et al., 2006), pode ser relacionada ao aumento da atividade da NKA em ratos adultos
e a reducdo das atividades da NKA e da CAA em ratos jovens em sitios distantes da lesdo
periapical. Entdo, podemos inferir que o aumento na atividade da NKA agiu como um
mecanismo de prote¢do frente ao processo de desnaturagdo enzimatica induzida por processos
patolégicos (BELLIARD et al., 2016; CHOUDHARY; BODAKHE, 2016; LI et al., 2015) dos
ratos machos e adultos. No entanto, a reducdo nas atividades da NKA e da CAA indicam a
influéncia deletéria da periodontite apical sobre as macromoléculas celulares, como
comprovado pelo aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica e proteica observado nos ratos
machos e jovens. Além disso, a partir dos resultados aqui demonstrados, € possivel propor que
a periodontite apical modifica a atividade/niveis de antioxidantes endogenos, indicando um
desequilibrio entre a producéo e a eliminacao de metabdlitos gerados pela injuria endodéntica.
Neste contexto, podemos confirmar que as ER geradas pela ativacdo de células fagociticas
presentes na lesdo periapical podem contribuir para a injaria tecidual periapical e para a
reabsorcdo Ossea, além de alterar a atividade das ATPases em 0Orgaos vitais, 0 que pode

ocasionar implicacdes sistémicas. Cada 6rgdo do corpo humano constitui um sistema e atua de
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forma especifica para desempenhar uma determinada funcdo, garantindo o funcionamento
integrado do organismo. Assim, observamos que cada 6rgdo estudado possui sua
suscetibilidade e sua protecdo frente as injurias (VANI et al., 2013), respondendo
diferentemente a periodontite apical. Além disso, podemos propor que o estresse oxidativo e a
consequente alteracdo no gradiente eletroquimico celular podem estar envolvidos na
patogénese da periodontite apical. Os resultados dos estudos realizados até agora no campo da
Endodontia indicam que o estado de salde periapical esta associado ao estado de saude

sistémico.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo do estresse exidativo sistémicos em ratos com lesde periapical induzida®,
protocolada sob o CEUA n® 7021190117, sab a responsabilidade de Carlos Alexandre Souza Bler ¢ equipe; Camilla dos Santos
Tibdreio Machado; Raquel Cristine Silva Barcelos; Cristiane Cadermator Danesi: Jodo Carlos Giordani; Marilise Escobar Birger - que
envolve a produgao, manutengdo efou utilizagac de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal
(COMCEA), e fol aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animals da Universidade Federal de Santa Maria (CEUA/UFSM) na
reunido de 10/04/2017.

We certify that the propesal "Systemic Oxidative Stress evaluation in rats with induced periapical lesion ®, utilizing 45 Heterogenics
rats (45 males), protocal number CEUA 7021190117, under the responsibility of Carlos Alexandre Souza Bier and team; Camilla
dos Santos Tibdrcio Machado: Ragquel Cristine Silva Barcelos: Cristiane Cadermator Danesi; Jodo Carlos Glordani; Manlise Escobar
Biirger - which invelves the preduction, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Cherdata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Maria (CEUA/UFSM) in the
mieeting of 04/10/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2017 a 05/2017 Area: Fisiologia
Origem: Biotério Central UFSM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 50 a 65 dias N: 45
Linhagem: Wistar Peso: 200a300g

Resumo: O estresse oxidative € um fator resultante de um desequilibrio de pré-oxidantes e antioxidantes que conduz a danos
celulares e injirias ao tecide. Processos inflamatérios aumentam os nivels de estresse oxidativo através da geragao de radicais
livres. Estudos tém levantado a hipdtese de que o processo inflamatdrio crinico na regido do peridpice gerado pela necrose do
tecido pulpar pode ser uma origem de desequilibric oxidativo sistémico. Diante disso, o objetive deste estudo é avaliar se a
presenga de uma lesdo periapical crénica (LP) induzida em ratos aumenta os niveis de estresse oxidativo sistémico. Serao
utilizados 45 ratos machos Wistar com dois meses de idade. Os animais serdo divididos em & grupos, conforme o pericdo de
desenvolvimento da lesdo periapical: i) grupo controle 10 dias (n=5); il) grupo controle 20 dias {n=5); iii) grupo controle 30 dias
{n=5); iv) grupo LP 10 dias (n=10); v} grupo LP 20 dias (n=10); vi} grupe LP 30 dias (n=10). No primeire dia do periodo
experimental, o5 animais dos grupos iv, v e vi serdo submetidos a abertura corondria do primeiro molar inferior direito a fim de
permitir o desenvolvimenta da LP. Nos demais grupos, nenhum procedimento serd realizado, pois servirdo como controles. A
eutandsia ocomera aos 10, 20 e 30 dias apds a abertura do molar, conforme indicagao dos grupos. Serdo coletados figado, coragao
e plasma sanguineo para analisar os niveis de marcadores de estresse oxidativo (catalase, glutationa reduzida e vitamina C) e
hemandibula direita para analise radiografica e do infiltrado inflamatério da LP. Os testes estatisticos aplicados serdao ANOVA de
uma via ou Kruskal-Wallis para comparar os niveis de estresse oxidative entre os seis grupos, a severidade do infiltrado
inflamatdrio entre os grupos iv, v e vi, bem como o tamanho da LP entre esses grupoes. Também serdo executadas analises de
correlacdo para testar se existe comelagao entre as variaveis: grau de infiltrado inflamatdrio ws estresse oxidativo (Correlagio de
Spearman), grau de infiltrado inflamatério vs drea da LP (Correlacdo de Spearman) e drea da LP vs niveis de estresse oxidativo
{Correlacao de Pearson). O nivel de significincia estatistica (7) serd estabelecide em 5% (P < 0,05).

Local do experimento: Os procedimentos serdo realizados nas instalagdes do LapBio.
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