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RESUMO

A periodontite é uma doenca infecciosa caracterizada pela destruicdo dos
tecidos de suporte dos dentes e consequentemente a perda do elemento dental.
Os neutrofilos sdo as primeiras células a chegar ao processo inflamatorio
periodontal e tém como funcao fagocitose e liberacdo de citocinas. Apés alguns
dias os neutrofilos vao sendo gradualmente substituidos por linfocitos, que dao o
carater cronico da periodontite. O tratamento estabelecido para a periodontite € a
orientacdo de higiene oral, raspagem e alisamento radicular e em casos mais
avancados, pode haver a necessidade de antibioticoterapia sistémica. No sentido
de reduzir a prescricdo de antibidticos, tem-se pesquisando o uso da terapia
fotodindmica (PDT) como intervengdo antimicrobiana, com o6timos resultados.
Assim, o objetivo deste trabalho é verificar se a PDT interfere na quimiotaxia de
neutrofilos e linfécitos T no tecido periodontal. Para tal, foram alocados 05
pacientes que passaram por tratamento periodontal prévio com boa higiene oral e
presenca de bolsas periodontais residuais com indicacdo cirargica. A PDT foi
aplicada nos seguintes parametros: azul de metileno (50 pg/mL) aplicado no fundo
da bolsa periodontal e apds 5 minutos foi irradiado via transmucosa com laser de
diodo, 660 nm, P= 100 mW, t= 90 s por ponto, 9 J/ponto, densidade de energia:
22 Jlcm?, densidade de poténcia: 250 mW/cm?. Uma semana apés a PDT foi
realizada remocdo cirdrgica das bolsas e as amostras encaminhadas para
processamento histolégico de rotina e imunohistoquimica para deteccdo de
neutrofilos e linfocitos T. As amostras foram fotografadas e as células positivas
contadas com auxilio do software ImagelJ. Os dados foram avaliados
estatisticamente e n&o houve diferenca significativa entre os grupos (Mann-
Whitney p= 0,5). Conclui-se que a PDT néo interfere na quimiotaxia de neutrofilos

e linfécitos T no tecido periodontal apds 7 dias.

Palavras-chave: Periodontite, terapia fotodinamica, neutrdfilos, linfocitos

T, citocinas.

ABSTRACT



Periodontitis is an infectious disease characterized by the destruction of the
supporting tissues of the teeth and therefore the dental loss. Neutrophils are the
first cells to arrive in periodontal inflammation and have as function phagocytosis
and cytokine release. After a few days, the neutrophils are replaced by
lymphocytes, which give the chronic nature of periodontitis. The established
treatment for periodontitis is oral hygiene care, scaling and root planing, and in
more advanced cases, there may be the need for systemic antibiotics. In order to
reduce the prescription of antibiotics, it has been researched the use of
photodynamic therapy (PDT) as antimicrobial intervention, with great results. The
objective of this work is to verify if the PDT interferes with the chemotaxis of
neutrophils and T lymphocytes into the periodontal tissue. For such, 05 patients
who had undergone prior treatment with periodontal good oral hygiene and
periodontal pockets with residual surgical indication were allocated. PDT was
applied under the following parameters: methylene blue (50 ug/ml) was applied
to the bottom of the periodontal pocket and after 5 minutes, via transmucosal,
was irradiated with diode laser 660 nm, P = 100 mW, t = 90 s per point 9 J/point,
energy density: 22 J/cm?, power density: 250 mW/cm?. One week after PDT, the
surgical removal of the periodontal pockets was performed and the samples sent
for routine histology and immunohistochemistry for detection of neutrophil and
lymphocyte. The samples were photographed and positive cells counted with the
aid of ImageJ software. The data were evaluated statistically and no significant
difference between groups (Mann-Whitney p = 0.5). It was concluded that PDT
did not interfere with the chemotaxis of neutrophils and T lymphocytes in the

periodontal tissue after 7 days.

Key words: Periodontitis, photodynamic therapy, neutrophils, T

lymphocytes and cytokines.
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1. Contextualizacao

1.1 Doenca Periodontal

A doenca periodontal € uma enfermidade que acomete os tecidos de
suporte dos dentes, que sdo: o ligamento periodontal, cemento radicular e o0 0sso
alveolar. Ela comeca através do acumulo de biofilme na superficie dos dentes,
que é uma substancia clara a amarela — acinzentada, composta por bactérias
em uma matriz de glicoproteinas salivares e polissacarideos extracelulares, de
consisténcia amolecida, e sua remocao é feita através da escovacdo e do uso
do fio dental. Inicialmente esse biofilme pode vir a causar uma gengivite , que &
uma inflamacéo dos tecidos de protecdo dos dentes, esse biofilme se néo for
bem controlado, evolui para o calculo dental, que é justamente a sua
mineralizacdo, e esse acumulo de célculo na superficie dental pode levar a uma
periodontite. (LINDHE et al., 2005; CARRANZA et al., 2012).

A periodontite é uma doenca inflamatéria que afeta os tecidos de suporte
dos dentes, leva a perda de insercdo, reabsor¢cdo 6ssea e consequentemente
perda do elemento dental, sendo considerada uma das principais causas de perda
dental em adultos. Sua etiologia esta relacionada a acéo de bactérias anaerdbias,
falta de higienizagdo bucal, e alguns fatores de risco como o tabagismo e o
diabetes, que podem contribuir para o avanc¢o da doenca (GOKHALE et al., 2010
; AZARPAZHOOH et al., 2010).

Dentre, as principais caracteristicas da progressao da doenca periodontal,
estdo o desafio microbiano, ja que a periodontite possui microrganismos

especificos, o0 processo inflamatorio e a destruicdo dos tecidos de suporte do
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dente, onde ocorre a formacéo da bolsa periodontal, que é um espac¢o formado
entre a gengiva e o dente que ultrapassa de 3 mm de profundidade. A periodontite
pode ser classificada em dois tipos: periodontite crbnica e agressiva. A
periodontite agressiva esta relacionada a fatores genéticos, acomete pacientes
mais jovens e sua progressdo é muito rapida. A periodontite crbnica € a mais
prevalente entre os pacientes, afeta normalmente pacientes acima de 35 anos e
seu processo inflamatorio e perda de inser¢cdo acontecem de forma lenta, sendo
considerada localizada quando afeta até 30% dos sitios periodontais (AMERICAN
ACADEMY OF PERIODONTOLOGY - AAP, 2001; CARRANZA et al., 2012)

Os principais patégenos envolvidos na periodontite sdo bactérias
anaerobias Gram negativas como: Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum
(PETELIN et al., 2014).

No estagio inicial da inflamacéo periodontal ocorrem alteragdes vasculares
como a vasodilatacao, as proteinas exsudativas e os fluidos causam o edema nos
tecidos, ocorrendo o influxo de células inflamatdrias, incluindo principalmente os
neutrofilos, macroéfagos e linfocitos. Os neutréfilos, também conhecidos como
leucécitos polimorfonucleares, sao as primeiras células a chegarem no processo
inflamatério e tém como funcao proteger os tecidos do hospedeiro, fagocitando as
bactérias presentes e provocando a liberacdo de enzimas nocivas contra 0s
microrganismos e também ao hospedeiro (BHANSALLI, et al., 2013; LINDHE et al.,
2005).

Os neutrofilos predominam na regido sulcular e o recrutamento dessas
células dos tecidos para o0 sulco gengival acontece através de substancias

guimiotaticas, como a interleucina 8 (IL-8), o sub produto C5a do sistema
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complemento, o leucotrieno B4 e moléculas de adesédo como (ICAM-1- molécula
1 de adesdao intercelular), (ELAM-1 - molécula 1 de adesdo do leucdcito ao
endotélio) que também irdo promover o recrutamento de novos neutrdfilos e
demais células de defesa, como linfocitos e macréfagos, perpetuando o processo
inflamatdrio (SEGUIER et al., 2010; LIU et al., 2001; LINDHE et al., 2005)

Estudos histopatologicos de lesdes periodontais indicam que os neutroéfilos
formam uma barreira protetora entre o epitélio juncional e a placa dentaria,
demonstrando sua grande importancia no tratamento da periodontite (SCOTT et
al., 2012).

Os linfocitos expressam receptores (CD44) que permitem a adesao celular
em estruturas do tecido conjuntivo. Eles s&o divididos em linfocitos B que atuam
na producdo de anticorpos e linfocitos T, que tem como principal funcdo matar
células reconhecidas como infectadas ou por induzir a apoptose. Existem dois
tipos de linfécitos T, o T CD4* conhecidos como células T auxiliares, eles ajudam
os linfécitos B a produzir anticorpos e auxiliam os fagocitos a destruir 0s
microorganismos, produzem citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, interferon-y —
IFN-y, fator de necrose tumoral - TNF-a) que apresentam varias fun¢des, como a
ativagdo das células T citotdxicas ou linfocitos T CD8*, onde eles matam as células
gue abrigam intracelularmente os microrganismos. Os linfécitos juntamente com
os neutréfilos sdo células de defesa do nosso organismo que agem destruindo 0os
microrganismos, Sao muito importantes para a modulacdo do processo
inflamatorio e para o reparo do tecido periodontal (HOGAN et al., 2014; ABBAS et
al., 2003; LINDHE, et al., 2005).

No avancgo do processo inflamatorio, ha predominancia de linfécitos e

plasmacitos, ocorrendo a destruicdo de componentes estruturais como (colageno
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e matriz extracelular) além da perda do 0sso alveolar e migragéo apical do epitélio
juncional, com isso ocorre a formac&o da bolsa periodontal e algumas citocinas
préo—inflamatérias como a IL-1a, IL-1b e o TNF-a participam desse processo

destrutivo estimulando a reabsorcao 6ssea (PAGE, 1991; LINDHE et al., 2005).

1.2 Tratamento periodontal

Segundo as diretrizes da Academia Americana de Periodontia, seguidas
pelo Brasil, o tratamento padrédo para as periodontites é a raspagem, alisamento
radicular, orientacdo de higiene bucal e em casos mais avancados a terapia
cirtrgica e antibioticoterapia. O objetivo do tratamento € restabelecer a saude e
promover o reparo do tecido periodontal, aumentando a longevidade dos dentes
e preservando os tecidos de suporte. Estes procedimentos apresentam
limitagbes como, dificuldade de acesso em areas de furcas, bolsas muito
profundas, regifes distais de molares. Além disso, o uso constante de
antibiéticos para minimizar a infec¢éo pode causar resisténcia bacteriana. (AAP,
2011; PINHEIRO et al., 2010; BALATA et al., 2010; ATIEH, 2010).

ApOGs o tratamento inicial, onde s&o realizados os procedimentos n&o
cirirgicos como raspagem, alisamento radicular e orientacdo da higiene oral, é
feita a reavaliacdo periodontal, que tem o objetivo de avaliar os resultados
obtidos na terapia n&o cirurgica, observando as condi¢cdes gengivais como,
profundidade de bolsa, sangramento a sondagem, mobilidade e nivel clinico de
insergdo. Em alguns casos, o paciente tem um bom controle do biofilme, mas
ainda existem bolsas residuais, que sé@o bolsas periodontais observadas apos o

tratamento, e essas bolsas séo classificadas em: auséncia de bolsa periodontal
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(1-3 mm), bolsa rasa, (4-6 mm) ou bolsa profunda (igual ou maior que 7 mm)

(LINDHE et al., 2005).

As bolsas rasas séo tratadas com raspagem e alisamento radicular e as
bolsas profundas podem ser indicadas para o tratamento cirargico. A cirurgia
periodontal permite uma melhor visualizagdo e acesso as superficies radiculares
e também permite remover o tecido de granulagdo periodontal (LINDHE et al.,

2005; CAPPUYNS et al., 2012).

1.3 Terapia fotodinamica

A terapia fotodinamica (PDT — do inglés photodynamic therapy) é uma
modalidade terapéutica utilizada para causar morte celular baseada no uso de
substancias com propriedades fotossensibilizadoras e a aplicacdo de uma fonte
de luz com comprimento de onda adequado. Os primeiros relatos sobre a terapia
fotodinamica foram por volta de 1900, onde Oscar Raab e Hermann Von
Tappeiner descobriram que a acridina vermelha associada a luz ambiente poderia
causar efeito téxico sobre culturas de protozoarios. Pouco tempo depois foi
relatada a participacéo essencial da luz e oxigénio nesse processo, estabelecendo
o termo “fotodindmico”. Por muitos anos, as pesquisas envolvendo a terapia
fotodinamica foram relacionadas ao tratamento contra o cancer. A partir das
décadas de 80 e 90 os estudos comecaram ampliar suas areas de atuacgéo e
atualmente a terapia fotodinamica é muito utilizada na area médica e odontoldgica
(ACKROYD et al., 2001; JORI et al., 2006).

No processo fotodindmico a molécula do fotossensibilizador (FS) é

excitada para o seu estado singleto como resultado da absor¢do da luz. Apés
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sofrer decaimento para o estado tripleto via cruzamento intersistemas, o FS pode
transferir energia para o oxigénio molecular (reacéo do tipo Il) ou pode participar
de um processo de transferéncia de elétrons que leva a formacao de radicais
(reacdo do tipo ). Estas transferéncias resultam na geracdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO), como radicais superéxido, radical hidroxila e oxigénio singleto,
que possuem efeitos citotéxicos e podem levar a morte de microrganismos

(BETSY etal., 2014 ; BRAUN et al., 2008; LUI et al., 2011).

1.4 Terapia fotodinamica e doenca periodontal

A terapia fotodinamica vem sendo bastante estudada no tratamento
periodontal como tratamento adjunto ao convencional e mais recentemente
como monoterapia. Por ser um método nédo invasivo, ndo apresentar efeitos
adversos e, especialmente pelo seu efeito antimicrobiano, por isso com potencial
de modular o processo inflamatério, isso ocorre porque A PDT causa morte
celular e isso ativa o processo inflamatdério através dos neutréfilos que irdo ativar
o sistema complemento, melhora a apresentacdo de antigenos e a producao de
citocinas. O uso da PDT também reduz o uso de antibidticos na terapia
periodontal, evitando a resisténcia microbiana (ANDRADE et al., 2013; KOLBE
et al., 2014; LIU etal., 2011; CASTANHO et al.,2006).

Estudos in vitro mostraram que a terapia fotodinamica tem efeitos positivos
contra as bactérias peridontopatogénicas e principalmente acédo antimicrobiana
em biofilmes organizados contra Porphyromonas gingivalis (OLIVEIRA et al.,

2011) .
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BRAHAM et al.,, 2009, investigaram o efeito citotoxico da terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT) em Porphyromonas gingivalis e seu papel
na destruicdo da protease associada a viruléncia desse microrganismo, bem como
na, inativagdo de citocinas como o TNF-a e IL-18. Como resultado os autores
observaram que houve um aumento da morte bacteriana, diminuigéo dos fatores
de viruléncia e das citocinas do hospedeiro que prejudicam a reparo periodontal.

Em um estudo com animais, comparou-se o efeito da PDT com a terapia
convencional (raspagem, alisamento e polimento radicular — RAP) contra
bactérias da doenca periodontal. Foi utilizado um laser de diodo com comprimento
de onda de 635 nm e azul de metileno como fotossensibilizador. Em ambas as
terapias houve reducéo significativa da populacao bacteriana, redugcao nos sinais
da inflamacédo, como vermelhiddo, sangramento a sondagem e infiltracdo de
células inflamatorias, mostrando que as duas terapias podem realizar uma eficacia
maior, quando trabalhando as concomitantemente, sendo a terapia fotodindmica
uma adjuvante importante ao tratamento periodontal (QIN et al., 2008),

CHONDROS et,al., 2009, avaliaram os efeitos clinicos e microbioldgicos da
terapia fotodindmica como tratamento adjuvante ndo cirlrgico da periodontite,
onde foram utilizados 24 pacientes com periodontite cronica e aleatoriamente
divididos em dois grupos: raspagem, alisamento radicular e sessdo Unica de PDT
utilizando um laser de diodo com comprimento de onda de 670 nm e um
fotossensibilizador com base em cloreto de fenotiazina (HELBO Blue), e grupo
controle com raspagem e alisamento radicular apenas. Foram avaliados o0s
parédmetros principais da periodontite como: indice de placa, profundidade de
sondagem, recessdo gengival, sangramento e nivel clinico de inser¢cdo. Nao

houve diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos, quanto a
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profundidade clinica de sondagem, recesséao gengival e nivel clinico de inserc¢éo.
Mas houve uma melhoria em relagdo ao sangramento no grupo com a terapia
fotodinamica.

Estudos experimentais com ratos e cdes mostraram que a PDT associada
ao tratamento periodontal reduziu a perda O6ssea e 0s sinais clinicos de
inflamacdo. Um estudo experimental histomorfométrico e microbioldgico realizado
pelo nosso grupo de estudo verificou que o0s animais tratados com PDT
apresentaram uma regeneracao periodontal melhor, medida pela organizacéo do
colageno, infiltrado inflamatorio e perda 6ssea (PRATES et al., 2011).

KASHEFIMEHR et al., 2014, compararam o efeito da terapia fotodinamica

com a terapia periodontal convencional utilizando vinte e dois pacientes com
periodontite crénica. Os individuos foram divididos em dois grupos: raspagem e
alisamento radicular (terapia convencional) e uma aplicagcdo de terapia
fotodinamica associada ao tratamento convencional, para a PDT foi utilizado um
laser de 638nm e azul de toluidina. Foram avaliados: profundidade de sondagem,
sangramento a sondagem, nivel clinico de insercao, recessao gengival, IL 1-
beta, fator de necrose tumoral alfa (TNF- a), metaloproteinase-8 e 9 e quantidade
de polimorfonucleares (PMNs) antes e trés meses apdés o tratamento. Os
resultados demonstraram que houve melhorias significativas para todas as
variaveis em ambos grupos concluindo que a PDT ndo forneceu qualquer
beneficio adicional ao tratamento convencional em termos de parametros
clinicos ou marcadores inflamatorios.

Souza et al., 2013, avaliaram o efeito adjunto de terapia fotodinamica com

a raspagem e alisamento radicular. O nivel de TGF-b (fator de crescimento

transformante beta 1) no fluido gengival e observaram que a terapia fotodinamica
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promoveu um aumento nos niveis de TGF-b no fluido gengival, ajudando no
processo de reparacao da periodontite,

O efeito antimicrobiano da terapia fotodinamica esta sendo estudado em
muitas areas da Odontologia e Medicina, em um estudo analisando bactérias
presentes em artrites, mostrou que apds a terapia fotodindmica, os neutréfilos
foram rapidamente acumulados na articulagdo e o crescimento bacteriano foi
suprimido e o inibindo a infeccdo (TANAKA et al., 2012).

TANAKA et al., 2012, estudaram a dosimetria de luz, a fim de maximizar a
morte bacteriana de Staphylococcus aureus e minimizar a morte de neutrofilos,
em um modelo animal com artrite, no qual foi injetado 1 ug de Photofrine® e
utilizado laser de diodo 635 nm. Foi observado um maior acimulo de neutrofilos
na articulacédo infectada apds a terapia fotodinamica, com uma fluéncia de 20 J

cm? em comparacdo com fluéncias de 5 ou 70 J cm?.

Até o momento, poucos estudos avaliaram o efeito da PDT na quimiotaxia
de neutrdfilos e linfocitos T no tecido periodontal de bolsas residuais. A terapia
fotodinamica é muito utilizada nas doencas periodontais devido ao seu efeito
antimicrobiano, jA que existem muitos trabalhos positivos mostrando seus efeitos
contra os patégenos da periodontite. Os neutréfilos e os linfocitos sao células de
defesa muito importantes, eles agem combatendo os agressores, com iSSO NOSSO

estudo busca demonstrar se a PDT pode modular as interacdes do sistema imune.
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2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da terapia fotodindmica na quimiotaxia de neutréfilos e

linfocitos T na doenca periodontal.

H1: A terapia fotodindmica associada ao tratamento periodontal convencional
aumenta a quantidade de neutrofilos e linfocitos T nas paredes das bolsas

periodontais residuais.

HO: A terapia fotodin@mica associada ao tratamento periodontal convencional ndo
aumenta a quantidade de neutrofilos e linfocitos T nas paredes das bolsas

periodontais residuais.
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3. MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo clinico transversal, no qual foram recrutados
pacientes oriundos do ambulatério de Periodontia da Universidade Nove de Julho.
A assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido foi solicitada
aos pacientes que preencheram os critérios de inclusdo e ndo estiveram nos

critérios de exclusdo descritos a seguir.

3.1. Critérios de incluséao

a- Individuos higidos acima de 18 anos;

b- Apresentar periodontite cronica;

c- Presenca de bolsas residuais;

d- apresentar no minimo 10 dentes e pelo menos 4 dentes com sangramento a
sondagem e profundidade maior que 5 mm, com indicacao cirirgica para remocao

da bolsa periodontal bilateral.

3.2. Critérios de exclusao

a- Pacientes diabéticos ndo controlados;

b- Pacientes fumantes ou que foram fumantes até um ano antes do tratamento;
c- Pacientes com anemia;

d- Pacientes com cancer ativo;

e- Pacientes gestantes;
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f- Pacientes com histéria de antibioticoterapia no ultimos 30 dias;

g- Pacientes com terapia antiinflamatoria nos ultimos 30 dias;

h- Pacientes com distirbio de coagulacdo, tais como anti-coagulantes,
hepatopatas, plaquetopénicos e imunossuprimidos;

i- Pacientes em tratamento ortodontico.

3.3 Grupos experimentais e desenho do estudo

Foram recrutados pacientes da Clinica de Periodontia da Universidade
Nove de Julho, que estejam em tratamento e tenham indicagdo para remogao
cirargica de bolsas periodontais residuais bilaterais. A pesquisa foi autorizada

pelo Comité de Etica da Universidade Nove de Julho (680.045)

3.4. Exame periodontal

O exame clinico periodontal foi realizado por um Unico avaliador,
especialista em periodontia, que avaliou seis sitios de cada dente com sonda
milimetrada de 15 mm modelo Carolina do Norte (Hu-Firedy, Chicago, IL, USA).
(Figura 1). Os parametros clinicos analisados foram: indice de placa visivel (IPV)
(AINAMO & BAY, 1975), indice de sangramento a sondagem (IS) (GREENSTEIN
et al., 1981), profundidade clinica de sondagem (PCS), nivel clinico de insercao

(NCI). A calibracéo foi realizada antes do inicio do estudo.
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Figura 1: Sondagem da bolsa periodontal, realizada com a cureta periodontal

introduzida no sulco gengival.

3.5 Tratamento periodontal

O tratamento periodontal consistiu em instrucdo de higiene oral, por
orientacdo monitorada de técnicas de escovacéo e uso diario de fio dental (Figura

2).

Figura 2: Orientacdo de higiene oral sendo feita junto com o paciente, com o
uso do fio dental.
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Também foi realizada raspagem e alisamento supra e subgengival manual
e ultrassoOnica, conforme o preconizado pela Academia Americana de Periodontia
(AAP, 2001). Este foi realizado de duas a quatro sessdes de uma hora cada, com
uso de anestesia local (tipicamente mepivacaina a 2% com 1:100,000 de
noradrenalina). Foram utilizadas curetas periodontais do tipo Gracey (numeros

3/4,5/6,7/8, 11/12 e 13/14) para remocao do calculo dental (Figura 3).

Figura 3: Raspagem subgengival na bolsa periodontal para remoc¢éo do calculo

dental.

Os outros fatores retentivos de biofilme, como lesdes de céarie, dentes
condenados, restauracdes mal adaptadas, foram removidos nessas sessoes de
tratamento periodontal.

Com a sondagem se obtém a medida da profundidade de bolsa de cada
sitio por dente. Bolsas consideradas rasas (< ou iguais a 4 mm) receberdo o
tratamento periodontal convencional ndo cirdrgico descrito acima. A cirurgia €
preconizada para as bolsas moderadas (5 a 7 mm) e profundas (acima de 7 mm).

Dessa forma, para o presente estudo, uma bolsa moderada/profunda recebeu a
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terapia periodontal e remocgdo cirdrgica, enquanto outra recebeu a terapia

periodontal, terapia fotodindmica e remogao cirurgica.

3.6 Terapia fotodinamica

Para o grupo PDT a mesma foi aplicada ao final da sesséo de raspagem,
nos sitios periodontais com profundidades maiores ou iguais a 5 mm foi utilizado
um laser de diodo (Therapy XT, DMC , Séo Carlos, Brasil) emitindo comprimento
de onda de 660 nm, com poténcia de 100 mW, tempo de irradiacdo de 90
segundos por ponto (9J por ponto). Cada ponto de irradiacdo tem
aproximadamente 0,4 cm?, densidade de energia por ponto de 22 J/icm? e
densidade de poténcia de 250 mW/cm2. O medicamento (Chimiolux, 0,005%,
DMC, Séo Carlos, Brasil) foi utilizado como fotossensibilizador, o0 que tem como
principio ativo o azul de metileno na concentracdo de 50 ug/mL, ou seja 160 mM.
O fotossensibilizador foi depositado em cada bolsa periodontal com uma seringa
aplicadora (Figura 4), com a aplicacéo do fundo da bolsa em direcdo coronal e um
tempo de 5 minutos sera respeitado antes da irradiacdo para que o medicamento

tenha tempo de corar todo o biofilme microbiano (Figura 5).
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Figura 4: Fotossensibilizador sendo aplicado na bolsa periodontal.

Figura 5: Fotossensibilizador na bolsa periodontal

O laser foi aplicado na mucosa, sobre o epitélio oral que reveste a bolsa
periodontal (igura 6). ApGs a irradiacdo os excessos foram removidos com jato de

agua.
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Figura 6: Aplicagéo do laser na regido da bolsa periodontal, durante 90

segundos.

Devido a possivel perda de energia e com intuito de padronizar a
guantidade de energia aplicada nos sitios estudados, foi usado um medidor de

energia (Laser Check) a cada sessao antes do uso do aparelho.

3.7 Cirurgia Periodontal

Apos sete dias as bolsas periodontais foram removidas cirurgicamente de
acordo com a técnica de Widman modificada. Brevemente, o retalho de Widman
modificado foi realizado a partir da anestesia local, incisdo intra-sulcular com
bisturi, confec¢éo do retalho total alguns milimetros além da crista 0ssea alveolar,
debridamento do tecido de granulagéo, raspagem corono-radicular e suturas nas
regides interproximais para uma adaptacao adequada dos retalhos aos dentes. O
paciente foi reavaliado no pds-operatério uma semana apds o ato cirlrgico.

3.8 Processamento das amostras e imunohistoquimica
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Apéds a cirurgia periodontal para remocgdo das bolsas, as amostras dos
periodontos foram coletadas, fixadas em formaldeido a 10% tamponado e
processadas rotineiramente para inclusdo em parafina e imunohistoquimica.

Para inclusdo do material em parafina e confeccao dos cortes histologicos,
primeiramente a parafina foi colocada em estufa a 60 °C. Os cassetes contendo
as amostras passaram por banhos crescentes de alcool, a temperatura ambiente
(TA) até a desidratagdo completa, a saber: dois banhos de alcool 50%, 70%, 95%
por 20 minutos cada, trés banhos de alcool absoluto por meia hora cada. Entéo,
foram dados dois banhos de xilol por 15 min cada. Em estufa a 60 °C, as amostras
passaram por banho de xilol/parafina 1:1 por 45 min, dois banhos xilol/parafina
1:2 por 30 min e um banho de parafina pura por 3 horas. Entdo o material foi
incluido em blocos de parafina, resfriado por 16 horas a 40C e cortado no
micrétomo LEICA. Os cortes foram distendidos em banho-maria a 45 °C e
estendidos em laminas de vidro silanizadas.

Dos mesmos blocos de tecido, espécimes foram cortados na espessura de
5 micra e dispostos em laminas silanizadas (3-aminopropyltriethoxy-silano cat
A3648-100ML- Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). As |laminas silanizadas ficaram
na estufa a 60 °C por uma hora e passaram por um processo de desparafinizacéo
em xilol e cadeia decrescente de solucdes de etanol. Na sequéncia, os cortes
passaram pelo procedimento de bloqueio da peroxidase endoégena que
constituem banhos de: (1) 15 min em solucdo de metanol absoluto e peréxido de
hidrogénio 6% (1:1); (2) lavagem em agua destilada; (3) imersdo em tampao
fosfato (PBS) por 10 min; (4) imersdo em tampao PBS/ BSA 2% por 20 e (5)

imersdo em tampéao PBS por 10 minutos.
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Apés as etapas descritas, as laminas foram incubadas na presenca de
anticorpo primério (anti-elastase e anti-CD3, ABCAM, Cambridge, UK) por 16

horas (overnight).

Ao término do periodo de incubacéo, as laminas foram lavadas com tampé&o
PBS por 10 minutos e incubadas com anticorpo de ligacao conjugado a peroxidase
HRP do Kit DakoCytomation LSAB plus System HRP (Dako Corporation, CA,
USA) por 30 min. Ao final desta incubacéo, foi realizada um nova lavagem com
tampao PBS por 10 min e incubagdo com o anticorpo ligado a enzima (deste
mesmo kit) por 30 min. Retirado o anticorpo, as laminas passaram por uma
lavagem final com PBS. Em seguida foi realizada a deteccdo com solucao
cromoégena, contendo 0,03% de 3-31-diaminobenzidina em tampédo Tris-Hcl
0,05M, pH 7,4 com peréxido de hidrogénio a 0,3% (DAB, Dako). Apés a revelacao,
foi realizada a contra-coloragdo das laminas com solucdo de hematoxilina de
Mayer, durante 10 minutos, seguida de lavagem em agua corrente por 10 minutos
e passagem em agua destilada.

A seguir as laminas passaram pelo processo de desidratacdo em cadeia
de concentracdo ascendente de etanol (etanol 50% a etanol absoluto),
diafanizacdo em xilol e, finalmente, a montagem em meio sintético (Erv-Mount,
Erviegas, Séo Paulo, SP, Brasil).

Todas as reacfes foram acompanhadas de controles positivos. No controle
negativo os anticorpos primarios foram substituidos por soro nao reagente
(Abcam) diluido em PBS.

As imagens foram digitalizadas sempre com o0 mesmo aumento, as células

foram contadas a partir da area de maior concentracédo (hot spot) e em 5 campos
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consecutivos com auxilio do software ImageJ 1.45 (NIH, Bethesda, Maryland,

EUA).

3.9 Analise dos dados

Os dados obtidos foram computados e submetidos a andlise estatistica
utilizando o programa estatistico Bioestat (dominio publico). Foram comparadas
as quantidades dos neutrofilos e linfécitos T presentes nas bolsas teste e controle.
A comparagédo entre os sitios e teste controle, com relacdo as citocinas foi feita

por meio de teste Mann-Whitney, com nivel de significancia de 5%.

4. RESULTADOS

4.1 Artigo 1
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Immuno-inflammatory responses of periodontal residual

pockets after photodynamic therapy — series of cases.

Ana Paula de Souza Mernick!, Renato Araujo Prates'?, Amanda Pires de
Souza!, Verdnica Franco de Carvalho?, Daniela de Fatima Teixeira Silva?l,
Sandra Kalil Bussadori', Raquel Agnelli Mesquita-Ferrarit, Kristianne Porta
Santos Fernandes?!, Cristiane Miranda Franca!” Submetido ao Journal of

Dentistry.

Os resultados descritos nesse artigo foram que aPDT aplicada no final do
tratamento em bolsas periodontais residuais ndo afetou a quantidade de

neutroéfilos ou linfécitos T no tecido periodontal.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu concluir que a terapia fotodinamica associada
ao tratamento convencional, para o tratamento de bolsas residuais em pacientes
com periodontite crénica, ndo aumenta a quantidade de neutrofilos e linfécitos T
nas paredes das bolsas periodontais residuais, e que ainda ha necessidade de
novos estudos e novos protocolos de terapia fotodindmica no tratamento da

periodontite.
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Abstract:

Background: Antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) may also elicit

immune responses.

Objectives: To investigate the immune-inflammatory cells in early responses of

periodontal soft tissues treated withaPDT.

Methods: Chronic periodontitis patients received non-chirurgic periodontal
treatment: scaling root planing and oral hygiene instruction for four weeks. Those
with good oral hygiene and at least two residual periodontal pockets (RPP) with
surgical indication were included. One of the RPP received methylene blue
(0,005%) and then was irradiated by a diode laser (A= 660 nm, P= 100 mW,
D= 22 J/cm?, T= 90 s). A RPP in the same patient was designated as control and
did not receive methylene blue neither irradiation. One week following aPDT,
both RPP were surgically removed and then routinely processed for
immunohistochemistry against neutrophils, macrophages, T lymphocytes, active
T lymphocytes, and plasma cells. Positive cells were counted by a blinded

examiner. Statistical analysis was performed.

Results: aPDT in residual periodontal pockets does not affect the number of
absolute inflammatory/immune cells. A strong positive correlation was found in
the control group between T lymphocytes and activated T lymphocytes, whereas

in the aPDT group the correlation was between T lymphocytes and macrophages.
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Conclusions: aPDT with methilene blue does not change the count of
theabsolute number of immune cells but may modulate immune responses in the

periodontal tissue related to T lymphocytes and macrophages interactions.

Clinical significance:aPDT elicits modulation of the immune response in
residual periodontal pockets, which may aid in an improved means ofremodeling

the periodontal soft tissue.

Keywords: Antimicrobial photodynamic inactivation; antimicrobial photodynamic

chemotherapy; periodontitis; periodontal disease; photosensitizer; red laser
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Background

Periodontal disease is a chronic inflammatory condition caused by
microbial infection of multi-specie bacterial biofilm that may compromise the
supporting structures of the teeth [1]. The current treatment for periodontitis is the
mechanical removal of dental plaque with scaling rootplaning (SRP) [1]. In an
attempt to increase the efficacy and efficiency of bacterial elimination,
antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) has been proposed as a promising
alternative [2-6]. Recent studies showed that (aPDT) may also elicit an immune
response [7]. The role of PDT activated/stimulated neutrophils and macrophages

in tumoral targets is well known, but its relevance in aPTD remains unclear.

Aims:

The objective of this work was to investigate the immune-inflammatory
cells in early responses of periodontal soft tissues treated with methylene blue

mediated aPDT.

Methods

This is a transversal study of patients with chronic periodontitis.The
patients that met the inclusion criteria received non-chirurgic periodontal
treatment that included SRP and oral hygiene instruction [8]. After four weeks,
the subjects were examined by a professional and data regarding patient’s
surgical needs was recorded. Five patients who had good oral hygiene and at
least two residual periodontal pockets (RPP) with 5 to 7 mm of depth on probing

and surgical indication were included in the study. The affected sites were
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treated with methylene blue and then irradiated by a diode laser (Therapy XT-
DMC, Sao Carlos, Brazil) emitting in wavelength= 660 nm, P= 100 mW,
D= 22 J/cm?; T= 90 s, and E= 9 J/point. The photosensitizer was placed into the
RPP with a syringe, left for 5 minutes and the transmucosal irradiation was
performed throughout the pocket extension. Each surgical site had a non-
irradiated site designated as control. One week following aPDT, both RPP were
surgically removed and then routinely processed for immunohistochemistry
against neutrophils, macrophages, T lymphocytes, active T lymphocytes, and

plasma cells.

Ten consecutive microscope fields (magnification: 400 Xx) were
photographed (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). An experienced
pathologist, blinded to the allocation of the samples, performed the analysis of
the images with the aid of the ImageJ 1.45 program (free software, NIH,
Bethesda, Maryland, USA), using the “cell counter” plugin. The data from

thepositive cells in the samples was analyzed with Origin 8.0 software.

Results

All specimens showed gingival epithelia, junctional epithelia and a
connective tissue with difuse, moderate inflammatory infiltrate with predominating

mononuclear cells (Figure 1).
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Macrophages

CD45ro

Data from the positive cells was normalized and then a comparison was
made of each cell group (neutrophils, macrophages, T Lymphocytes, active T
lymphocytes, and plasma cells) between the control and PDT groups using

Pearson’s correlation. No statistical difference was found (Figure 2).
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Inflammatory response is a dynamic process, with crucial interactions
among the cells, and interestingly, when we searched for a correlation of the
groups of cells, a strong positive correlation was found in the control group
between T lymphocytes and activated T lymphocytes. In the aPDT group, we
found a strong correlation between T lymphocytes and macrophages (Figure 3).
This means that between the control and aPDT groups there is no difference in
absolute cell numbers, but theaPDT makes the inflammatory cells correlate

differently.

Discussion

The present study indicates that additional aPDT in residual periodontal
pockets does not interfere with the number of absolute inflammatory cells. This
includes the innate immunity cells, like neutrophils and CD68+ macrophages, and
the adaptative immune cells such as T lymphocyctes, activated T lymphocytes
and plasma cells. However, there is a modulation of the inflammatory process,
from inflammation (mediated by activated T lymphocytes) trending to remodeling
(mediated by macrophages) and aPDT stimulates a cross-talk between T

lymphocytes and macrophages.

The RPP removal was conducted seven days after aPDT. This is because
after one week the effects on the population of T cells, activated T cells and
plasma cells that are recruited indicate the direction of the wound healing: a
cellular response (triggered by T cells), an humoral response (triggered by

plasma cells) or remodeling (conducted by macrophages).

Previous studies have suggested that aPDT provides benefits in the
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treatment of residual periodontal pockets, probably due to the antimicrobial effect
of PDT and a low-level energy photobiomodulation in reducing inflammation
[9,10,11]. However, other studies have not demonstrated the clinical
improvements of the use of aPDT in chronic periodontitis or in RPP [12]. Most
studies search for cytokines, and few studies clearly demonstrate theimmune

cells in the tissue [10-12].

These results are promising and a randomized clinical trial is being
conducted to pursue the finding that aPDT may modulate the interactions
between T lymphocytes and macrophages in periodontal tissue. Maybe other
parameters related to periodontal healing or bone related cells may be improved

by the use of aPDT.

Conclusion

aPDT with methilene blue may modulate immune responses in periodontal tissue
related to the interactions of T lymphocytes and macrophages, but the absolute

number of immune cells does not change.
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