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Resumo

A influéncia da Periodontite em alteracbes sistémicas tem sido amplamente
estudada, assim como na Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC). Os
meétodos convencionais de tratamento periodontal (TP) tém sido associados a
adjuvantes como a terapia fotodinamica ou photodynamic therapy (PDT), que
surge como um tratamento eficiente sem efeitos colaterais e sem promover a
selecdo bacteriana. Desse modo, o objetivo deste estudo foi verificar a
associacdo da periodontite com a DPOC e os efeitos do tratamento periodontal
associado a PDT na modulacdo da inflamacdo pulmonar. Os camundongos
C57BI/6J foram divididos aleatoriamente em oito grupos experimentais (n=8):
Basal, Periodontite (P), P+Tratamento(T), P+T+PDT, DPOC, DPOC+P,
DPOC+P+T e DPOC+P+T+PDT. A DPOC foi induzida pela instilacdo
orotraqueal de 30ul de extrato de cigarro, 3 vezes/semana, 7 semanas. A
periodontite foi induzida pela técnica da ligadura, permanecendo por 15 dias. A
terapia periodontal foi realizada com cureta no sulco gengival do primeiro molar
inferior. A PDT foi realizada através da insercdo de azul de metileno (0,005%,
0,05 mg/ml), apds foi irradiado o laser de diodo, com exposicéo radiante de 318
Jicm2, A= 660 nm, 9J por ponto, dois pontos, sessdo Unica. A eutanasia foi
realizada no 51° dia, ap6s foram analisadas contagem total e diferencial de
leucocitos no soro, no lavado femural e no lavado bronco alveolar (LBA),
analise histomorfométrica de mandibula e pulmédo, avaliacdo dos niveis de
citocinas no soro e no LBA. A andlise estatistica foi realizada por Anova one-
way, seguida por Student-Newman-Keuls. No grupo DPOC+P percebeu-se
reducéo nos niveis de IL-6 (p<0,001) e na contagem total de leucécitos no LBA
(p<0,05), em contrapartida IL-10 apresentou aumento (p<0,001). A associagao
das patologias com perfil inflamatério semelhante parece favorecer um
mecanismo regulatério sistémico. Quando tratamos a periodontite com cureta e
com PDT, os niveis de IL-6 tendem a se elevar nos grupos com DPOC.
Concluindo, o tratamento convencional da periodontite e associado a PDT é
capaz de influenciar na resposta inflamatéria pulmonar e sistémica. Séao

necessarios mais estudos para esclarecer o processoregulatorio.

Palavras-chave: Periodontite, Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbnica, PDT,

terapia fotodinamica.



Abstract

The influence of periodontitis in systemic disease has been much studied, as
well as in Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD). Conventional
methods of periodontal treatment (PT) have been associated with adjuvants
such as photodynamic therapy (PDT), because it does not present bacterial resistance.
Thus, the main of this study was to verify the association between periodontitis
and COPD, and PT associated with PDT in the modulation of pulmonary
inflammation. The C57BI/6J mice were randomly divided into eight experimental
groups (Basal, Periodontitis (P), P+Treatment (T), P+T+PDT, COPD, COPD+P,
COPD+P+T and COPD+P+T+PDT. COPD was induced by  orotracheal
instillation of 30yl of cigarette extract, 3 times/ week, 7 weeks. Periodontitis was
induced by the ligation technique, remaining for 15 days. Periodontal therapy
was performed with a curette in the gingival sulcus of the lower first molar. The
PDT was performed by insertion of methylene blue (0.005%, 0.05 mg / ml) after
irradiation of diode laser with radiant exposure of 318 J/ cm?2, A = 660 nm, 9J
per point, 2 points, single session. The euthanasia was performed on 51st day,
then analyzed the total and differential count of leukocytes in the serum, without
femoral lavage and without bronchoalveolar lavage (BAL), histomorphometric
analysis of the mandible and lung, serum cytokine levels and in the LBA. The
statistical analysis was done by Anova one-way, followed by Student-Newman-
Keuls. The COPD+P group presented reduction of IL-6 (p<0.001) and inflammatory infiltrate
in LBA (p<0.05), on the other hand, IL-10 was an increase (p <0.001). The
association betweem the pathologies may sugest a systemic regulatory
mechanism. When the treatment was done with curette and with PDT, IL-6
levels tend to increase in the COPD groups. In conclusion, the conventional
treatment of periodontitis and associated PDT is capable of influencing the
pulmonary and systemic inflammatory response. Further studies are needed to

clarify the regulatory process.

Key words: Periodontitis, Chronic Obstructive Pulmonary Disease, PDT,
photodynamic therapy.
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1 Contextualizacao

Evidéncias sugerem que a periodontite pode influenciar o curso de
doencas sistémicas, entre elas, a DPOC!2, Apresenta prevaléncia de 19% para
adultos no Brasil® sendo bastante relevante em saldde publica*®> De acordo
com dados do Projeto Latino Americano de Investigagdo Pulmonar
(PALATINO), a prevaléncia de DPOC no Brasil € de 15,8% em pessoas acima
de quarenta anos, e apresenta elevados custos no tratamento quando
comparada com outras doencas®. Em 1990 a DPOC ocupava a décima
segunda posicéo na categoria de incapacidades relacionadas a doencas, mas
a projecdo é que até 2020 ocupe a quarta posicdo. Seu curso é ascendente,
superando incapacidades por HIV e doencas diarreicas’. Nos Ultimos anos,
muitos estudos sugeriram a associacdo entre doencas pulmonares e doenca

periodontalt-8910. embora ndo esteja clara a relagdo causal entre
e|a511,12,13,l4,15,16_

A periodontite € uma doenca disbibtical’ caracterizada pela perda de
insercdo do ligamento periodontal e destruicdo dos tecidos 0sseos e
conjuntivos adjacentes'®. Hoje ja se sabe que as alteracdes inflamatérias locais
sao determinantes para a selecdo da microbiota, e aquelas mais adaptadas a
esse ambiente, foram mais prevalentes!®. Diversos processos contribuem para
a transicdo de uma comunidade microbiana equilibrada para a disbiose?.
Entre eles, os mais importantes sédo alteracbes na dieta e competéncia
imunoldgica do hospedeiro?l. Esses dois fatores podem influenciar o panorama
metatranscricional, e aumentar viruléncia desses microrganismos?t. Uma vez
gue uma comunidade se altera, o0 seu metabolismo e subprodutos da resposta
imune do hospedeiro podem causar mudancas no ambiente local que facilitam
0 crescimento de outros microrganismos associados a um estado dishi6tico.
A microbiota associada a saude é mais generalista, enquanto a microbiota
associada a doenca € mais especializada e possui um alto grau de viruléncia?.
Depois que uma comunidade faz a transicdo a um estado disbiotico essa

condicao de persistir por um longo periodo de tempo, e doencgas orais, como a



13

periodontite podem progredir lentamente?’. Inimeros eventos inflamatérios
estdo envolvidos com o inicio e progressado da doenca periodontal. Entretanto,
a maior parte dos estudos sobre periodontite focam no estudo das bactérias e
suas interrelagcbfes. SAo necessarios mais estudos que entendam o perfil
inflamatério predominante na periodontite?3 e sua influéncia em outras doencas

sistémicas.

Figura 1.1. Biogeografia da colonizag&o da microbiota dental e periodontal.

Health H Disease

// \,,E/ \\ Caries
| \

Intact enamel ————————Demineralized enamel leading

h \ / to cavitation
Supragingival eubiotic biofilm H
2 % ; 3 Supragingival dysbiotic biofilm
Gingival crevice \ '
) 1

EPS matrix and acidogenic~
iduri ; t
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Homeostatic inflammation Periodontitis
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and on the epithelium
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Adaptado de Lamont, 201820

Figura 1.1. Biogeografia da colonizacdo da microbiota oral nos diversos habitats da cavidade bucal. A
colonizacdo microbiana ocorre em todas as superficies disponiveis e os microorganismos também podem
penetrar nos tecidos e células epiteliais. A microbiota se agrupa em comunidades de biofilme nas
superficies abidtica e bidtica. Em salde - esquerda, os biofilmes eubidticos mantém um equilibrio
homeostatico com o hospedeiro. Na doenca - direita, a carie e a periodontite ocorrem quando os biofilmes
se tornam disbioticos, resultando em niveis aumentados e duracéo do desafio com baixo pH e na inducéo

de respostas inflamatérias destrutivas, respectivamente®.
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A doenca periodontal pode se apresentar inicialmente como gengivite,
em que ha resposta inflamatéria e um mecanismo eficaz de defesa?t. A
evolugdo da doenca periodontal estd relacionada a fatores de viruléncia da
bactéria e suscetibilidade individual para desenvolver a doenca. Como
consequéncia had uma destruicdo progressiva dos tecidos de suporte dos
dentes®. A perda de insercdo por destruicdo de tecido conjuntvo e a
reabsorgcdo do o0sso alveolar caracterizam a periodontite, distinguindo da
gengivite?®, Na periodontite temos duas respostas a presenca de
microorganismos acontecendo de modo intrinsecamente  relacionados: a

resposta inata ou inflamatéria e a adaptativa ou humoral®3.

Na resposta inflamatéria da periodontite a presenca de bactérias e
toxinas estimulam a ativacdo de neutrofilos, que liberam metaloproteinases
(MMP), responsaveis pela destruicdo de colageno. Mondcitos promovem a
liberacdo de prostraglandinas (Pg), especialmente a PgEz2 que estimulam a
producédo de interleucina 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e o fator de necrose tecidual (TNF-
a). Por sua vez essas citocinas foram responsaveis por estimular o0s
osteoclastos que promove reabsorcao 6ssea®2?. Ja a resposta adaptativa na
periodontite acontece a medida que h& progressdo da resposta inflamatéria,

sendo considerada um processo cronico?s.

Ainda a respeito do sistema imunolégico regulatério, os linfécitos T
helper que exibem perfil Thl - celular, tém sido associados a fase inicial da
periodontite e as células T helper com perfil modificado para Th2 - humoral, séo
associadas com a progressdo da doenca?3. O perfil que a célula ird assumir
determinara a especificidade das citocinas presentes, contudo, ainda é dificil
estabelecer o mecanismo exato da atuacao dos linfécitos T na periodontite23

por isso S80 necessarios mais estudos nessa area.
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Figura 1.2. Resposta Inata e Adaptativa relacionada a Periodontite
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Figura 1.2 - Os patdégenos periodontais estimulam a resposta inflamatdrios inata e adaptativa .
Na resposta inata ha recrutamento de células que liberam citocinas pré inflamatdrias responsaveis
pelo aumento da vasoconstricdo e migracdo de mais polimorfonucleares, e ativagdo do mecanismo
RANK/RANKL. Quanto a resposta adaptativa a ativacdo de células apresentadoras de antigenos por
LPS bacterianos ativam a producao de linfécitos T helper que exibem perfil Thl - celular - INTy e
ativacdo e células imunorregulatérias e Th2 com a producao de citocinas IL4, IL5 e IL13 para ativacédo
de linfécitos B e producgédo de anticorpos. APC — células apresentadoras de antigenos, TH1 linfocitos T
helper com perfil de liberagdo de citocinas Thl, Mo — macrdfagos, RANKL- ligante regulador da
osteoclastogénese, PMN- polimorfonuclear Fonte: Propria

Este processo imuno-inflamatério ou imuno-regulatério da periodontite
tem sido considerado como fator influenciador de outras doencas
sistémicas226.27.28, A associacao da periodontite com doencas pulmonares tem
sido cada vez mais frequentes® entretanto os agentes etiolégicos da
periodontite podem néo apresentar uma relacdo causal exclusiva com afec¢des
pulmonares2131516 como a DPOC. Nao se acredita que esses processos
sejam unicamente responsaveis por gerar uma infeccdo pulmonar®, mas é

possivel que possam influencia-la?®%.

Sabe-se que o cigarro e seus componentes associados é um fator de
risco comum para o desenvolvimento de periodonte e da DPOC2931.32,  Até
2020 é esperado que o tabaco cause mais mortes prematuras e deficiéncias

gue qualquer outra doencaisolada’.
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Quando se fala em DPOC considera-se uma patologia heterogéneas3334,
A DPOC é caracterizada por limitacdo do fluxo aéreo, em geral progressiva
independentemente do tratamento instituido, com manifestacbes respiratorias e
sistémicas®®. Ela esta associada a uma resposta inflamatéria anormal dos
pulmdes a exposicao e inalacdo de particulas ou gases nocivos, a queima de

biomassa e a poeira téxica da mineracéo.

A DPOC é determinada pela presenca de duas patologias: bronquite
cronica e enfisema pulmonar. O enfisema apresenta caracteristicas patolégicas
mais expressivas na DPOCS3é. E resultante da distensdo do espacgo aéreo do
bronquiolo respiratério e da destruicdo do septo alveolar. J& a bronquite crénica
€ resultante da irritacdo brénquica, havendo o0 aumento na propor¢cdo de
células secretoras de muco no epitélio das vias aéreas! cujos sintomas e o
risco de desenvolver ndo sao mandatérios, ou seja, 0 paciente pode ser
tabagista ou ndo®. Os sinais e sintomas clinicos correspondem a tosse
cronica, dispneia (principalmente em atividade), sibilancia e aperto sobre o
peito. Esses individuos apresentam maior susceptibilidade em desenvolver

infeccdes respiratorias, incluindo resfriados, influenza e pneumonia?®.

Em 2001, a Global Initiative on Obstructive Lung Disease considerou que
a DPOC estaria envolvida com uma resposta inflamatéria anormal. Contudo, a
importancia de diferentes células envolvidas na DPOC ainda néo é clara, deste
modo considera-se necessario desenvolver estudos sobre a resposta
inflamatoria na DPOC, tanto para aqueles individuos fumantes, quanto para
aqueles ndo fumantes. Também tem-se estudado o fator genético da

deficiéncia de a1-antitripsina, que facilita o desenvolvimento de DPOC38,

Sabe-se que na presenca de fumaca de cigarro e outros irritantes,
células residentes, como macrofagos, células epiteliais e dendriticas recrutam
outras ceélulas inflamatérias sanguineas, como 0s neutrofilos, mondcitos e
linfocitos T (CD8+). Estas células entdo liberam mediadores pro inflamatorios,
nas pequenas vias aéreas e parénquima. A destruicdo do parenquima e a
hipersecrecdo de muco variam de acordo com o individuo e o0 estagio da
doenca®. A inflamacdo pulmonar na DPOC pode persistir mesmo apés a
cessacao do tabagismo. Além das células inflamatdrias, ha a presenca de
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mediadores inflamatérios, como o TNFa, IL-1 e IL-6, espécies reativas de
oxigénio (ROS) e também proteases, essa Ultima associada aos neutréfilos. A
producdo dos mediadores inflamatorios é desencadeada pela ativagdo de
receptores Toll like (TLRs) e receptores de antigenos que sinalizam por via
intracelular, através do NF-kB e dos transdutores de sinal e ativadores de
transcricdo (STATs), levando a liberacdo do mediador inflamatério34. O
processo inflamatorio, a protedlise e o estresse oxidativo sdo caracteristicos da

patogénese da DPOC40,

Figura 1.3. Producdo de mediadores inflamatdrios
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Figura 1.3 - A figura mostra o provavel mecanismo de ac¢do para subjacente a DPOC. Ativados
pelos fatores que desencadeiam a inflamacéo, os receptores intracelulares das células do sistema
imune produzem citocinas , proteases e ROS, intensificando o processo inflamatério. Células T —
linfocitos T, NFkB - factor nuclear kappa B, STAT3 — fator de transcricdo que controla processos
celulares como a proliferagao e a sobrevivéncia, IL1p — interleucinalp, TNF-a- fator de necrose tumoral
alfa- citocina pro inflamatéria secretada principalmente por macréfagos. IL -6, ROS — espécies restivas
de oxigénio, MMP9 e MMP12 — metaloproteinases conhecidas também como gelatinase e elastase

respectivamente. Fonte: Adaptado de King, T. etal, 201534

As citocinas desempenham um papel importante no processo da
patobiologia da DPOC, sobretudo aquelas com perfil pro-inflamatorio, como
TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-1741,



18

O processo de DPOC envolve a resposta imuno-inflamatéria inata e
adaptativa, estando mais relacionada as pequenas vias aéreas*. A apoptose
no septo alveolar é expressiva®®, ha aumento de neutréfilos e macrofagos, bem

como aumento na concentracao de IL-6 e Superoxido Dismutase (SOD)36.

O estresse oxidativo esta presente na patogénese da DPOC. Quando os
antioxidantes residentes sao incapazes de neutralizar os oxidantes do processo
inflamatorio, h4 a presenca do estresse oxidativo3¢. A DPOC esta associada a
diversos processos sistémicos além do estresse oxidativo. A inflamacao
pulmonar esta relacionada a sistémica, bem como aos efeitos extrapulmonares
da DPOC3444, A inflamacdo e co-morbidades da DPOC poderiam ocasionar
alteracbes como doenca arterial coronariana e cancer de pulméo. Sugere-se,
porém, que uma grande guantidade de mediadores quimicos antiinflamatérios
presentes na DPOC, teriam efeito benéfico para o equilibrio dessas co-
morbidades®4. Portanto a DPOC e suas co-maorbidades deveriam ser mais

estudadas.

Com relacdo a saude oral, diversos estudos afirmam que a DPOC e a
periodontite sdo patologias que podem estar associadas!s. Patégenos
periodontais e mecanismos inflamatérios presentes na periodontite seriam
capazes de exacerbar a inflamacdo por DPOC>4° ou influenciar o curso de
patologias pulmonares?. A fim de relacionar a DPOC e a periodontite, sédo
sugeridas algumas hipéteses centrais sobre os mecanismos de associacao: 1.
a via hematogénica, no qual periodontopatégenos acessam a circulacdo apos
ultrapassar o epitélio juncional inflamado em procedimentos do dia a dia, como
passagem de fio dental ou escovagdo* ou apos procedimentos
odontolégicos*’. 2. a secrec¢do orofaringea pode ser aspirada a partir das vias
respiratérias#8. 3. a acdo a distancia de mediadores inflamatérios e / ou
complexos imunes de tecidos periodontais infectados!3. Outro ainda possivel
mecanismo ligando periodontite as doencas inflamatorias sistémicas seria a
alteracdo do microbioma intestinal pela alta carga de periodontopatdogenos
ingeridos por via oral em longo prazo*®. Com base nessa hipétese, individuos
com doencas periodontais crénicas acabariam por estabelecer um microbioma
intestinal alterado, o que comumente é observado em individuos afetados por

doencas inflamatérias sistémicas*®.
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Microrganismos causadores de periodontite podem ser encontrados no
aspirado traqueal de pacientes com DPOC%. Mas um estudo que trata da
atividade inflamatéria na DPOC, aponta correlacdo negativa entre IL-8 e MMP9
presente na saliva e a funcdo pulmonar na DPOC, ressaltando que ha
correlacdo positiva de MMPs e IL-8 com a doenca periodontal - avaliada pelo
sangramento gengival de ndo fumantes®. A DPOC e a periodontite
compartilham de fisiopatologias muito semelhantes, havendo destruigao
tecidual local a medida que a inflamacéo progride. Como dito, neutrofilos e
proteases sdo cruciais na resposta inflamatdria nestas patologias, mas como
resposta bidirecional podem causar o colapso tecidual®’. Nesta associacéo
complexa, além de neutréfilos, temos diversos tipos celulares envolvidos, como
células CD8+ e macro6fagos®l°2. Mecanismos como 0 sistema protease/ anti-

protease e a regulacéo do sistema redox sdo comuns em ambas patologias®?.

Estudos relacionam a saude periodontal a gravidade da DPOC. Sabe-se
que em presenca de periodontite, um grande namero de citocinas inflamatérias
e células periféericas mononucleares sdo liberados continuamente,
desencadeando um processo inflamatério acentuado, que seria capaz de gerar
maior severidade no quadro clinico da DPOC'2°32, Na hip6tese de
exacerbacdo, mediadores quimicos proé-inflamatérios presentes na periodontite
podem servir como um estimulo adicional para a inflamacédo na DPOC e essa
cascata inflamatéria poderia ocasionar a degradacao prévia da via aérea. Ha a
hip6tese de que a co-existéncia das duas patologias seja facilitada por uma

suscetibilidade genética inflamat6ria2.

Um estudo realizado em 201253, inicialmente trabalhou com a hipétese
da periodontite ser um fator de risco para DPOC. Como resultado observou que
as exacerbacdes respiratorias ocorriam independente da elevacado dos titulos
de anticorpos (IgG) contra Pg. Clinicamente, a periodontite crbnica ja
demonstrou ser mais prevalente em pacientes portadores de DPOC com maior
grau de severidade. O nivel clinico de inser¢cdo = 4 mm em periodontite &
significativamente associada com casos de DPOC severa®?. A perda de
insercdo (Pl) =2 4mm também estaria relacionada a uma maior proliferacao
bacteriana®. Numa metanalise de 2003 sobre a associacdo da DPOC e outras

patologias pulmonares com a periodontite, o risco de desenvolver DPOC
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segundo a insercdo periodontal foi maior para individuos com Pl = 2mm,
quando comparados aos individuos saudaveis. A funcdo pulmonar pareceu
reduzir a medida que Pl aumentou!4. J& um estudo observacional afirma que
individuos com DPOC teriam uma maior probabilidade de desenvolver
periodontite que a populacédo geral®2. Para entender melhor esse correlacéo,
sd0 necessarios estudos que avaliem o mecanismo de acdo subjacente a

essas duas doencas.

Considerando que a presenca de periodontite seja um fator agravante
para DPOCS3155 e que a severidade da periodontite teria impacto na qualidade
de vida do paciente com DPOC?, o TP tem sido considerado um modo de
reduzir as exacerbacbes nas doencas pulmonares, tais como a DPOC e a
bronquiectasia. Espera-se melhora da funcdo pulmonar e qualidade de vida

nos pacientes que recebem o TP56,

O tratamento convencional para periodontite é realizado através do uso
de curetas para raspagem e alisamento corono-radicular, com a finalidade de
eliminar os microrganismos presentes no céalculo e biofilme®. A remocéo
mecanica de biofilme é o padrdo ouro no tratamento da periodontite. Entretanto
possui remocdo prejudicada nas areas de dificil acesso como furcas e defeitos
O0sseos. A redugcdo de  microrganismos utilizando  desinfetantes
bactericidas/bacteriostaticos e antibidticos tem varios efeitos colaterais, entre
eles selecionar a resisténcia bacteriana. Ultimamente vem sendo testado um
tratamento antimicrobiano para periodontite, a PDT, que consiste no uso de
lasers de baixa poténcia com comprimento de onda apropriado e um agente
fotossensibilizador (FS)*8. A PDT corresponde a uma terapia efetiva na
substituicdo dos antimicrobianos convencionais, por ndo apresentar resisténcia
bacteriana e efeitos colaterais, preservar a microbiota oral e baixa toxicidade>°.
A PDT utiliza trés elementos principais, um FS, a luz e o oxigénio%. Como
resultado dessa interacdo sdo geradas espécies reativas de oxigénio, capazes

de destruir células microbianas anaerébias e microaerofilas®l.

O FS tem a propriedade de acumulagéo seletiva, tanto em tecidos
normais, quanto infectados, ele € capaz de penetrar em tecidos danificados e

mortos sem desenvolver resisténcia®2. Na odontologia ha diversos estudos
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relacionados a sua aplicacdo em periodontia e endodontia, utilizando como
corante as fenotiazinas®. O FS é composto de moléculas catibnicas que
possuem baixo peso molecular, quando inserido numa bolsa periodontal tem a
capacidade de ligar-se rapidamente as bactérias locais®’. O azul de metileno é
o FS mais utilizado%46566 sobretudo no Brasil, visto que até o momento, é o
anico que possui a aprovacdo da ANVISA. Para oferecer o efeito
antimicrobiano, o corante é associado a uma luz (laser de baixa poténcia),
estabelecendo um efeito fotoquimico, que ocorre devido a presenca de
moléculas sensiveis a determinados comprimentos de onda. Entdo ha uma
fotorregulacdo no organismo, mudando a atividade funcional e metabdlica da
célula irradiada®’. O azul de metileno possui absorcdo no comprimento de onda
de 600 a 660nm, sendo o espectro adequado, onde ha a janela terapéutica®8.
As moléculas de oxigénio do FS quando se encontram em estado excitado a
partir da irradiacdo de luz, originam as espécies reativas de oxigénio, tal qual o
oxigénio singlete, que é capaz de ocasionar a morte bacteriana seletiva®’. Por
fim, o oxigénio completa essa triade de elementos fundamentais na PDT. O
uso conjunto do TP e da PDT, tem sido considerado eficaz. A PDT, como
método auxiliar no tratamento de periodontite, tem relevancia como técnica
antimicrobiana, eliminando bactérias periodontopatogénicas, capaz de reduzir o
uso de antibiéticos em alguns casos,%861.69, A janela terapéutica da PDT ¢é
eficaz na erradicacéo de colbnias ou biofilme, no caso da periodontite, ela pode
intensificar os resultados do tratamento mecanico convencional®27. A
regularidade no acompanhamento com o cirurgido dentista, permite que os
pacientes conhecam a possibilidade da periodontite influenciar na DPOC, de
modo que a educacdo para higiene oral seria uma ferramenta positiva de
tratamento e prevencdo de agravo’l'4. Um estudo coorte retrospectivo, com
dados obtidos dos anos 2000 a 2006, sugere que realizar o tratamento
periodontal resultaria em menor risco no desenvolvimento de eventos
respiratérios adversos e exacerbagbes na DPOC, dessa forma, haveria
reducdo de hospitaliza¢des, do uso de servicos de emergéncia e sobretudo na
mortalidade por complicacbes respiratorias secundarias a DPOC. O estudo
apontou que o grupo tratado para periodontite apresentou um risco de morte
avaliado em 37%, menor que no grupo nao tratado®?. Considerando que ambas

patologias representam agravos em saude publica, que tem como resultado o



22

7

aumento de morbimortalidade, é relevante que sejam realizados estudos
intervencionistas que elucidem a associacdo entre as patologias e a influéncia
do tratamento na modulagdo da inflamagdo pulmonar. Bem como o
aperfeicoamento destes métodos de tratamento convencionais e adjuvantes
para periodontite, reduzindo efeitos adversos de terapias antimicrobianas

medicamentosas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar a associagcdo da periodontite com a DPOC em modelo
experimental e os efeitos do tratamento periodontal associado a terapia

fotodinamica na modulacéo da inflamacéo pulmonar.

2.2. Objetivos especificos

e Verificar a contagem total e diferencial das células inflamatérias no LBA
por citometria de fluxo

e Quantificar o padrao inflamatorio através das citocinas com perfil Thl e
Th2 no LBA.

e Verificar a contagem total das células inflamatdrias no lavado femural

e Verificar a contagem total e diferencial das células inflamatorias no
sangue

e Contagem de plaguetas no sangue

e Avaliar histomorfologicamente a via aérea terminal
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3. Materiais e Métodos

O presente estudo foi realizado de acordo com as diretrizes do Conselho
Nacional para o Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), bem como
com as normas do Conselho Canadense de cuidados com animais (1993) e do
Congresso Nacional Brasileiro (1995). Submetido ao Comité de Etica em
animais da Universidade Nove de Julho (UNINOVE), com o numero do Ceua:
ANO021/ 2017, aprovado no dia05/12/2017.

3.1. Animais

Os camundongos (C57BI/6) foram obtidos no CEMIB (UNICAMP) e
acondicionados no biotério da Universidade Nove de Julho, em caixas plasticas
apropriadas, sob temperatura minima de 22°C e maxima de 25°C, com
luminosidade controlada em ciclos de 12 horas, alternando entre claro e
escuro, com ventilagdo controlada artificialmente e umidade relativa de 50-
60%. Foi utilizada racdo para camundongos (NUTRILAB®) e agua ad libitum.
Foram incluidos 64 camundongos (C57BI/6J) machos, adultos, com peso
aproximado de 20g e considerados saudaveis. Os animais foram manipulados

trés vezes antes do inicio do experimento, para ambientagcdo e pesagem.

3.2. Delineamento experimental

Quadro 3.1. Grupos Experimentais

Grupo (n=8) Descrigao

Basal Sem indu¢éo da doenca

P Inducdo de periodontite

P+TP Inducdo de periodontite + Tratamento periodontal padrédo

P+TP+PDT Inducédo de periodontite + Tratamento periodontal padrdo + Terapia Fotodindmica

DPOC Inducdo de DPOC

DPOC+P Inducdo de DPOC + Inducéo de periodontite

DPOC+P+TP Inducdo de DPOC + Inducao de periodontite + Tratamento periodontal padrao

DPOC+P+TP+PDT Inducdo de DPOC + Inducao de periodontite + Tratamento periodontal padréo +
Terapia FotodinAmica
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Figura 3.1- Fluxograma dos grupos com inducéao de Periodontite
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Figura 3.2 - Fluxograma dos grupos com indugéo de DPOC
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3.3. Inducéo de DPOC

No modelo proposto neste estudo, o extrato de fumaca de cigarro
(alcatrdo 10,0 mg, nicotina 1,10 mg e monoxido de carbono 9 mg) foi
conseguido através de um sistema a vacuo manual, utilizando uma seringa
adaptada a uma das 3 vias de uma torneira para infusdo de medicamento, na
outra via foi adaptado o cigarro e na terceira via acoplou-se uma mangueira
que foi inserida a um copo coletor. No copo coletor era dispensada a fumaca

aspirada de 1 cigarro pela seringa, que foi homogeneizada em 4ml de agua



26

destilada até sua completa dissolucdo. O preparo era realizado no mesmo dia
da inducdo orotraqueal, em uma capela. A inducdo de DPOC nos

camundongos ocorria posteriormente a anestesia.

- Preparo do anestésico: Ketamina 750 pl, Xilazina 500 pl, diluidas em 3.750pl
de PBS.

- Administracdo: Ultrafine Seringa de Insulina®, agulha 12.7x0.33 — 29G, via
intramuscular, Ketamina 10% (0,08ml/100g) e xilazina 2% (0,06mI/100g).

Para a inducdo da DPOC o camundongo era suspenso pelos incisivos centrais
em um fio de algodao fixado a duas hastes metalicas. Entdo a lingua era
deslocada para a direita com uma pinca e com auxilio de uma pipeta instilado
por via orotraqueal 30ul de extrato de cigarro. Tampava-se 0 nariz para que
aspirasse todo o liquido e aguardava-se o camundongo retomar a respiracao

usual (sem ruidos) para acomoda-lo em sua caixa novamente.

Figura 3.3. Técnica de indug&o de DPOC

A. Material para preparo do extrato de nicotina. B. Extrato de Cigarro. C. Pipeta regulada a 30ul para

instilacdo orotraqueal. D. Instilag&@o orotraqueal. Fonte: Préopria

3.4. Inducédo da Periodontite pela técnica da ligadura

Para inducéo da periodontite os camundongos foram submetidos a
anestesia nos seguintes parametros:
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- Preparo do anestésico: Ketamina 750 pl, Xilazina 500 pl, diluidas em 3.750pl

de PBS (armazenado emgeladeira).

- Administragdo: Administracdo: Ultrafine Seringa de Insulina®, agulha
12.7x0.33 — 29G, via intramuscular, Ketamina 10% (0,08mI/100g) e xilazina 2%
(0,06ml1/100g).

Para a técnica da ligadura em molar inferior esquerdo foram utilizados
materiais desenvolvidos para a pesquisa. Dois suportes metélicos serviram de
pilares para a linha de algoddo que foi utilizada para envolver os incisivos
centrais superiores do camundongo, a mandibula foi apoiada em um suporte
plano, a lingua foi deslocada a direita com afastador desenvolvido para o
estudo e o0 espaco interproximal entre primeiro e segundo molar foi
inspecionado com limas tipo K, em tamanhos #20 e #25. A ligadura foi
realizada com fio agulhado oftalmolégico 6-0 de nylon, cuja agulha foi
descartada antes do inicio da técnica. O fio foi apreendido por dois porta-
agulhas curvos adaptados e inserido entre o primeiro e 0 segundo molar
inferior esquerdo até o sulco gengival, em seguida o primeiro molar foi
envolvido pelo fio e foram realizados dois nés cirdrgicos voltados para a
vestibular. Foi realizado condicionamento com &cido fosférico 37%, utilizando
uma sonda Carolina do Norte para insercao, foi inserido o adesivo utilizando
micro-brush, entdo o adesivo foi fotopolimerizador e por fim foi inserida uma
porcdo de resina composta com auxilio da sonda Carolina do Norte, essa

resina foi fotopolimerizada3°.

Os animais foram observados durante os 15 dias que sucederam,
guanto alimentacdo, hidratacdo, peso, presenca da ligadura e evolucdo da

doenca periodontal.
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Figura 3.4 - Técnica da Ligadura

Técnica da ligadura e os seus principais passos: (A) Materiais preparados para inducdo da técnica (B)
insercdo da lima para conseguir espac¢o entre os molares (C) Ligadura em posicdo (D) Resultado final .

Fonte: Propria

3.5. Tratamento Periodontal com cureta e PDT

Para realizar o tratamento, a anestesia empregada corresponde aos

seguintes parametros:

- Preparo do anestésico: Ketamina 750 pl, Xilazina 500 pl, diluidas em 3.750pl
de PBS.

- Administracao: 0,06ml, Ultrafine Seringa de Insulina®1,0ml, agulha 12.7x0.33
— 29G, via intramuscular, terco médio da coxa (por¢ao interna).

De acordo com os grupos delineados no estudo, as seguintes terapias
foram empregadas: A terapia periodontal convencional foi realizada com cureta
mini-five em todo sulco gengival do molar que recebeu a ligadura, nos
camundongos do grupo P+TTO e DPOC+P+TTO, com finalidade de raspagem
e alisamento corono-radicular. ApdOs anestesiados 0s camundongos
permanecem fixos as duas hastes metalicas pelos incisivos superiores e a
mandibula apoiada em superficie, a cureta € inserida ao redor da face

vestibular e palatina, repetindo 10 vezes o mesmo ciclo.

A terapia fotodindmica foi sempre realizada ap6s o tratamento
periodontal convencional com curetas, nos grupos P+TTO+PDT e
DPOC+P+TTO+PDT. Foi realizada através da insercdo de azul de metileno
0,005%, 0,05 mg/ml, Chimiolux 5, DMC® no sulco gengival, com auxilio de

agulha sem bisel. Apds aguardar o tempo de insercdo segundo o fabricante, foi
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irradiado o laser de diodo, cujos parametros séo citados abaixo. Apos

irradiacao a area recebeu lavagem com soro fisiolégico em abundéancia°.

Quadro 3.2. Parametros empregados na PDT

Parametros

Comprimento de onda [nm] 660
Modo de funcionamento Continuo
Poténcia [mW] 100
Area do feixe [cm?] 0,02827
Tempo de exposicao [s] 90
Irradiancia [W/cm?] 3,5
Exposicao radiante [J/cm?] 318
Energia radiante [J] 9
NUmero de pontos irradiados 2

Locais de aplicagcao

Face vestibular e face lingual

Técnica de aplicacao

Contato

NUmero de sessdes e frequéncia

Sesséo Unica

Energia total irradiada [J]

18

Fotosensibilizador

Azul de metileno (0,005%)

Figura 3.5. Tratamento Periodontal Convencional e PDT

Tratamento Periodontal Convencional e PDT A figura mostra (a) o tratamento periodontal convencional
com curetas mini Five (b) insercdo de azul de metileno 0,05% na bolsa periodontal, (c) irradiagdo com

laser A=660nm=10nm na regi&do de tratamento. Fonte: Prépria
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3.6. Eutanasia dos Animais

Todos os animais foram eutanasiados no 51° dia, 21 dias apd6s a
inducdo da doenca periodontal. Utilizando overdose de anestésico — Ketamina

e Xilazina.

- Administracdo: Xilazina 2% (0,06ml/100g) + Ketamina 10% (0,08ml/100g),
Ultrafine Seringa de Insulina® 1,0ml, agulha 12.7x0.33 — 29G, via intramuscular,

terco médio da coxa (ha porcao interna).

Entéo foram realizados exaguinacéo por meio da aorta abdominal, coleta
de sangue da cauda para contagem diferencial das células sanguineas, coleta
LBA com acesso pela traqueia, dissecacao e fixacdo de pulmdes em formol
10% para analise histomorfométrica, dissecacdo do fémur para obtencdo de

lavado femoral, dissecacao de hemi-mandibula e da gengiva.

3.7. Determinacao do numero de leucdécitos e plaquetas circulantes no

sangue periférico

A cauda do animal foi cortada para obtencédo de 20 microlitros de sangue

em que foi feito o esfregaco para a contagem diferencial de células do sangue.
A quantificacdo das células do sangue foi feita através dos seguintes métodos:

+ Contagem global de leucécitos em camara de Neubauer (Solucdo de Turk):
Foi coletado 20 microlitros de sangue e o mesmo foi diluido em 380 microlitros
da Solucéo de Turk, (Diluicdo 1:20). Entdo foi fixada a laminula sobre a camara
de Neubauer e preenchida com o sangue diluido, assim, foi contado o niumero
de leucécitos presentes nos 4 quadrantes externos a cruz central, e

multiplicado o valor total encontrado por 50.

Cada quadrante possui uma area de 0,1 cm, 4 gquadrantes = 0,4 cm, logo, 0,4
cm / 20 (fator de diluicdo) = 50

« Contagem diferencial de leucécitos: Apos a confeccdo do esfregaco

sanguineo (foi retirada uma gota da cauda do animal - 20 microlitros) e
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adicionada uma lamina extensora e ao se difundir pela sua borda inferior
inclinar a 45 graus e realizar o esfregaco. O mesmo foi corado utilizando
Metanol (fixador, lamina submersa por 5 min), Eosina (corante, lamina
submersa por 30 segundos) e Azul de Metileno (corante, lamina submersa por

60 segundos), feito isso foi realizado a contagem diferencial de Neutrofilos,

Linfocitos, Mondcitos e Eosindfilos.

« Contagem global de plaquetas utilizando o método de fénio: Foi primeiro
determinado a quantidade total de hemacias através da camara de Neubauer
(método hemocitbmetro em camara de Neubauer) utilizando 3980 microlitros
da solucdo de Hayem (Cloreto mercarico 0,25 g, Sulfato de sodio 2,50 g,
Cloreto de sodio 0,50 g, Agua destilada 100.0ml) e 20 microlitros de sangue
(diluicdo de 1:200). Entdo foi fixado a laminula sobre a camara de Neubauer e
preenchida com o sangue diluido, assim, foi contado o niumero de heméacias
presentes nos 5 quadrantes (5 quadrantes na por¢cao central da cruz da camara
de Neubauer), e multiplicado o valor total encontrado por 10,000. Esta

contagem é realizada apenas para possibilitar a contagem de plaquetas.

3.8. Contagem de células presentes no LBA

As células mononucleares e polimorfonucleares presentes no espaco
broncoalveolar foram obtidas pela técnica descrita por Lima et al.1992. Apés
realizar o exanguinamento da veia cava inferior foi iniciado o procedimento
para coleta do lavado. Foi feita incisdo longitudinal na regido cérvico-ventral e
a traqueia foi exposta e canulada (Cateter intravenoso 18 G verde
Descarpack®, Séo Paulo, Brasil). Acoplou-se a canula a uma seringa pela qual
foi realizada a lavagem do espaco alveolar em etapas, injetando-se lentamente
um volume de 0,5 ml de tampéao fosfato salino (PBS) seguindo da aspiragao do
mesmo conteddo, acompanhado de delicadas massagens no pulméo. Esse
procedimento foi repetido por 3 vezes até que fosse recuperado um volume de
1,5 ml. O volume do lavado recuperado foi centrifugado a 1500 rpm, por 10
minutos, a 4°C. Para andlise das citocinas o sobrenadante foi vertido em outro
tubo de microcentrifugacdo e armazenado a —80°C, pelo método de ELISA

foram avaliadas as citocinas inflamatorias e reguladoras. O botéo de células foi
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ressuspendido em 1ml de PBS e utilizado para contagem do numero total de
células em camara de Neubauer. Noventa microlitros da amostra foram
adicionados ao corante cristal violeta (10 microlitros). Com o auxilio da camara
de Neubauer obteve-se a contagem total das células do LBA, ajustada para
concentracdo de 1X104 Foi deixado reservado em -20C para posterior
contagem em um prazo de até 1 semana. O lavado foi colocado em tubos de
ensaio (250 microlitros) para citometria. Foram feitos 2 tubos de 250 microlitros

para cada animal pois um deles seria o controle.

3.9. Aquisicdo e andlise das amostras por citometria defluxo

Antes da aquisicdo das amostras, foi realizada limpeza automética com
FACsClean (hipoclorito de sédio 1%), a&gua destilada e deionizada para
eliminar particulas e contaminantes. Para monitorar o desempenho de
deteccdo de fluorescéncia e lasers do equipamento, foi utlizado o reagente
Rainbow (Catédlogo: 556291; Sphero™) e Calibrate Beads (beads nao
marcadas para ajustar a voltagem das autofluorescéncias das mesmas
(Negative Control ; Catalogo: 51-90-9001291 ; BD ) e beads marcadas para os
4 fluorocromos utilizados no painel de anticorpos do estudo para alinhamento
dos fotomultiplicadores (detectores) de fluorescéncia (Anti-Rat Ig,K; Catalogo: 51-
90-9001189;BD).

Além disso, também utilizamos o controle para 0s anticorpos
monoclonais FMO (Fluorescéncia Minus One), para excluir a
autofluorescéncia causada pelos fluorocromos conjugados aos anticorpos
nos ensaios que poderiam causar autofluorescéncia inespecifica e
consequentemente interferir nos canais de detecgdo de outros fluorocromos.
A leitura da amostra foi realizada no citbmetro FacsCanto |, software
FacsDiva (BD becton Dickson, EUA) ajustado para 20.000 eventos a serem

adquiridos.

A partir de entdo, foi construido um grafico de pontos (dot plot)

bidimensional onde foram analisados os parametros de tamanho (FSC) e
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granulosidade (SSC), em escala linear e outro grafico para marcacdo de
células com os anticorpos monoclonais especificos: anti-CD11b e anti-CD8
marcado com o fluorocromo FITC (Isotiocianato de fluoresceina), anti-CD4
marcado com o fluorocromo APC (aloficocianina), anti-Ly6G marcado com o
fluorocromo PE (ficoeritrina) e anti-CD3 marcado com PERCP Cy5.5 (Peridin —
chlorophyll Cianina 5.5 ).

Feita a padronizacdo e controle de qualidade, imediatamente apos a
coleta do lavado realizamos a marcacao de todos os monoclonais conjugados
aos fluorocromos, conforme descrito acima, os tubos foram incubados por 15
minutos no escuro a temperatura ambiente. Apds a incubacéo, foi adicionado 2
mL de solucdo de PBS e centrifugados a 2.500 G por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram agitados para desprender as
células e foi adicionado 200 uL de PBS com 0,1% de azida sédica. A leitura foi
realizada no Citdbmetro de fluxo através do software FacsDiva. As expressoes
dos anticorpos foram apresentadas pela média de intensidade de fluorescéncia
(mean fluorescence intensity - MFI) desta forma, quanto maior for a MFI, maior

€ a expressao deste anticorpo.

3.10. Dissecc¢ao do pulméo e anélise histomorfométrica

As amostras do tecido pulmonar foram armazenadas em formalina 10%.
Para andlise histomorfométrica foi acessada a cavidade toracica com uma
primeira perfuracdo e cortada a parte anterior da cavidade toracica. Sem cortar
o coracédo foram separados os lobos dos pulmdes: para analises posteriores. O
pulméao esquerdo foi guardado para histologia. Para analise histomorfol6gica as
laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) (resultados né&o

apresentados) e picrossirius (reorganizacdo de fibras colagenas).

Para analise fotografica das laminas foi utilizado o microscopio Olympus
BX43 e o programa Cellscens Standard, a reorganizagcdo colagena foi

analisada pelo software Image J pro plus verséo 7.0.
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3.11. Contagem de células presentes no Lavado Femural

Células da medula 6ssea foram obtidas a partir da lavagem da cavidade
femural. O fémur esquerdo foi exposto e retirado e com o auxilio de uma pinca
e uma tesoura e foi mantido sobre uma gaze e dissecado com holemback e
gaze. Em seguida o canal medular foi perfundido com PBS (1 ml) utilizando
uma seringa plastica de insulina com ponta. A suspensdo medular obtida foi
homogeneizada com o auxilio de uma pipeta e centrifugada a 1.500 rpm por 10
min. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas em 1ml de
PBS.

Noventa microlitros do botdo ressuspendido e homogeneizado foi
adicionado ao corante cristal violeta (10 microlitros). Foi armazenado por um
periodo maximo de 1 semana. Com o auxilio da camara de Neubauer obteve-
se a contagem total das células da medula femural, ajustada para
concentracdo de 1X104 foi armazenado em -20C. Foi adicionado 100
microlitros na camara de Newbaueer e contado em um microscopio Nikon

Eclipse E 200, aumento de 40x.

3.12. Avaliacdo dos niveis de citocinas

As citocinas (IL-6, IL-10, IL-17) foram analisadas no sobrenadante do
LBA, através do método ELISA, e suas etapas foram realizadas conforme
instrugdo do fabricante, kit Biolegend.

3.13. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguida de
pos-teste Student Newman-Keuls para comparacdo entre colunas. As anélises
estatisticas foram conduzidas utiizando GraphPad Software V.5.01. Os
resultados foram expressos como meédia + EPM (erro padrdo da meédia).

Valores de p foram fixados em 0,05.
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4. Resultados

Figura 4.1. Quantificacdo do numero total de células recuperadas do LBA
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Figura 4.1. Quantificacdo do numero total de células recuperadas do LBA. Os grupos foram
constituidos por: Basal (animais ndo manipulados), P (inducdo de periodontite), P+T (Periodontite +
tratamento periodontal convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia
fotodindmica), DPOC (indu¢do de Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica)), DPOC+P (DPOC +
Periodontite), DPOC+P+T (DPOC + Periodontite + Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC +
Periodontite + Tratamento Periodontal + Terapia Fotodinamica). Os resultados apresentam média +tEPM
de 1 experimento (n=8); * p<0,05 DPOC em relagdo ao grupo Basal, A p<0,05 grupo DPOC em relagédo ao
DPOC+P, 6 p<0,05 grupo DPOC+P+T em relagdo ao grupo DPOC+P, 6 p<0,05 grupo DPOC+P+T+PDT

em relagéo ao grupo DPOC+P.

Ao avaliar a contagem total de células imuno-inflamatoérias presentes no
LBA (x10%ml), percebe-se que no grupo DPOC houve um aumento quando
comparado ao grupo Basal (p<0,05). A associacdo das patologias DPOC e
periodontite apresentou menor concentracdo de células imuno-inflamatorias no
LBA (p<0,05) que o grupo com apenas DPOC. O grupo DPOC+P+T+PDT
(p<0,05) e 0 DPOC+P+T (p<0,05) apresentaram maior quantidade de células
no pulméo do que o grupo DPOC+P, que ndo recebeu tratamento algum
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Figura 4.2. Macréfagos recuperados do LBA avaliados por citometria de

fluxo.
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Figura 4.2. Citometria de fluxo do nimero de macréfagos recuperados do LBA. Os grupos foram
constituidos por: Basal (animais ndo manipulados), P (indugdo de periodontite), P+T (Periodontite +
tratamento periodontal convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia
fotodindmica), DPOC (inducdo de Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbnica), DPOC+P ( DPOC +
Periodontite), DPOC+P+T (DPOC + Periodontite + Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC +
Periodontite + Tratamento Periodontal + Terapia Fotodinamica). Os resu ltados apresentam média tEPM
de 1 experimento (n=8); *p<0,05 grupo DPOC em relagdo ao Basal, ¢ p<0,05 grupo P em relacdo ao P+T

e em relagdo ao P+T+PDT.
Ao analisar a citometria de fluxo das células recuperadas no LBA,
observa-se 0 aumento do grupo DPOC (p<0,05), em relacdo ao grupo Basal.

Também se observa um aumento apO0s o tratamento convencional e o

tratamento com PDT comparados ao grupo P (p<0,05).
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Figura 4.3. Neutroéfilos recuperados do LBA avaliados por citometria de

fluxo.
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Figura 4.3. Citometria de fluxo do numero de neutréfilos recuperados do LBA. Os grupos foram
constituidos por: Basal (animais ndo manipulados), P (indugcdo de periodontite), P+T (Periodontite +
tratamento periodontal convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia
fotodindmica), DPOC (inducdo de Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica), DPOC+P ( DPOC +
Periodontite), DPOC+P+T (DPOC + Periodontite + Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC +
Periodontite + Tratamento Periodontal + Terapia Fotodinamica). Os resultados apresentam média +tEPM
de 1 experimento (n=8); *p<0,05 grupo basal em relagdo ao grupo DPOC, & p<0,05 g rupo P em relagéo
ao grupo P+T e em relagdo ao grupo P+T+PDT, 6 p<0,05 grupo DPOC+P em relagdo ao grupo
DPOC+P+T, 6 p<0,05 grupo DPOC+P+T+PDT em relagdo ao grupo DPOC+P, e w p<0,05 DPOC em
relagdo ao grupo DPOC+P+T, w p<0,05 grupo DPOC em relagéo ao grupo DPOC+P+T+PDT.

Observa-se um aumento da quantidade de neutr6filos no grupo DPOC
quando comparado ao grupo basal. Também se observa um aumento
consideravel na quantidade de neutréfilos no grupo P+T e P+T +PDT (p<0,01),
guando comparado ao grupo P, de camundongos que nao receberam
tratamento algum. Os grupos que tiveram ambas patologias induzidas e foram
tratados de modo convencional e com PDT para periodontite - DPOC+P+T e
DPOC+P+T+PDT (p<0,05) obtiveram grande reducdo de neutréfilos
encontrados no LBA, quando comparado ao grupo DPOC+P e também quando

comparados ao grupo DPOC.
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Figura 4.4. Linfocitos recuperados do LBA avaliados por citometria de
fluxo.
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Figura 4.4. Citometria de fluxo do nimero total de Linfécitos recuperados do LBA. Os grupos foram
constituidos por: Basal (animais ndo manipulados), P (inducdo de periodontite), P+T (Periodontite +
tratamento periodontal convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia
fotodindmica), DPOC (inducdo de Doenga Pulmon ar Obstrutiva Crbnica), DPOC+P (DPOC +
Periodontite), DPOC+P+T (DPOC + Periodontite + Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC +
Periodontite + Tratamento Periodontal + Terapia Fotodinamica). Os resultados apresentam média +tEPM
de 1 experimento (n=8); ® p<0,05 quando o grupo P+T+PDT é comparado ao grupo P, w p<0,05 quando
0s grupos DPOC+P+T e DPOC+P+T+PDT s&o comparado ao grupo DPOC.

O grupo P+T+PDT (p<0,05) apresentou consideravel elevacéo de
linfécitos totais no LBA quando comparado ao grupo P e os grupos DPOC +P
+ T e DPOC + P + T + PDT apresentaram diminuicdo da quantidade de
linfécitos totais quando comparado ao grupo DPOC.
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Figura 4.5. Citometria de fluxo de células CD8+ recuperadas do LBA.
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Figura 4.5. Citometria de fluxo de células CD8 recuperados do LBA. Os grupos foram constituidos
por: Basal (animais ndo manipulados), P (inducdo de periodontite), P+T (Periodontite + tratamento
periodontal convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia fotodindmica),
DPOC (inducdo de Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica), DPOC+P (DPOC + Periodontite), DPOC+P+T
(DPOC + Periodontite + Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC + Periodontite + Tratamento
Periodontal + Terapia Fotodinamica). Os resu Itados apresentam média tEPM de 1 experimento (n=8);

*p<0,05 quando o grupo DPOC é comparado com o grupo basal, A p<0,05 quando o grupo DP OC é
comparado ao grupo DPOC+P, w p<0,05 quando os grupos DPOC+P+T+PDT e DPOC+P+PDT séao

comparados ao grupo DPOC.

O grupo em que houve a inducéo para DPOC (p<0,05) apresentou um
aumento de células CD8+ recuperadas no LBA quando comparado ao grupo
Basal. Ao adicionarmos periodontite no grupo com DPOC houve uma
diminuicdo de linfécitos CD8+ (p<0,05) que se manteve apds o tratamento
periodontal (p<0,05) e apos o tratamento com terapia fotodinamica (p<0,05).
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Figura 4.6. Citometria de fluxo de células CD4+ recuperadas do LBA.
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Figura 4.6. Citometria de fluxo de células CD+4 recuperados do LBA. Os grupos foram constituidos
por: Basal (animais ndo manipulados), P (inducdo de periodontite), P+T (Periodontite + tratamento
periodontal convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia fotodindmica),
DPOC (indug&o de Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica), DPOC+P (DPOC + Periodontite), DPOC+P+T
(DPOC + Periodontite + Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC + Periodontite + Tratamento
Periodontal + Terapia FotodinAmica). Os resultados apresentam média +EPM de 1 experimento (n=8). ®
p<0,05 quando o grupo P é comparado com P+T, *p<0,05 quando o grupo DPOC é comparado ao Basal

e w p<0,05 quando o grupo DPOC é comparado com os grupos DPOC+P+T e DPOC+P+T+PDT.

Foram encontradas diferengas entre os grupos P e P+T (p<0,05) e grupo
DPOC em relacdo ao Basal. Quando o grupo DPOC é comparado com o0s
grupos DPOC+P+T e DPOC+P+T+PDT também houve diminuicdo da

quantidade de células CD4+ recuperadas do LBA dos camundongos.
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Figura 4.7. Andlise da citocina IL-6 no sobrenadante do LBA.
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Figura 4.7. Anédlise da citocina IL-6 no sobrenadante do LBA. Os grupos foram constituidos por: Basal
(animais ndo manipulados), P (inducdo de periodontite), P+T (Periodontite + tratamento periodontal
convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia fotodinamica), DPOC (indugéo
de Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica), DPOC+P (DPOC + Periodontite), DPOC+P+T (DPOC +
Periodontite + Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC + Periodontite +  Tratamento
Periodontal + Terapia Fotodinamica). Os resultados apresentam média +EPM de 1 experimento (n=8); *
p<0,05 Basal em relacdo a DPOC, * p<0,05 Basal em relacdo a P, ¢ p<0,05 grupo P+T em relagéo a P, A
p<0,05 DPOC+P em relagdo ao grupo DPOC, w p<0,05 DPOC+P+T em relacdo ao grupo DPOC, w
p<0,005 - DPOC+P+T+PDT em rela¢do ao grupo DPOC,

O grupo DPOC (p<0,05) e o P (p<0,05) apresentaram niveis elevados de
citocina pro-inflamatoria IL-6 quando comparados ao grupo Basal. O grupo P+T
apresentou niveis aumentados quando comparado a P. Quando as duas
patologias foram associadas, DPOC+P, os niveis de IL-6 foram menores que o
grupo DPOC (p<0,05). Os grupos DPOC+P+T (p<0,05) e DPOC+P+T+PDT
(p<0,05) apresentaram valores menores que o grupo DPOC.
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Figura 4.8- Analise da citocina IL-17 no sobrenadante do LBA.
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Figura 4.8-. Andlise da citocina IL-17 no sobrenadante do LBA. Os grupos foram constituidos por:
Basal (animais ndo manipulados), P (inducdo de periodontite), P+T (Periodontite + tratamento periodontal
convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia fotodindmica), DPOC (inducao
de Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica), DPOC+P (DPOC + Periodontite), DPOC+P+T (DPOC +
Periodontite + Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC + Periodontite +  Tratamento
Periodontal + Terapia Fotodinamica). Os resultados apresentam média +tEPM de 1 experimento (n=8); *
p<0,05 Basal em relagdo a DPOC, A p<0,05 DPOC+P em relagdo ao grupo DPOC, w p<0,05 DPOC+P+T
em relacdo ao grupo DPOC, w p<0,001 DPOC+P+T+PDT em relagdo ao grupo DPOC.

Os niveis de IL-17 estdo elevados no grupo DPOC (p<0,05) quando
comparado ao grupo Basal. Quando associamos a Periodontite a DPOC
(p<0,05) os niveis caem em relacdo ao grupo DPOC. Para os grupos com a
DPOC e tratados para periodontite — DPOC+P+T (p<0,05) e DPOC+P+T+PDT

(p<0,05), os niveis se mantém inferiores.
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Figura 4.9- Analise de citocina IL-10 no sobrenadante do LBA
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Figura 4.9. Analise da citocina IL-10 no sobrenadante do LBA. Os grupos foram constituidos por:
Basal (animais ndo manipulados), P (inducéo de periodontite), P+T (Periodontite + tratamento periodontal
convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia fotodinamica), DPOC (indugéo
de Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica), DPOC+P (DPOC + Periodontite), DPOC+P+T (DPOC +
Periodontite + Tratamento Periodontal)) DPOC+P+T+PDT (DPOC + Periodontite + Tratamento
Periodontal + Terapia Fotodindmica). Os resultados apresentam média +tEPM de 1 experimento (n=8) ; *
p<0,05 grupo P em relagcdo ao Basal, ® p<0,05 grupo P em relagédo P+T, *grupo DPOC em relagdo ao
Basal, A p<0,05 grupo DPOC relagéo ao grupo DPOC+P, w p<0,05 grupo DPOC em relagdo ao grupo
DPOC+P+T, w p<0,05 grupo DPOC em relagdo ao grupo DPOC+P+T+PDT.

O grupo P (p<0,05) apresentou elevagcédo em relacdo ao grupo Basal, ja
o grupo DPOC (p<0,05) apresentou diminuicdo em relacdo ao Basal. Quando o
grupo P foi comparado ao grupo ao grupo tratado houve aumento de IL-10
(p<0.05). Quando a periodontite foi induzida em camundongos com DPOC
houve aumento de IL-10 (p>0,05). ApoOs o tratamento periodontal convencional

ou associado a PDT, os niveis de IL-10 se mantiveram (p>0,05).
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Figura 4.10- Analise da contagem total de células do Lavado Femural.
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Figura 4.10-. Anélise da contagem total de células do Lavado Femural. Os grupos foram constituidos
por: Basal (animais ndo manipulados), P (inducdo de periodontite), P+T (Periodontite + tratamento
periodontal convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia fotodinamica),
DPOC (indug&o de Doenca Pulmonar Obstrututiva Crénica), DPOC+P (DPOC + Periodontite), DPOC+P+T
(DPOC + Periodontite + Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC + Periodontite + Tratamento
Periodontal + Terapia Fotodinamica). Os resultados apresentam média tEPM de 1 experimento (n=8); *
p<0,05 grupo DPOC em relagédo ao grupo Basal, ® p<0,001 grupo P+T em relagao ao grupo P, ® p<0,05
grupo P+T+PDT em relagédo ao grupo P.

O grupo DPOC (p<0,05) apresentou maior contagem de células no
Lavado Femural quando comparado ao grupo Basal. Os grupos que tiveram
apenas inducdo de periodontite e receberam tratamento, P+T (p<0,05) e
P+T+PDT (p<0,05) apresentaram uma contagem maior de células quando

comparados ao grupo com Periodontite.
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Figura 4.11- Analise de leucoécitos totais no esfregaco de sangue.
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Figura 4.11- Analise de leucdcitos totais no esfregaco de sangue. Os grupos foram constituidos por:
Basal (animais ndo manipulados), P (inducdo de periodontite), P+T (Periodontite + tratamento periodontal
convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia fotodinamica), DPOC (indu¢éo
de Doenca Pulmonar Obstrututiva Crdénica), DPOC+P (DPOC + Periodontite), DPOC+P+T (DPOC +
Periodontite + Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC + Periodontite +  Tratamento
Periodontal + Terapia Fotodindmica). Os resultados apresentam média tEPM de 1 experimento (n=8) . *
p<0,05 grupo P em relacdo ao Basal, ® p<0,05 grupo P+T em relagdo ao grupo P, 8 p<0,05 grupo
DPOC+P+T+PDT em relagdo ao grupo DPOC+P.

Grupo P (p<0,05) apresenta-se reduzido com relagdo ao Basal. Quando
tratado, o grupo P+T (p<0,05) apresenta quantidade maior de leucdcitos
circulantes que o grupo P. Os grupos com inducdo de DPOC+P que receberam
tratamento periodontal associado a PDT apresentam valores menores de

leucocitos que o grupo DPOC+P, néo tratado (p<0,05).
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Figura 4.12- Quantificacdo de Neutrofilos (A), Linfécitos (B), Monaocitos (C)
e Eosinofilos (D).
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Figura 20. Quantificagdo de Neutrofilos (A), Linfécitos (B), Mondcitos (C) e Eosinéfilos (D) no
sangue. Os grupos foram constituidos por: Basal (animais ndo manipulados), P (indu¢édo de periodontite),
P+TTO (Periodontite + tratamento periodontal convencional), P+TTO+PDT (Periodontite + tratamento
periodontal + terapia fotodindmica), DPOC (inducéo de Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica), DPOC+P
(DPOC + Periodontite), DPOC+P+TTO (DPOC + Periodontite + Tratamento Periodontal),
DPOC+P+TTO+PDT (DPOC + Periodontite + Tratamento Periodontal + Terapia Fotodindmica). Os
resultados apresentam média tEPM de 1 experimento (n=8); (B) * p<0,0 5 grupo DPOC em relagdo ao

grupo Basal para linfocitos.

A Unica diferenca encontrada na quantificacdo diferencial de células do
sangue foi em relacdo ao grupo DPOC (p<0,05) que apresentou maior namero

de linfécitos quando comparado ao grupo Basal.
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Figura 4.13- Quantificacdo de plaquetas no sangue.
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Figura 4.13- Quantificagdo de plaquetas no sangue. Os grupos foram constituidos por: Basal (animais
ndo manipulados), P (inducédo de periodontite), P+T (Periodontite + tratamento periodontal convencional),
P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia fotodindmica), DPOC (indu¢do de Doenca
Pulmonar Obstrutiva Crénica), DPOC+P (DPOC + Periodontite), DPOC+P+T (DPOC + Periodontite +
Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC + Periodontite + Tratamento Periodontal + Terapi a
Fotodindmica). Os resultados apresentam média tEPM de 1 experimento ( n=8); w p<0,05 grupo
DPOC+P+T em relagéo ao grupo DPOC.

O grupo DPOC+P+T apresentou reducdo no numero de plaquetas

guando comparado ao grupo DPOC (p<0,05).
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Figura 4.14- Analise da reorganizacao de colageno nas vias aéreas por

picrossirius.
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Figura 22. Analise da reorganizacdo de colageno nas vias aéreas por Picrossirius . Os grupos foram

constituidos por: Basal (animais ndo manipulados), P (inducdo de periodontite), P+T (Periodontite +
tratamento periodontal convencional), P+T+PDT (Periodontite + tratamento periodontal + terapia
fotodindmica), DPOC (indugdo de Doeng¢a Pulmon ar Obstrututiva Crbnica), DPOC+P (DPOC +
Periodontite), DPOC+P+T (DPOC + Periodontite + Tratamento Periodontal), DPOC+P+T+PDT (DPOC +
Periodontite + Tratamento Periodontal + Terapia Fotodindmica). Os resultados apresentam média +tEPM
de 1 experimento (n=8);* p<0,05 Basal em relagdo a P, * p<0,05 Basal em relagdo a DPOC, A p<0,05
DPOC+P em relagdo a DPOC, w p<0,05 grupo DPOC+P+T em relagdo ao grupo DPOC, w p<0,05 grupo
DPOC+P+T+PDT em relagdo ao grupo DPOC, 6 p<0,05 grupo DPOC+P+T em relagdo ao grupo
DPOC+P, 6 p<0,05 grupo DPOC+P+T+PDT em relagdo ao grupo DPOC+P.
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O grupo P apresentou-se reduzido em relacdo ao Basal (p<0,05). O
grupo DPOC (p<0,05) apresentou quantidade superior de fibras colagenas
gquando comparado ao grupo Basal. O grupo com DPOC associado a
periodontite — DPOC+P (p<0,05) apresentou niveis menores fibras colagenas
comparado ao grupo DPOC. Os grupos DPOC+P+T+PDT (p<0,05) e
DPOC+P+T (p<0,05) apresentaram niveis menores de fibras colagenas que os
grupos DPOC e também quando os mesmos grupos foram comparados ao
grupo DPOC+P (p<0,05).
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5. Discussao

Tendo em vista que a periodontite tem sido associada com as
exacerbacbes das doencas pulmonares?, torna-se importante investigar o
mecanismo de acdo subjacente a essas duas doencas. Neste trabalho
estudamos a associagdo da Periodontite com a DPOC em  modelo
experimental, bem como o TP mecénico e associado a PDT na modulagdo da

inflamacéo

Neste contexto a DPOC foi capaz de aumentar a quantidade de
leucécitos no LBA acompanhado do aumento de IL6 e IL17. A associagdo com
a periodontite diminuiu a quantidade de células no LBA, e apds seu tratamento
0S grupos retornaram aos niveis alcancados pelo grupo DPOC. Interessante
notar que IL-10 acompanha inversamente esses resultados. Os niveis de IL-6
também estiveram elevados para os grupos Periodontite e Periodontite tratada
com curetas, mostrando que a periodontite € capaz de repercutir
sistemicamente e que o seu tratamento com cureta ndo foi capaz de diminuir
esses niveis em um intervalo de uma semana. Este estudo utilizou
camundongos C57BI/6 diferentemente de outros autores®?. O camundongo é o
modelo ideal em termos de pesquisa imunolégica mecanicista, contudo o
pequeno tamanho da cavidade oral é considerado um desafio técnico para
insercdo da ligadura e inducdo da doenca periodontall’”. O camundongo
C57Bl/6 € o mais utlizado para avaliar resposta imuno-inflamatoria da
periodontite’?. Tendo em vista as implicages éticas que o estudo da DPOC
pode causar em humanos torna-se inevitavel estudar modelos animais. Entre

0s animais mais estudados encontram-se 0s camundongos’®

Sabendo que a DPOC é uma patologia em que ha remodelamento,
reorganizacdo de vasos e fibras colagenas*?, observamos que o grupo DPOC
apresentou maior acumulo de fibras colagenas quando comparado aos demais
grupos. No grupo em que a Periodontite foi associada, houve menor
reorganizacdo de colageno, e ao realizar o tratamento periodontal esse

acumulo foi ainda menor.

A inducéo da DPOC provocou um aumento de macrofagos, linfocitos T —

CD8+, CD4+, neutrdfilos, bem como da citocina IL-6 e IL-17 validando assim, o
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modelo experimental de DPOC estabelecido para este estudo. Como afirmado
no estudo de Barnes, 20033%%, a DPOC é capaz de produzir aumento de células
inflamatorias e por consequéncia de citocinas pro-inflamatoérias. Para inducéo
da DPOC séo utilizados modelos de indugcdo com elastase’™ 7’5, LPS7677 e
fumaca de cigarro’®’® com vérios protocolos distintos de indugdo e
frequéncia’™. No estudo de He et al®*®, o extrato da fumaca de cigarro foi
preparado utilizando um cigarro para 4ml de PBS, a fumaga foi aspirada por
meio de uma bomba a vacuo e apos o composto foi filtrado, a instilacdo foi
realizada por via intraperitoneal, diferente do nosso que teve a inducdo
orotraqueal e bomba manual. Outro estudo® comparou a instilagdo de extrato
de cigarro via intranasal e orotraqueal de ratos, a instilagdo orotraqueal
apresentou macréfagos 257 + 80 x103cels (p<0,001) e neutrdfilos 4,5 £ 3,5
x103cels em grande quantidade, assim como em nosso experimento. Nesse
estudo também houve aumento de TNFa® o que condiz com a quantidade
aumentada de macréfagos. Em nosso estudo percebemos aumento de IL-17 e

IL6 acompanhadas de grande quantidade de neutrdfilos.

Adicionalmente houve aumento do numero de células totais da medula
femoral, que pode ser explicado por ser uma doenca de caracteristica
cronica® 82, Interessante notar que houve aumento das células da medula apés
o tratamento periodontal convencional e com a PDT, o que pode configurar

recrutamento de células ativadas para oreparo.

Foi interessante observar que a citocina anti-inflamatoria IL-10
qguantificada no LBA, por sua vez, esteve mais reduzida na DPOC que na
Periodontite, podendo sugerir uma maior regulacdo anti-inflamatéria na
periodontite, visto que DPOC apresentou valores muito inferiores aos demais,
porém quando associado a Periodontite (DPOC+P), os valores de IL-10 se

elevam (p<0,001).

A IL-17 foi expressiva para o grupo DPOC, entretanto, quando associada
a Periodontite seus valores diminuem e apresentam tendéncia a se elevar
novamente nos grupos tratados para periodontite (DPOC+P+T+PDT e
DPOC+P+T), porém no momento estudado os valores ainda sao menos

elevados que no grupo DPOC, seria interessante analise tardia para verificar a
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tendéncia de crescimento destes dois grupos. Ressaltamos a que a citocina IL-
17 tem sido alvo de indmeros estudos em casos de DPOC, dada sua
relevancia no curso da patologia*!, em nosso estudo o aumento de IL-17 no
grupo induzido para DPOC foi semelhante ao aumento de macrofagos e
linfécitos CD8*.

Mesmo sendo um resultado de dificil interpretacdo, podemos afirmar que
IL-6 e IL-17 seguiram um mesmo padrdo. S0 necessarios mais estudos para
entender esse mecanismo de acdo. IL-6 e IL-17 tém sido estudadas no
desenvolvimento de drogas com anticorpos especificos, pois IL-6 € associada a
severidade da DPOC e IL-17 € considerada importante para o

desenvolvimento?2.

IL-17 é uma citocina importante para a imunidade e regulagéo
inflamatoria na mucosa oral e periodontite, niveis elevados ndo sdo adequados
para manter a homeostase local. Em modelos experimentais de periodontite a
inibicdo de IL-17 foi capaz de deter a perda éssea inflamatéria e reverter a
disbiése microbiana®. Em nosso modelo experimental ndo houve aumento de IL-
17 para os grupos com periodontite e tratados, contudo sua elevacdo nao é

determinante para caracterizar a doenga®s.

Em nosso estudo avaliamos a repercussdo sistémica do tratamento
convencional e associado a PDT. Interessante notar que o tratamento
periodontal convencional e a PDT induziram aumento da quantidade de
leucocitos totais no LBA de modo significativo. Ainda, houve aumento da
producéo de IL-6 IL17 e IL-10. Pode-se aventar a possibilidade do inicio de um
processo de reparo precedido de um processo inflamatério agudo produzido

pelo tratamento periodontal, mas sdo necessarios mais estudos.

Para Garcia, 20147°a PDT pode intensificar os resultados do tratamento
mecanico convencional. Em nosso estudo percebe-se tendéncia de reducédo de
neutrofilos e linfocitos CD4* no grupo que recebeu tratamento para periodontite
com a PDT, contudo necessitamos realizar o refinamento da comparacgéo entre

esses dois grupos de TP.
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Embora tenha sido observada a tendéncia de reducdo para o grupo
tratado com PDT, a elevacdo dos niveis de neutrdfilos e macréfagos no LBA
nos grupos P+T e P+T+PDT chama a atencdo, sendo necessario

aprofundamento do estudo para estesachados.

Na medula houve aumento do numero total de células para os dois
tratamentos periodontais propostos em camundongos sem DPOC, entretanto
apenas o tratamento convencional aumentou o namero de células no sangue.
Sao necessarios dados da repercussdo local de células e mediadores
inflamatdrios para que se entenda com maior profundidade esses achados.
Alguns estudos mostram que ha diminuicdo dos marcadores inflamatérios em
individuos que receberam tratamento para periodontite*, sobretudo com uso de
PDT em bolsas periodontais, utilizando azul de metileno como

fotossensibilizador associado a luz no comprimento de onda de 670 nmé&4.

Em nosso estudo, a periodontite ndo foi capaz de produzir exacerbacéao
ou mesmo estimulo inflamatério adicional para a inflamacdo na DPOC.
Diferente dos achados do estudo de Leuckfeld, 200832, a cascata inflamatoria
da periodontite ndo produziu degradacéo prévia da via aérea, como percebe-se
no grafico de reorganizacdo colagena da via aérea. Para alguns autores a
periodontite pode ser capaz de influenciar no curso inflamatério da infeccéo
pulmonar, mas ndo € atribuida a ela a capacidade de produzir uma inflamacéo

pulmonar29:30,

No estudo de Takahashi et al., 201253 trabalhou-se a possibilidade da
periodontite ser um fator de risco para a DPOC e os achados demonstraram
que as exacerbacfes respiratdrias ocorriam independente da titulacdo de 1gG
conta Pg. A periodontite ndo foi considerada um fator agravante para a DPOC
nos estudos de Bhavsar et al., 201531 e Zeng et al., 201211, corroborando com

nossos achados.

A associagdo de patologias com o perfil inflamatério semelhante parece
favorecer um mecanismo regulatério sistémico, conforme visto nos resultados
de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatéria do nosso estudo. Quando
ocorre o tratamento de uma das patologias, neste caso a Periodontite, 0os niveis

de células imuno-inflamatérias na contagem total do LBA sobem. Esses
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resultados sugerem que ao retirar o fator inflamatério (periodontite) através do
tratamento periodontal, a doenca pulmonar volta a se expressar de maneira
mais intensa. Em outras palavras, quando o tratamento da periodontite é
efetivo os niveis de IL-10 apresentam tendéncia para diminuicdo, assim como
ocorre no grupo em que se induziu apenas DPOC. Esses dados sugerem que
essa diminuicdo se d& pois, uma Unica patologia volta a ser soberana na

inflamagéo.

Sabe-se da importancia de realizar o TP mesmo que em nOSSO
experimento a associacdo das duas patologias tenha apresentado reducdo do
infiltrado inflamato6rio pulmonar. Chamamos a atencdo para a reducdo dos
niveis de neutréfilos e CD4+ nos grupos DPOC+P+T e DPOC+P+T+PDT em
relacdo aos grupos DPOC e DPOC+P, ou seja, pode haver uma perspectiva
positiva no tratamento periodontal em casos de DPOC associada,
considerando o padrdo neutrofilico das patologias e de predominancia de
CD4+ na periodontite. Apesar de interessantes, esses achados precisam ser
confirmados com novos estudos intervencionistas experimentais e clinicos, em

diferentes momentos, como tardiamente apés realizacao do tratamento.
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6. Conclusao

Ao associar a Periodontite com a DPOC n&o houve estimulo inflamatorio
adicional para o modelo experimental pulmonar. Houveram achados sistémicos
e pulmonares apds o tratamento periodontal mecanico e associado a PDT.
Com relacdo a inflamacdo pulmonar seguida do tratamento periodontal,
observou-se a reducdo de neutrofilos. Contudo, faz-se necessario realizar o
aprofundamento dos estudos para elucidar a associacdo das patologias e a

terapia fotodindmica na modulag&o da inflamag&o pulmonar.
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