UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU DE
BIOFOTONICA APLICADA AS CIENCIAS DA SAUDE

SERGIO KOITI KAMEI

EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA NA
PERIODONTITE APICAL EM MODELO EXPERIMENTAL DE
DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA (DPOC)

SAO PAULO
2020



PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU DE BIOFOTONICA
APLICADA AS CIENCIAS DA SAUDE
SERGIO KOITI KAMEI

EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA NA
PERIODONTITE APICAL EM MODELO EXPERIMENTAL DE
DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA (DPOC)

Trabalho apresentado a banca examinadora da
Universidade Nove de Julho como requisito
para a obtenc¢éo do titulo de doutor em

biofotdnica aplicada as ciéncias da saude

Orientadora: Ana Paula Ligeiro de Oliveira

Coorientadora: Anna Carolina Ratto Tempestini Horliana

SAO PAULO
2020



Kamei, Sérgio Kaoiti.

Efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana na periodontite
apicalemmodeloexperimental de doen<;apulmonar obstniOva
crénica (DPOC). / Sérgio Koiti Kamei. 2020.

68 f.

Tese (Doutorado) — Universidade Novede Julho-UNINOVE,
Sao Paulo, 2020.

Orientador (a): ProP. Dr'. Ana Paula Ligeiro de Olivers

1. Doen9a pulmonar obstrutiva crfinica. 2. Periodontite apical

assintomatica. 3. aPDT.

t. Oliveira, Ana Paula Ligeiro de. Il. Titulo.

CDU 615.831




Sao Paulo, 12 de junho de 2020

TERMO DE APROVACIO

Aluno (a): Sérgio Koiti Kamei

Tltulo da Tese: “Efeito da terapia fotodindmica na periodontite apical e a inflamaggo em modelo
experimental de doenga pulmonar obstrutive crdnica (DPOC)".

Presidents: PROFA. DRA. ANA PAUUA OLIVEIRA LIGEIRO ’

Membro: PROFA. ORA. ANNA CAROLINA RATTO TEMPESTINI HORLIANA

Membro: PROF. DR. RODRIGO fABAT MARCOS

s
s
- '»-33“’ e

Membro: PROF. DR.HUMBERTO DELLE

I :
Membro: PROFA. OF BEATRIZ SARAIJA MANGUEIRA ROMANHCA&%&&LL'-



Dedicatoria,

A minha querida e amada,
Nana (Zenaide).

Eu te amo!

Aos meus queridos e amados filhos,

Felipe e César.

Aos meus pais, Hiroshi e Satico,
gue nunca mediram esfor¢os para me ensinar o caminho do bem,
e sempre me apoiaram em todas as etapas da minha vida.
Sem voceés, eu ndo chegaria até aqui.
Muito agradecido por tudo!

O amor que sinto por vocés é incondicional.

A minha irma Sandra, sinénimo de amor e uni&o.
Grato por acreditar no meu sonho e sempre me motivar a seguir em frente.
E muito bom saber que posso contar com vocé em todos 0s momentos.

Amo vocé!

“Yenca a si mesmo e tera vencido o seu proprio adversario.”

Provérbio japonés



Agradecimentos,

A Deus, por sempre colocar pessoas boas e maravilhosas em meu caminho,
as quais me fazem acreditar em um mundo melhor e me encorajam a prosseguir.

Grato por nunca soltar a minha mao e me guiar em todos 0s momentos.

Aos meus eternos mentores, professores Marcio B. Lauretti e Sergio T. Maeda.
Vocés sdo 0s responsaveis pela minha iniciagdo académica, acreditaram e
incentivaram, permitindo a conclusdo de mais uma fase da docéncia. Vocés sao

exemplos de dedicacéo, honestidade, justica e retiddo. Gratid&ao eterna!

A minha orientadora, professora Dr® Ana Paula Ligeiro de Oliveira, pela
oportunidade de realizar este trabalho. Agradeco a confianca e por me atender com
paciéncia todas as vezes que bati em sua porta. Agradeco por todos 0s ensinamentos
compartilhados de forma admiravel, e por me guiar neste momento da pos-graduacao.
A minha coorientadora, professora Dr® Anna Carolina Ratto Tempestini Horliana, por
toda a ajuda durante a realizacdo deste trabalho. Sua contribuicdo, na fase
experimental, foi essencial para a concretizacdo do trabalho desenvolvido neste

programa de pés-graduacao. Grato!

Aos professores do programa de pos-graduacdo em Biofotbnica aplicada as
Ciéncias da Saude da Universidade Nove de Julho, por todo conhecimento transmitido
durante o curso de Doutorado, e pela convivéncia agradavel no dia-a-dia.

Meus respeitosos agradecimentos pela participacdo e contribuicdo da banca
examinadora, da Prof2. Dr2 Beatriz Saraiva Mangueira Romanholo e dos Prof. Dr.
Humberto Delle, Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos.

As amigas Deborah e Marcia, que me apoiaram nos momentos dificeis
tornando os dias e noites mais tranquilos. E compartilharam o melhor de vocés em
todos os momentos de alegria e felicidade, que passamos juntos ontem, hoje e

sempre. Gratidao!



Aos amigos e a amiga de longa data, Adriana F. Paisano (Dri), José L. H.
Guimaraes (Zé), Kleber K. T. Carvalho, Luis Guilherme B. Lauretti (Guigo), Luiz M.
Mansi, n0s que ja passamos mais tempo juntos do que em nossas casas, com as
nossas familias, formando uma nova familia, A FAMILIA ENDODONTICA. Conviver
com vocés ao longo desses 35 anos tem sido sensacional. Grato por toda forma de
ajuda, pela companhia durante os cafés, viagens, almocos e jantares, pelas inUmeras
conversas e risadas. Vocés sdo muito especiais e tornam o trabalho e a vida muito

mais agradavel. Arigat6!

Agradecimento especial aos professores dos cursos de especializacdo de
endodontia e amigos Denis Y. Yoshida, Keiji Nishikawa, Nilton C. Cunha, Paula C. A.
Cardoso, Ricardo Massud e Roberto T. Misuno, por toda a dedicagédo aos cursos, as
viagens e momentos de descontracdo e alegria, me incentivaram permitindo a

conclusao desta pos. Grato!

As minhas ex-alunas e amigas da UMESP, Karina Brajato (Ka) e Veridiana
Delle (Veri) pela contribuicdo, elaboracdo e execucdo da fase experimental. Muito

agradecido.

Agradeco as amigas e colegas de laboratorio Alana, Aurileia, Caren, Karine,
Stephanie, Tawany, Vanessa, que contribuiram para a finalizacdo do projeto de

pesquisa. Gratidao.



RESUMO

Introducdo: A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) € uma das principais
doencas pulmonares da populagdo mundial, acometendo desde criancas,
adolescentes e adultos dos sexos masculino e feminino. Na literatura ha descri¢éo da
inter-relacdo de doencas sistémicas como as cardiovasculares e as doencas
periodontais infecciosas, o indice de placa dos pacientes e correlacédo entre a perda
de insercéo periodontal e a diminuigdo da fung&o pulmonar, porém néo ha descricao,
na literatura, da inter-relacdo de doencas respiratdrias como a DPOC e de doenca
endodoéntica (periodontite apical assintomatica - PAA). A terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT) tem a capacidade de eliminar microrganismos por meio da
combinacgao adequada de luz e corante, na presenca de oxigénio. Desse modo, tanto
para o tratamento da DPOC como para o tratamento endoddntico se utiliza o LASER
com a finalidade de modular a inflamacao e reduzir a infec¢cdo. Objetivo: Avaliar o
efeito da terapia fotodinAmica antimicrobiana (aPDT) na periodontite apical
assintomatica em modelo experimental de doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC), através da contagem de macréfagos, neutrofilos e linfécitos no LBA pulméao;
qguantificar os niveis de IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-10, INF-y e TNF-a no LBA e no soro e
analisar morfometricamente o alargamento alveolar. Materiais e Métodos: Foram
utilizados 64 camundongos divididos em 8 grupos experimentais: |-Basal (Sem
inducdo de doencas), II-PAA (Inducdo da periodontite apical assintomatica), IlI-
PAA+TTO (Inducéo da PAA e tratamento endoddntico), IV-PAA+TTO+aPDT (Inducéo
da PAA, Tratamento endoddntico e terapia fotodinAmica antimicrobiana), V-DPOC
(Inducéo de doenca pulmonar obstrutiva cronica), VI-DPOC+PAA (Inducéo de DPOC,
PAA), VII-DPOC+PAA+TTO (Inducado de DPOC, PAA e tratamento endoddntico), VIII-
DPOC+PAA+TTO+aPDT (Inducdo de DPOC, PAA; tratamento endodontico e terapia
fotodinamica antimicrobiana). Resultados: Na contagem total e diferencial de células
inflamatorias no lavado bronco alveolar houve o aumento de nimero de células nos
grupos PAA e DPOC. O numero de macrofagos foi menor no grupo DPOC+PAA, que
receberam o tratamento endodontico e a terapia fotodindmica também. Quanto ao
namero de linfocitos os grupos DPOC+PAA, apds o tratamento endodéntico e a
terapia fotodindmica mostraram diminuicdo no numero de células. Quanto ao nimero
de neutrdfilos, os grupos das doencas PAA e DPOC, que receberam o tratamento

endodontico associado ou ndo a terapia, houve uma queda do niumero de célulasem



relacdo ao respectivo grupo PAA. A citocina IL-6 no soro e no LBA apresentaram
reducdo em relacdo as doencas PAA e a DPOC, exceto no grupo DPOC+PAA+TTO
teve um numero estatisticamente igual no material retirado do LBA. A quantidade de
IL-10 no soro apresentou uma queda quando as doencas PAA e DPOC estavam
associadas. Os resultados no LBA mostraram que houve um aumento de TNF-a em
relacdo ao grupo basal. E no soro aumento de TNF-ao. na associacao das doencas
DPOC e PAA submetidas ao tratamento endodontico complementadas pela terapia
fotodindmica antimicrobiana. Conclusao: Nossos dados demonstraram que a doenga
endodéntica per se pode provocar o aumento dos marcadores da inflamacéo
pulmonar, sem a destruicdo alveolar do pulméo. Entretanto a associacdo da DPOC e
da PAA levou a uma reducéo na inflamacéo pulmonar podendo assim, inferir um efeito
supressor sobre a inflamacdo da DPOC. Além disso, o tratamento endodéntico
associado ou ndo a aPDT manteve esse efeito inibitério da resposta inflamatéria

pulmonar em modelo experimental de DPOC.

Palavras-chave: doenca pulmonar obstrutiva cronica, periodontite apical

assintomatica, aPDT.



ABSTRACT

Introduction: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is one of the main
pulmonary diseases in the world population, affecting children, adolescents and adults,
male and female. In the literature, there is a description of the interrelationship of
systemic diseases such as cardiovascular and infectious periodontal diseases, the
patients’ plaque index and correlation between loss of periodontal insertion and
decreased lung function, but there is no description in the literature. interrelation of
respiratory diseases such as COPD and endodontic disease (asymptomatic apical
periodontitis - PAA). Objective: To evaluate the effect of antimicrobial photodynamic
therapy (aPDT) on asymptomatic apical periodontitis in an experimental model of
chronic obstructive pulmonary disease (COPD), by counting macrophages, neutrophils
and lymphocytes in lung BAL; quantify the levels of IL-1f3, IL-4, IL-6, IL-10, INF-y and
TNF-a in BAL and serum and morphometrically analyze alveolar enlargement.
Materials and Methods: Thus, both for the treatment of COPD and endodontic
treatment, LASER is used in order to modulate inflammation and reduce infection. 64
mice were used, divided into 8 experimental groups: I-Basal (No disease induction), II-
PAA (Asymptomatic apical periodontitis induction), IlI-PAA + TTO (PAA induction and
endodontic treatment), IV-PAA + TTO + aPDT (PAA induction, endodontic treatment
and antimicrobial photodynamic therapy), V-COPD (chronic obstructive pulmonary
disease induction), VI-COPD + PAA (COPD induction, PAA), VII-COPD + PAA +TTO
(induction of COPD, PAA and endodontic treatment), VIII-COPD + PAA + TTO + aPDT
(COPD induction, PAA; endodontic treatment and antimicrobial photodynamic
therapy). Results: In the total and differential count of inflammatory cells in the
bronchoalveolar lavage there was an increase in the number of cells in the PAA and
COPD groups. The number of macrophages was lower in the COPD + PAA group,
which received endodontic treatment and photodynamic therapy as well. As for the
number of lymphocytes, the COPD + PAA groups, after endodontic treatment and
photodynamic therapy, showed a decrease in the number of cells. As for the number
of neutrophils, the groups of diseases PAA and COPD, who received endodontic
treatment associated or not with therapy, there was a decrease in the number of cells
in relation to the respective PAA group. The cytokine IL-6 in serum and in BAL showed
a reduction in relation to PAA and COPD diseases, except in the COPD + PAA+ TTO

group had a statistically equal number in the material removed from BAL. The amount



of IL-10 in the serum decreased when PAA and COPD were associated. The results
in the LBA showed that there was an increase in TNF-a in relation to the baseline
group. And in the serum an increase in TNF-a in the association of COPD and PAA
diseases submitted to endodontic treatment complemented by antimicrobial
photodynamic therapy. Conclusion: Our data demonstrated that endodontic disease
“per se” can cause pulmonary inflammation, without alveolar destruction in the lung.
However, the association of COPD and PAA led to a reduction in pulmonary
inflammation, thus being able to infer a protective effect on COPD. In addition,
endodontic treatment associated or not with aPDT maintained this inhibitory effect of
the pulmonary inflammatory response in an experimental model of COPD.

Keywords: chronic obstructive pulmonary disease, asymptomatic apical periodontitis,
aPDT.
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1. Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC)

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) € atualmente a quarta principal
causa de morte no mundo e com projecao para ser a terceira principal causa de morte
até 2020 e que pode aumentar mais ainda nas proximas décadas devido a exposicao
continua aos fatores de risco para a DPOC e ao envelhecimento da populacdo. Mais
de 3 milhdes de pessoas morreram da DPOC em 2012, representando 6% de todas
as mortes em todo o mundo. A DPOC representa um importante desafio de saude
publica, que é evitavel e tratavel e € uma das principais causas de morbidade crénica
e mortalidade em todo o mundo; muitas pessoas sofrem desta doenca ha anos e
morrem prematuramente dela ou de suas complicac¢des (Gold, 2019).

De acordo com dados do Projeto Latino Americano de Investigacdo Pulmonar,
a prevaléncia de DPOC no Brasil € de 15,8% nas pessoas acima de quarenta anos
de idade, sendo que representa elevados custos de tratamento quando comparada
com outras doencas. Além disso, dados nacionais identificam a DPOC como a quinta
maior causa de internamento no sistema publico de saude, com uma prevaléncia
estimada de 12% nos individuos acima de quarenta anos. Apesar de todos os esfor¢os
para se aumentar o seu diagnostico, ela ainda continua sendo uma doenga complexa,
desde sua fisiopatologia até o seu tratamento (Menezes, 2005).

A DPOC é caracterizada por limitacédo do fluxo aéreo, sem total reversibilidade,
em geral progressiva independentemente do tratamento instituido, com
manifestacfes respiratorias e sistémicas. Ela estd associada a uma resposta
inflamato6ria anormal dos pulmdes a exposicdo e inalacdo de particulas ou gases
nocivos, a queima de biomassa e a poeira toxica da mineragéo (Gold, 2019).

A DPOC pode ter diferentes apresentagfes clinicas e muitos pacientes séo
diagnosticados como portadores de enfisema pulmonar ou bronquite cronica (Figura
1). Os agentes irritantes presentes no fumo tais como os aldeidos, elementos
fendlicos, cetonas, alcoois e amobnia promovem alteracbes nos brénquios,
denominado ciliostase. Tal processo, verificado experimentalmente em animais,
ocorre no homem ao fumar em torno de cinco cigarros por dia, resultando na

diminuicdo e parada dos movimentos ciliares. Com a continuidade do fumar, os cilios



acabam por cair, desnudando extensas areas da luz brénquica gerando uma série de
alteracdes como edema e inflamacao da mucosa, hipersecre¢cdo de muco, aumento
do numero de células caliciformes e que também produzem muco (Peron et al., 2015).
Com o tempo, surgem a hipertrofia dos musculos lisos, fibrose da parede brénquica e
destruicdo alveolar, caracteristica do enfisema, resultando na obstrucdo das vias

aéreas (Lange, 2015).

Bronquite
Inflamagéao e
excesso de

muco

Enfisema

Destruiqéoﬁe_:
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Figura 1 - Bronquite e enfisema na DPOC. fonte http://google.com

1.2. Fisiopatologia da DPOC
A fisiopatologia da DPOC, segundo Rovina et al. 2013, esté relacionada com a
inalacdo da fumaca de cigarro e outros irritantes os quais recrutam células
inflamatdrias para o parénquima pulmonar. Dentre estas, os mais relevantes séo
neutrofilos, macrofagos e linfécitos. A presencga de neutrofilos e da elastase
neutrofilica sédo importantes para o desenvolvimento do enfisema. As respostas
inflamatérias e imunoldgicas crénicas desempenham papéis-chave no
desenvolvimento e progressdo da DPOC. Dados recentes fornecem evidéncias da
fungéo do inflamassoma NLRP3 na inflamagé&o das vias aéreas observada na DPOC.
A teoria da protease/antiprotease no enfisema induzido por fumaca de cigarro
€ baseada em uma resposta inflamatdria cronica no trato respiratorio inferior, onde as
células inflamatérias liberam uma grande variedade de proteases que se sobrepdem
as defesas antiproteoliticas, com subsequente degradacdo de tecido conjuntivo. A
perda do movimento elastico e a evidéncia histologica de dano das fibras elasticas
implicam necessariamente em degradacdo de elastina como um fator chave na

patogénese do enfisema (Barnes et al., 2015).


http://google.com/

A fumaca do cigarro ativa as células imunes inatas, acionando os receptores
de reconhecimento (PRRs) para liberar o sinal de alerta. Estes sinais atuam como
ligantes dos receptores Toll-like (TLRs), desencadeando a producdo de citocinas e
induzindo inflamacao inata. Entre os fumantes que desenvolvem a DPOC, parece
haver um padréo especifico de inflamac&o nas vias aéreas e no parénquima como
resultado de respostas imunes inatas e adaptativas, com predominancia de células
CD8* e CD4*, e na doenca mais grave, com a presenca de linfécitos B e células T.
Além disso, infeccdes virais e bacterianas interferem na inflamacao cronica observada
na DPOC instalada e exacerbacdes por meio de padrdes moleculares associados a
patdogenos (PAMPs) (Franciosi et al., 2006; Barnes et al., 2008). Finalmente,
autoimunidade € outro aspecto novo que pode desempenhar um papel critico na
patogénese da DPOC. (Figura 2).

Alargamento __5 Enfisema Deposicdo de 5 Fibrose
alveolar colageno

Figura 2. Remodelacao pulmonar. Fotomicrografia A - destruicdo da parede alveolar
e a B - deposicéo das fibras colagenas nas vias aéreas (40X), indicados pelas flechas

(—). Fonte propria.

O processo inflamatorio crénico se correlaciona com o aumento da expressao



de mudltiplos genes associados as reagfes inflamatdrias. Muitos destes genes sdo
regulados pelo fator nuclear de transcricdo, o NF-kB (NF-Kapa Beta), e que esta
aumentado em pacientes com DPOC e fumantes, ativados por citocinas pro-
inflamatorias e pelo estresse oxidativo. Ocorrem também um aumento da ativacéo de
NF-kB em macréfagos alveolares pulmonares, durante as exacerba¢des da DPOC,
interligando infeccBes, estresse oxidativo e a expressdao aumentada de genes
inflamatorios. Assim as exacerbacdes da DPOC parecem ser devido a exacerbacao
do processo inflamatério (Barnes et al., 2014).



Estas células séo responséaveis pela secrecédo de proteases, como a MMP-9 e
12, que causam a degradacdo da elastina, proteina que reveste o parénquima,
causando o enfisema. A elastase dos neutrofilos aumenta a secre¢cdo de muco
causando a bronquite. Os macréfagos também secretam TGF-B, que estimulam a

proliferacédo dos fibroblastos, causando a fibrose. (Hogg, Timens, 2009). (Figura 3).
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Figura 3 — Células e citocinas envolvidas na fisiopatologia da DPOC. Adaptado de
Sapey et al. 2019.

1.2.1. Macréfagos
Os macrofagos sdo encontrados frequentemente em pacientes com DPOC,
sendo apontado como a célula principal no desenvolvimento da doenca. Ativados por
substancias presentes no cigarro, os macrofagos podem secretar TNF-a, MCP-1,
LTB4, IL-8 e ERO. Assim estas células podem ser consideradas reagentes do
processo inflamatorio e efetoras da lesdo pulmonar. A liberacdo desses mediadores
ativa as células epiteliais e macréfagos alveolares a liberar mais fatores quimiotéaticos

como CCL2, CXCL1 e CXCLS8, que atraem os neutrofilos e monadcitos, aumentando o
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processo inflamatério. Também ocorre liberagdo de CXCL9, 10 e 11, que vao atrair os

linfécitos Thl e Tcl (Hogg, Timens, 2009).



Os macrofagos sdo células inflamatérias derivadas de leucdcitos
mononucleares, cujo nimero aumenta nas vias aéreas, LBA, &reas alveolares e no
escarro de pacientes com a DPOC, correlacionada com a resposta inflamatéria e a
destruicdo da parede alveolar na DPOC. Eles produzem mediadores inflamatérios da
DPOC, como IL-1pB, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), IL-8, mondcito proteina
quimioatraente-1 (MCP-1), espécies reativas de oxigénio e MMPs. (Arora et al. 2018;
Barnes 2014).

A IL-8 € um membro da familia de quimiocinas CXC (cisteina-aminoacido-C) e
é secretada por macrofagos, células epiteliais e até células endoteliais. E um
importante fator inflamatério no escarro e LBA em pacientes com DPOC. A IL-8 pode
melhorar a expressédo de mucina 5AC direta ou indiretamente, induzindo a secrecao
de NE de neutrofilos, levando a superproducdo de mucina e obstrucdo das vias
aéreas. As citocinas IL-1B e TNF-a sao citocinas pro-inflamatorias que séo secretadas
principalmente por macrofagos (Jundi, Greene 2015; Simpson et al. 2014; Lerner et
al. 2016).

Além disso, a producdo persistente da IL-1B regula positivamente a expressao
de citocinas neutrofilicas e MMPs, incluindo MMP-9 e MMP-12 em camundongos e
resulta em inflamacao das vias aéreas e aumento alveolar (Lappalainen et al., 2005;
Jietal., 2015).

A remodelagem alveolar e da parede das vias aéreas no camundongo ocorre
na sobre expressdo de TNF-a (SPS-TNF-a) de enzimas degradadoras de elastina e
consequente remodelamento da matriz. Esse efeito foi atribuido a estimulacéo
induzida por TNF-a de MMPs e NE e a ativacdo do CD8+, Linfécitos T, todos os quais
contribuem para a destruicdo dos tecidos pulmonares. Existem diferentes isoformas
de TGF-B, incluindo TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3. Entre eles, o TGF-1 esta implicado
na progressao da patogénese da DPOC (Reynaert, 2015; Di Stefano et al., 2018;
Michaeloudes et al., 2017).

Em relacdo a DPOC, TGF-B induz a secre¢ao de MEC, proliferagédo de células
musculares lisas e transicdo do fenoétipo epitélio-mesénquima. A exposicdo a EFC
(extrato de fumaca de cigarro) aumenta a producdo de TGF-B a partir de células
epiteliais e inflamacao das células, que estava ligado a leséo pulmonar induzida por
EFC e remodelacao das vias aéreas na DPOC (Gohy et al., 2015; Hoang et al., 2016).

Isso pode fornecer parcialmente um mecanismo para obstru¢do de pequenas

vias aéreas induzida por CS. Os macrofagos sdo uma fonte importante de MMPs tanto



quanto neutréfilos. A ativacdo de macrofagos nos pulmdes desempenha um papel
critico na producédo de MMP que contribui para a destruicdo da parede alveolar. Os
pesquisadores descobriram que a perda de tirosina fosfatase 2 em camundongos, um
regulador de ativacdo de macrofagos, resultou na ativacdo do TGF-B, regulando
positivamente a expressao da MMP-12 em macréfagos, levando a lesdo progressiva
semelhante ao enfisema nos pulmdes de camundongos. Além disso, recentemente
um estudo sugeriu que desidratacdo da superficie das vias aéreas também pode ativar
macrofagos produzir MMP-12 e desencadear enfisema dependente de MMP-12
independente da CS 9 (Xu et al 2017; Trojanek et al. 2014).

Esses achados podem fornecer algumas pistas para explorar o enfisema néo-
induzido por CS. MCP-1 é uma quimiocina de mondcitos que pode ser produzida por
macroéfagos, células epiteliais, células musculares lisas e mesmo células endoteliais.
Embora alguns estudos tenham mostrado que o nivel de proteina da MCP-1 né&o
estava correlacionado com namero de macrofagos, instilacéo intratraqueal de MCP-1
em camundongos knockout para elastase de macréfagos resultou em aumento da
infiltracdo de macréfagos nas vias aéreas (Yoshimura 2018; Hautamaki et al. 1997).

A capacidade do MCP-1 de acumular macréfagos pode ajudar a acelerar o
processo de obstrucdo das vias aéreas. A autofagia desempenha um papel critico no
desenvolvimento de muitas células inflamatérias como macrofagos, neutrdfilos, e
linfécitos, que desempenham papéis criticos no desenvolvimento e patogénese da
inflamacéo da DPOC. In vivo estudos em ratos mostraram que a superexpressao do
miR-34/449 leva a diminuicdo da remodelacdo das vias aéreas induzida pela
ovalbumina suprimindo a inflamacé&o das vias aéreas relacionada a autofagia e fibrose
(Qian et al. 2017; Yin et al. 2017).

No geral, os macrofagos sdo as principais células inflamatérias em Pulmé&o de
DPOC. Eles estdo diretamente envolvidos no processo de remodelacdo das vias
aéreas secretando enzimas e agentes inflamatérios fatores que atuam direta e
indiretamente na estrutura estrutural das vias aéreas células para modular a fungéo

das células epiteliais e estromais (Hautamaki et al. 1997).

1.2.2. Linfocitos
O sistema imunoldgico adaptativo é ativado na DPOC, com infiltracdo de
células T, células B, auxiliar Th17, juntamente com uma diminuicdo das células T

reguladoras dentro de ratos sem células B ou células T ndo provocam remodelacéo



das vias aéreas, ilustrando a importancia da adaptacdo resposta imune no
remodelamento das vias aéreas.

Existem dois padrBes de resposta das células T CD4: T helper 1 (Thl) e T
helper 2 (Th2). O primeiro, como ocorre na DPOC, esta relacionado com a liberacéo
de IL-2, interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alpha (TNF-o); enquanto
gue o segundo esta associado a secrecédo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, a producéo de
imunoglobulina (Ig) E e IgG4. Do mesmo modo, as células T CD8 também apresentam
dicotomia de expressao, neste caso, sendo chamadas de Tcl (células T citotdxicas
do tipo 1) e Tc2 (células T citotdxicas do tipo 2). No primeiro padrdo, observa-se
produgéo de IFN-y, mas néo de IL-4, como observado na DPOC. No segundo, as
células liberam IL-4, mas n&o INF-y (Maeno et al., 2007; Barnes, 2008).

Na DPOC, o interesse esta voltado para o padrao Tcl das células CD8, pois
varios artigos demonstram o predominio dessas células no escarro, no LBA e na
biépsia dos pacientes, quando comparado aos tabagistas sem limitacdo do fluxo aéreo
e aos voluntarios ndo tabagistas. No entanto, os linfécitos T CD4 também estdo
aumentados no parénquima de pacientes com DPOC, especialmente naqueles com
doenca mais grave. Nesse sentido, € possivel que essas células tenham importancia
na manutencdo da memaria imunoldgica que perpetuaria 0 processo mesmo apos a
suspensao do tabagismo (Cosio et al., 2002).

Os linfécitos T estdo aumentados no parénquima pulmonar e vias aéreas de
fumantes quando comparados com nunca fumantes se eles desenvolvem DPOC ou
nao. Existe um maior aumento de CD8* em comparacdo com CD4* (Aurora et al. 2005;
Mikko et al. 2013).

A polarizagéo da inflamacao pulmonar da DPOC em favor do tipo 1 resulta na
producéo e liberagdo de um determinado tipo de citocinas, especialmente o IFN-y,
liberado pelos linfocitos CD4 e CD8 e capazes de ativar os macrofagos, que, por sua
vez, passam a produzir uma série de citocinas, incluindo IL-12, que mantém a
diferenciacéo de linfocitos desviada para o fenotipo (Shapiro, 1999).

O Linfécito Th17, responsavel pelo recrutamento de neutrofilos, também esta
presente na patogenia da DPOC. Além de seu papel gerador de inflamagéo, o Th17
também esta relacionado com o remodelamento das vias aéreas, presente na DPOC
(Barker, Brightling, 2013).
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Na DPOC, os Linfécitos T reguladores (Treg) contribuem para a disfuncao da
célula T efetora, mediante a secrecdo de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10 e
o fator de crescimento transformador-beta (TGF-B). Alguns autores relatam aumento
de células Th1l7 e reducéo das células T reguladoras nas vias aéreas de pacientes
com DPOC (Barker e Brightling, 2013; Sales et al., 2017).

1.2.3. Neutrofilos

Os neutrofilos sdo células inflamatorias essenciais na patogénese da DPOC,
sendo a neutrofilia no escarro e no sangue uma caracteristica de todos os pacientes
com DPOC. Eles também foram relatados como um marcador da gravidade da DPOC,
foi constatado que pacientes com maior porcentagem de neutréfilos no escarro
apresentaram maior escore de dispneia na DPOC. (Singh et al. 2010, Mendy et al.
2018; Bartoli et al. 2016).

Na DPOC, os neutrdfilos sao recrutados para as vias aéreas e secretam varias
proteases, incluindo elastase do neutrofilo (NE), metaloproteinase da matriz (MMP),
bem como a mieloperoxidase (MPO), que contribuem para a destruicao alveolar Além
disso, algumas quimiocinas derivadas de neutrofilos, como IL-1 e CXCL8 / IL-8, estéo
comprovadamente envolvidas na lesdo tecidual e remodelacdo (Aimbire et al., 2008;
Baek et al. 2013).

As MMPs sao uma familia de proteases dependentes de zinco que podem ser
secretados por células estromais, neutréfilos e macrofagos. Eles sdo geralmente
classificados de acordo com os substratos que degradam. A maioria das MMPs
implicadas na patogénese do enfisema incluem a colagenase MMP-1, a gelatinase
MMP-9, e a metaloelastase MMP-12. (Hendrix, Kheradmand, 2017).

Os estudos mostraram MMPs aumentadas no liquido do lavado broncoalveolar
(LBA) e no plasma de pacientes com enfisema e contribuem para a obstrucdo das
vias aeéreas, destruindo os componentes estruturais dos tecidos extracelulares
(D’Armiento et al. 2013, Ostridge et al. 2016).

A elastase de neutrofilo (NE) é uma serina proteinase derivada do neutroéfilo
que possui comprovadamente envolvimento no dano e na remodelagédo tecidual
(Polverino et al. 2017) e ainda em um estudo descobriu-se que a deficiéncia de NE
em camundongos resultou na protecéo contra o enfisema, apds a exposi¢cao ao fumo

de cigarro (Guyot et al. 2014).



11

O mecanismo subjacente depende, em grande parte, do fato da NE ter uma
capacidade semelhante a MMPs em causar danos aos tecidos. (Lerman, Hammes,
2018).

Além disso, a NE pode cooperar com MMPs e amplificam o efeito da
degradacdo da MEC (matriz extracelular). Além da degradacdo da matriz, a NE
também pode promover fibrose peribrénquica, aumentando a proliferacdo de
fibroblastos. A NE é um potente estimulante da secre¢cdo de muco de glandulas
submucosas e células caliciformes, envolvidas em obstrucdo das vias aéreas
(Gregory et al. 2015; Guo et al. 2016).

MPO é um produto de neutréfilos e macréfagos e armazenado principalmente
nos granulos primarios dos neutrofilos. E um mediador inflamatério que é supra
regulado e pode acelerar a resposta inflamatoria (Arai, 2010; Naussef 2018).

Esse achado sugere um possivel papel protetor MPO na remodelacéo das vias
aéreas. As armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs) séo liberadas por
neutréfilos ativados e cobertos com histonas e enzimas como NE e MPO que
capturam bactérias; no entanto, a formacao excessiva de NETs pode contribuir para
a lesdo do 6rgdo. Foram observadas grandes quantidades de NETs nas vias aéreas
de pacientes com DPOC e associadas a gravidade da doenca e frequéncia de
exacerbacéo (Qiu et al. 2017).

A infeccdo bacteriana e o tabagismo sao tipicamente considerados como
principais fatores de risco para DPOC (Scannapieco, 2001; Scannapieco, 2003;
Hymman, 2004; Katancik, 2005).

A periodontite que é entdo caracterizada por uma doenca inflamatéria e €
frequentemente associada a outras doencas crénicas, condicfes sistémicas, como
doencas cardiovasculares, diabetes e asma (Erazo, Whetstone 2019; Folwaczny et al.
2019). Um mecanismo que tem sido proposto para periodontite cronica, como fator de
risco para outras doencas, compreende a disseminacao sistémica de bactérias orais
e mediadores inflamatorios. Sendo a boca um reservatério para patégenos do trato
respiratorio e aspirando uma grande quantidade de contaminantes virulentos no
pulm&o, poderia causar pneumonia ou exacerbacdo aguda da DPOC (Ramos et al.,
2011).

Os poucos trabalhos existentes na literatura, correlacionam a doencga periodontal
com a DPOC (Cullinan et al. 2009, Falcon, Bullon 2019) sugerem que o tratamento

periodontal esta associado com menor risco de eventos respiratorios adversos na
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DPOC. Assim, concluiram que o estabelecimento e manutencéo de saude bucal para
pacientes com doenca periodontal e DPOC, torna-se uma questao importante para
ser avaliada (Armitage 2011, Horliana et al. 2014). De fato, recentemente tem havido
um maior interesse na associacdo da DPOC com a doenca periodontal, embora os
mecanismos desta associacao ainda néo estejam completamente elucidados (Cotti et
al, 2014). Assim, a ampliacdo do conhecimento acerca das interacdes entra a DPOC
e a periodontite apical, possibilitaria um aperfeicoamento da prevencdo e do
tratamento com consequente redugdo da morbidade e mortalidade decorrentes da

doenca.

1.3. Fisiopatologia da Periodontite Apical Assintomatica (PAA)

Clinicamente, a periodontite apical comeca como uma inflamacédo aguda do
ligamento periodontal apical e da esponjosa circundante, acompanhada de sintomas
iminentes bem conhecidos, como dor, sensibilidade a percussdo e imagem
radiografica de reabsorcdo 6ssea. O agente causador, geralmente, sdo as bactérias,
seus antigenos e toxinas do sistema de canais radiculares, saturando a capacidade
dos mecanismos de defesa do hospedeiro, a lesdo apical progride, a formacao de
abscesso ocorrendo com ou sem fistulagdo e se espalhando para o 0sso. Se a
presenca de substancias irritantes tiver duracéo prolongada, a leséo pode se tornar
cronica (assintomatica) sem causar sintomas clinicos dramaticos ao paciente. A
periodontite apical assintomética representa um equilibrio dindmico entre os agentes
irritativos exdgenos e 0s mecanismos de defesa do hospedeiro, nos quais os ultimos
nao sao capazes de destruir e eliminar completamente os fatores patogénicos, mas,
formam uma barreira circunscrita, para conter eficazmente uma nova invasao
(Sundgvist et al., 1998).

Ha consenso de que a periodontite apical persistente ap6s o tratamento do
canal radicular apresenta uma situacéo etiologica e terapéutica mais complexa do que
a periodontite apical que afeta os dentes que ndo foram submetidos ao tratamento
endododntico. O espectro etiologico e as opc¢des de tratamento da periodontite apical
persistente sdo mais amplos do que aqueles dos dentes que nao foram submetidos a
tratamento endodontico prévio (Nair, 2004).

Antigenos bacterianos derivados do canal radicular infectado sao capturados
por células apresentadoras de antigenos (APC), processados e apresentados aos

linfécitos Th. Um sinal duplo de apresentacéao de antigeno com IL-1 ativa os linfécitos
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Th. Citocinas produzidas por esses e as células ativadas incluem IL-4, IL-5 e IL-6, que
induzem a proliferacdo e maturacao de um clone especifico de linfécitos B expostos a
esse antigeno especifico, resultando em plasmocitos produtores de IgG especifica
para esse antigeno. O INF-y ativa macréfagos que, por sua vez, produzirdo IL-1p para
recrutamento local de polimorfonucleares (PMN), e na circulagédo € a IL-8 que ativa
esses PMNs. Endotoxina bacteriana (LPS), derivada de bactérias Gram negativas,
sinergicamente participa da ativacdo de macrofagos. Em conjunto, permitem a
fagocitose especifica e eficaz pelos PMNs de qualquer bactéria emergente do forame
apical. A reabsorcdo O0ssea é um efeito colateral do processo defensivo acima,
mediado pelo TNF-a produzido pelos linfécitos Th ativados e pela IL-1, produzida
pelos macréfagos ativados (Coli et al., 2009). Ambos ativam a reabsorcdo éssea
osteoclastica (Cotii et al., 2014) (Figura 4).
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Figura 4 - Células e citocinas, imunoglobulinas e o processo de reabsorcéo
O0ssea na periodontite apical assintomatica. APC - célula apresentadora de
antigeno; Linfocito B - B; Igs - imunoglobulinas; MHC Il - complexo principal de
histocompatibilidade II; OSB - osteoblasto; OSTC - osteoclastos; PAMP -
padrées moleculares associados a patdgenos; PMN - leucdcito polimorfonuclear;
RANK-L - Rank ligante; Tc - linfocito T citotdéxico; Thl - células T auxiliares 1;
Th2 - células T auxiliares 2. Fonte: Cotti et al. 2014.



14

1.3.1. Leucdcitos polimorfonucleares

Nas areas necroticas e exsudativas da inflamacao perirradicular, os neutrofilos
fornecem a primeira linha de defesa contra a invasao bacteriana do canal radicular
infectado. Na zona granulomatosa da leséo eles podem ser encontrados intercalados
entre linfécitos, plasmacitos, macrofagos e elementos fibrovasculares. A producéo
induzida por lipopolissacarideos (LPS) de IL-1p e IL-6 por neutréfilos em lesdes
perirradiculares sugere que essas células podem participar ativamente da expressao
génica em ciclos positivos de auto estimulacdo, como ativacao sinérgica de exploséo
oxidativa e citotoxicidade, bem como em processos reguladores protetores e
destrutivos, como o recrutamento e maturacdo de osteoclastos (Bando et al., 1993;
Miller et al., 1996; Euler et al., 1998).

1.3.2. Linfocitos B, plasmacitos, imunoglobulinas (Ig) e outros fatores
plasméaticos

Um papel significativo na imunidade antibacteriana local é atribuido a altas
concentracfes de IgG e IgA no corpo dos granulomas periapicais, nas paredes e
fluidos dos cistos periapicais, bem como nos exsudatos dos canais radiculares
(Greening, Schonfeld 1980; Johannessen et al., 1983; Keudell et al., 1981; Torres et
al., 1994).

Os linfécitos B e plasmoécitos produtores de IgG e IgA, estdo em grandes
nameros no tecido de granulagéo perirradicular em humanos e em modelos animais
experimentais (Kawashima et al. 1999; Marton, Kiss 1993; Sol et al. 1998; Stern et al.
1981).

Além das imunoglobulinas produzidas localmente, outras proteinas
plasmaticas, originadas pela transudacdo de vasos sanguineos dilatados que
penetram na lesdo, como componentes do complemento, proteinas dos sistemas de
coagulacdo entre outros, os quais interagem com as Igs e células do infiltrado
imunoinflamatério periapical (Johannessen et al. 1983; Lerner 1994; Sundqvist, Lerner
1994).
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1.3.3. Linfocitos T

Embora os linfécitos B e as células plasmaticas representem uma populacao
importante do infiltrado inflamatorio perirradicular, a determinacdo quantitativa das
subpopulac¢des de linfécitos demonstrou consistentemente um excesso de células T
sobre os linfocitos B, indicando que o0s granulomas periapicais Ss&o
predominantemente lesdes do tipo célula T em humanos e em lesdes experimentais
induzidas em ratos (Bergenholz et al. 1983; Pulver et al. 1978; Torabinejad, Kettering
1985).

Os linfocitos T CD4* respondem aos antigenos em conexao com as moléculas
do MHC classe Il apresentados na superficie das APCs e podem mediar a producéo
de Igs, bem como para os linfécitos T citotoxicos. Os linfécitos T CD8* sédo células
restritas ao MHC classe | e tornam-se citotoxicos apos a estimulagdo com o complexo
antigeno-MHC (Croft, Swain 1991; Reinherz, Schlossman 1980).

Estudos em lesdes periapicais induzidas em ratos demonstraram que as lesées
agudas vs crbnicas, possuiam uma composicdo diferente de linfécitos T, sendo as
células T CD4* predominando na fase inicial do desenvolvimento da lesdo seguida por
sua diminuicdo gradual na fase cronica, enquanto as células T CD8* aumentam
superando a subpopulacédo de células T auxiliares (Kawashima et al. 1996; Stashenko,
Yu,1989).

Esse fato, pode significar que o infiltrado de células perirradiculares em
pacientes com lesbes relativamente precoces € caracterizado pelo excesso de células
T auxiliares/indutoras, enquanto nas lesées mais avancadas as células T

citotoxicas/supressoras sao mais proeminentes (Geratz 1995; Mielke et al. 1997).

1.3.4. Macréfagos

A presenca de macroéfagos é crucial na periodontite apical crénica, bem como
ao desenvolvimento da leséo e a perpetuacao de reacdes inflamatoérias, embora sua
frequéncia no infiltrado inflamatorio celular tenha sido espalhada entre amplas faixas
de 4% a mais de 50%. Os macrofagos desempenham um papel altamente complexo
entre 0s membros celulares do infiltrado inflamatério perirradicular. Verificou-se
recentemente que, nos granulomas periapicais experimentais induzidos pela
exposicdo da polpa molar de rato ndo selada a microbiota oral, um dos primeiros
eventos é o forte influxo de macrofagos para a tecido periapical (Bergenholz et al.
1983; Kontiainen, Ranta 1986; Kopp, Schwarting 1989; Tani et al. 1992).
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Isso indica que o hospedeiro monta rapidamente a primeira linha de defesa
local composta por fagécitos na tentativa de eliminar estimulos nocivos que progridem
da camara pulpar afetada em direcéo ao espaco periapical. A escassez dessas células
no ligamento periodontal normal e seus marcadores de superficie celular indicam que
0S macrofagos exsudativos, caracterizados pela expressao de antigenos do MHC, séao
a subpopulacdo dominante de macrofagos, tanto em lesdes periféricas humanas
quanto em ratos (Marton et al. 1998, Okiji et al. 1994; Yu, Stashenko 1987).

Os macréfagos recrutados para a linha de defesa sédo ativados ao se
depararem com 0s microrganismos invasores e seus produtos. Eles fagocitam e na
maioria dos casos eliminam com sucesso as bactérias que atingem o0 espaco
periapical. Bactérias intracelulares em macrofagos adjacentes ao forame apical foram
identificadas repetidamente em lesdes periapicais. No entanto, os macréfagos néo
estao restritos a executar os mecanismos efetores de vital importancia da fagocitose
e da morte. Eles apresentam os antigenos estranhos digeridos nos linfécitos T em
conexdo com as moléculas do MHC, seguidos pela ativacao das células T (Walton,
Ardjmand 1992; Weiss 1993).

1.3.5. Mediadores inflamatérios na PAA

As citocinas mais relevantes em relacéo a protecédo do hospedeiro e formacgéao
de granuloma séo IL-1p e TNF-a. A expresséo de IL-1a, IL-13 e TNF-a estava restrita
a macrofagos, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, leucdcitos
polimorfonucleares, osteoblastos e osteoclastos, mas ndo a linfécitos em lesdes
periapicais humanas e experimentais, tanto em niveis de proteina e como na sua
expressdo. Assim, citocinas e quimiocinas liberadas pelas células epiteliais e
endoteliais residentes, induzidas por LPS, desempenham um papel fundamental na
protecdo do hospedeiro e no desenvolvimento de formagé&o de tecido de granulacao
em lesdes inflamatorias periapicais (Bando et al. 1993; Takeishi et al. 1996; Tani-Ishii
et al. 1995; Wang et al. 1997).

No tecido periodontal a IL-13 € produzida por macréfagos/monécitos e PMNSs.
A sua acao é essencialmente induzir a quimiotaxia dos PMNs, a resposta de fase
aguda, fagocitose e estimular a producéo de IL-6 e IL-8. (Graunaite et al. 2011; Kayal
2013). No caso da IL-6 a sua acéao, é ativar os PMNs e a resposta de fase aguda,
promove também a diferenciacéo dos linfocitos B e, a producéo de anticorpos
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(Graunaite et al., 2011; Kayal, 2013). Ainda, a IL-17 € produzida por uma linhagem de
linfocitos Th17. A presenga desta citocina nos tecidos periapicais mostrou uma forte
relacdo com a indugdo da destruicdo 6ssea. A IL-17 mais do que induzir a resposta
inflamatoria, amplifica a inflamacé&o induzida por uma lesdo tecidual pré-existente
(Graunaite et al., 2011; Kayal, 2013). Ja, o TNF-a € produzido por macréfagos, PMNs
e linfocitos Thl, sendo a sua producéo potencialmente estimulada por LPS; tem como
funcao ativar linfocitos e macréfagos e induzir a resposta de fase aguda (Graunaite et
al., 2011; Kayal, 2013). Por fim, o IFN-y tem como principal funcdo a ativacdo dos
macrofagos, e a inducdo de citotoxicidade pelas células NK; induz a diferenciacdo
Thle é produzido por linfocitos ativados, macréfagos, células dendriticas e células
epiteliais. (Graunaite et al., 2011; Kayal, 2013).

1.3.6. Osteoclastos e osteoblastos

Para exercer sua funcdo reabsortiva 0ssea, 0S osteoclastos requerem a
cooperacao dos osteoblastos formadores de ossos. Um equilibrio fisiolégico entre
esses dois tipos de células em interacdo de funcBes opostas resulta no equilibrio
dindmico do osso saudavel que estd em remodelamento permanente. Enquanto isso,
a quantidade de osso reabsorvido é substituida por nova formacao éssea (Hausmann
et al 1972; Thomson et al 1986).

Algumas substancias perturbam esse equilibrio, levando ao excesso de perda
0ssea. Isso inclui componentes bacterianos, principalmente (LPS) e acidos graxos de
cadeia curta, além de substancias derivadas do hospedeiro, como citocinas pro-
inflamatorias (IL-1p, TNF-a e IL-6), derivados do acido araquidénico (prostaglandinas
e leucotrienos), e complexo antigeno-anticorpo (Stashenko 1989; Torabinejad, Kiger
1980).

A presenca e producgdo in situ de IL-13, TNF-a e IL-6 por fagoécitos, células
endoteliais e epiteliais em resposta aos estimulos extracelulares de ativagao tém sido
repetidamente demonstradas em lesdes periapicais. Os resultados do modelo
extensivamente estudado de granuloma periférico de rato indicam que a reabsorcao
O0ssea estimulada pela infeccdo pulpar € principalmente mediada por IL-1 a. Ao
contrario dos ratos, a forma predominante de IL-1 expressa em lesfes periapicais de

seres humanos é a IL-1 3. Além do efeito da IL-1, a reabsor¢do 6ssea induzida por



18

altos niveis de IL-6 pode contribuir para o crescimento de cistos radiculares (Wang,
Stashenko, 1993).

No rato, a perda Ossea rapida nas lesbes inflamatdrias periapicais precoces
pode ser evitada pelo inibidor da cicloxigenase indometacina. Os resultados do
modelo de rato mais sofisticado demonstraram que as prostaglandinas pareciam atuar
principalmente indiretamente como cofatores permissivos de citocinas reabsorvidas
pelos ossos (Stachenko et al., 1994).

Segundo Kerekes e Tronstad (1979), cerca de 85% a 90% dos pacientes com
lesbes periapicais podem ser satisfatoriamente tratados através dos métodos
endodobnticos convencionais nao-cirdrgicos. Estudos mostram que o tratamento
endodontico apropriado, além de eliminar as bactérias, interfere na ecologia complexa
da microbiota dos canais radiculares, privando 0s microrganismos restantes de sua
fonte nutricional (Sundqvist, 1992; Maalouf, Gutmann, 1994). As causas de falhas do
tratamento endodoéntico convencional podem ser por fatores biolégicos e/ou técnicos.
Entre elas, a inabilidade de erradicar todos os microrganismos dos canais radiculares
durante o tratamento endododntico, a complexidade anatdmica dos canais radiculares,
as fraturas radiculares, as rachaduras, os canais ndo localizados, entre outras
(Wayman et al.,, 1992; Abou-Rass, 1993; Ray e Trope, 1995; Abou-Rass, Bogen,
1998).

Com intuito de elevar os indices de sucesso do tratamento convencional de
canais radiculares, evitando a cirurgia periapical, o uso de hidroxido de calcio, como
um material preenchedor intermediario ou definitivo dos canais radiculares, faz parte
da rotina da terapéutica endodontica (Heithersay, 1975; Sjogren et al., 1991), o qual
possui acao antibacteriana e anti-inflamatoria, inibicdo da reabsorcdo 6ssea e
estimulacdo da remineralizacdo (Maalouf, Gutmann, 1994).

A terapia fotodindmica (PDT) tem sido recomendada como método auxiliar ao
procedimento endoddntico convencional no tratamento de lesdes periapicais. AZIM et
al., (2001) mostraram que a PDT, conjuntamente ao tratamento endodéntico pode

promover a regeneracao 0ssea nas lesbes periapicais (Silva et al., 2012).
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1.4. Terapia Fotodinamica antimicrobiana (aPDT)

Ha mais de 100 anos foi descoberto que a terapia fotodindmica antimicrobiana
(aPDT, do inglés antimicrobial Photodynamic Therapy) tem a capacidade de eliminar
microrganismos por meio da combinacdo adequada de luz e corante, na presenca de
oxigénio. A descoberta de que aPDT poderia ser utilizada como terapéutica para
infeccbes locais € recente e suas aplicacfes clinicas estdo sendo desenvolvidas,
incluindo tratamento de infec¢Bes orais, infec¢cdes bacterianas dermatologicas,
infecgbes bacterianas em abcessos cerebrais e dentais, uUlceras infectadas células
cancerigenas. Entre as vantagens de se adotar o aPDT como terapia antimicrobiana
podemos citar a eficacia independente do padrdo de resisténcia das espécies
microbianas e amplo espectro de acao, tendo em vista que o fotossensibilizador pode
agir em bactérias, virus, fungos, leveduras e protozoarios parasitas (Chiniforush et al.,
2016).

Os biofilmes microbianos estdo envolvidos em quase todos as patologias da
estrutura dental e da cavidade oral. Pesquisas mostraram que a aPDT constituida por
azul de metileno e um laser de diodo de 670 nm (poténcia de saida 280 mW, 30 s) ou
azul de toluidina e uma luz LED de 628 nm (poténcia de saida 1000 mW durante 30
s) induziu danos graves, incluindo lise de células aos biofilmes de E. faecalis, com o
primeiro também causando importante aumento da rugosidade superficial. Entretanto
comparado ao uso de NaOCl a 2,5% a aPDT é menos eficiente para eliminar
microrganismos (Zenus et al., 2016).

Recentemente, varios estudos in vitro e in vivo demonstraram resultados
promissores sobre o uso de métodos fotodindmicos e evidenciaram o potencial
antimicrobiano da terapia fotodinamica na endodontia durante a desinfeccdo do

sistema radicular. A morte microbiana por aPDT depende da interacéo de trés fatores:
uma fonte de luz, um fotossensibilizador e um substrato. No entanto, ndo ha consenso
sobre um protocolo durante o tratamento do canal radicular (Sivieri-Araujo et al. 2013).

A terapia fotodinadmica antimicrobiana (aPDT) parece ser um método adjuvante
eficaz no tratamento endoddntico, uma vez que os relatérios demonstraram um grau
adicional de reducdo microbiana in vitro e in vivo quando a aPDT é usada apos a
preparacdo quimio-mecanica. Esta abordagem envolve a combinacdo de um
fotossensibilizador (PS) e uma fonte de luz (geralmente um laser de baixa intensidade)
para inibir um amplo espectro de microrganismos através da producdo de espécies

reativas de oxigénio (ERO). A absorgdo da luz excita o PS, que reage com o0 oxigénio
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para produzir ERO que é toxico para os microrganismos. A aPDT antimicrobiana é
reconhecida como uma estratégia de tratamento minimamente invasiva e
minimamente toxica (Chrepa et al., 2014; Garcez, Hamblin, 2017).

A sua indicacdo como excelente adjunta a terapia endodéntica convencional
estd bem documentada, no entanto. Os dados sugerem a necessidade de ajustes de
protocolo ou novas formulacdes de fotossensibilizador para melhorar a previsibilidade
da terapia fotodinAmica em endodontia. Essa técnica € minimamente invasiva e nao
tem efeito colateral as células do hospedeiro, dentro de parametros adequados,
auxiliando na recuperacao. Pode ser considerada economicamente viavel e pode ser

executada em diferentes sessdes (Sivieri-Aradjo et al., 2015).

1.4.1. Mecanismos da aPDT e a fisico-quimica do azul de metileno

A bioestimulacdo € um fenébmeno fotobiologico e os foto receptores primarios
sdo componentes da cadeia respiratdria fato que explica a universalidade dos efeitos
do laser de baixa poténcia. Os componentes da cadeia respiratéria podem ser os foto
receptores no caso de estimulacdo do metabolismo celular, bem como inibicdo
dependendo da dose de luz. Em doses baixas, a irradiacao causa regulacao redox de
metabolismo celular; em doses elevadas de dano fotodindmico prevalece. A luz
quantica é apenas um gatilho para a regulacdo do metabolismo celular. Isso explica
as baixas doses e intensidades necessarias e a magnitude do efeito da bioestimulagéo
depende do estado fisiolégico da célula antes da irradiacdo. Isso explica por que o
efeito de bioestimulacdo ndo € sempre possivel (Karu, 1989; Chen et al., 2011). Os
processos envolvidos no mecanismo que descreve a acao da luz em combinagédo com

o fotossensibilizador s&o bem ilustrados por meio do diagrama de Jablonski (Fig. 5).
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Figura 5 - Figura 1 diagrama de Jablonski. A absorcéo inicial de um foton pelo estado
fundamental do FS (fotossensibilizador) da origem ao estado singleto animado de
curta duracao. Este estado pode perder energia por fluorescéncia, conversao interna
em calor ou por cruzamento inter sistema para o estado tripleto de longa duracéo. Os
estados tripletos do FS sado extinguidos pela transferéncia de energia para o oxigénio
molecular (um estado tripleto) para fornecer oxigénio singleto (Tipo 2), por
transferéncia eletrénica de oxigénio ou biomoléculas para resultar em superoxido e
radical hidroxila (Tipo 1) (Sadasivan et al. 2013).

O fotossensibilizador (FS) azul de metileno (AM) possui caracteristicas, que
conferem a essa molécula um grande potencial para aplicacdo em aPDT, pois absorve
a luz intensivamente; tem uma fotoquimica bem caracterizada e eficaz, que aciona os
mecanismos de fotossensibilizac&o; isso danifica biomoléculas e induz com eficiéncia
a morte em varias células, tecidos e organismos-alvo (Tardivo et al. 2005).

A concentracdo de azul de metileno influencia o seu estado de agregacao, isto
€, quanto maior a concentragdo, maior a quantidade de dimeros. A presenca de tenso-
ativos, como o lauril sulfato de sodio (LSS), também €& capaz de modular a relacdo
entre a quantidade de dimeros e mondmeros em solugdo. Enquanto baixas
concentracbes de (LSS, da ordem de 1 mM, favorecem a formacédo de dimeros,
elevadas concentracbes de LSS (50 mM) resultam na monomerizacdo. Da mesma
forma, a ureia se mostrou eficaz em desestabilizar intera¢des soluto-soluto de modo

que a solucdo de azul de metileno na presenca de ureia apresenta menor
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concentracdo de dimeros. Conhecendo diferentes meios que possam reduzir a
formacao de dimeros, e com a possibilidade das reacdes do tipo Il (mediadas por
oxigénio singleto) serem mais efetivas na inativagcdo de microrganismos do que as
reacoes do tipo I. Neste sentido, o uso de azul de metileno na forma de uma
formulacdo que possa manter uma elevada concentracdo de monémeros durante a
aplicacao clinica surge como uma possibilidade interessante (Tardivo et al. 2005;
Abrahamse, Hamblin 2016).

O lauril sulfato de sédio acrescentado a formula é o agente surfactante, cuja
acao redutora de tenséo superficial facilita a limpeza das superficies dos dentes bem
como a dispersao dos materiais acumulados. A presenca deste agente modula a
agregacao do azul de metileno, controlando a relacdo entre monémeros e dimeros.
Além disso, o proprio lauril sulfato de sddio j& apresenta certa acao antimicrobiana,
dependendo da concentracao utilizada (Sivieri-Araujo 2013; Tardivo et al. 2005).

Desta forma, o presente estudo partiu da hipotese de que pacientes com
doenca periapical possuem uma condi¢cdo mais susceptivel a DPOC. Além disso, a
falta de estudos que abordem esses assuntos, o estudo tem o intuito de investigar se
a periodontite apical é capaz de influenciar no curso da doenca pulmonar, onde foi
avaliado o efeito da terapia fotodinAmica na periodontite apical assintomatica em

modelo experimental de DPOC.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais
Avaliar o efeito da Terapia Fotodinamica antimicrobiana (aPDT) na periodontite

apical assintomatica (PAA) em modelo experimental de doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC).

2.2. Objetivos especificos in vivo

2.2.1. Avaliar o numero de macréfagos, neutrofilos e linfocitos no LBA;

2.2.2. Quantificar os niveis de IL-1p3, IL-4 IL-6, IL-10, TNF-a, e IFN-y no

sobrenadante do LBA e no soro;

2.2.3. Analisar morfometricamente o alargamento alveolar.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional
para o Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), com as normas do Conselho
Canadense de cuidados com animais (2018) e do Congresso Nacional Brasileiro
(2008), sendo submetido ao Comité de Etica em animais da Universidade Nove de
Julho (UNINOVE) com o numero do CEUA: AN0010/2017 aprovado no dia
12/09/2017.

3.1. Animais
Os camundongos (C57BL/6) foram obtidos e criados no biotério de criacédo da
Universidade Nove de Julho, em caixas plasticas apropriadas sob temperatura
constante de 22 a 25°C, luminosidade controlada com ciclo de 12h (claro/escuro),
ventilacdo controlada artificialmente, umidade relativa de 50 a 60%. Foram incluidos

64 camundongos (C57BL/6) saudaveis machos, adultos com peso médio de 25 a 30g.

3.2. Delineamento experimental
Os camundongos foram divididos aleatoriamente em 08 grupos experimentais.
A eutanasia de todos os animais foi realizada apds 57 dias do inicio do experimento.
Atabela 1 descreve os procedimentos que foram realizados em cada grupo do estudo:

GRUPO (N=8) DESCRICAO

Basal Sem inducdo de doenca

PAA Inducéo da periodontite apical assintomatica

PAA + TE Inducéo da PAA + Tratamento endodéntico

PAA + TE + PDT Inducéo da PAA + Tratamento endodontico + terapia fotodinaAmica

DPOC Inducdo de doenca pulmonar obstrutiva cronica

DPOC + PAA Inducdo de DPOC + Inducao da PAA

DPOC+ PAA + TE Inducdo de DPOC + Indugdo da PAA + Tratamento endodoéntico

DPOC + PAA+ TE + Inducdo de DPOC + Inducédo Da PAA + Tratamento endodéntico + terapia
PDT fotodindmica

Tabela 1 - Descri¢ao dos grupos do estudo
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3.3. Cronograma experimental

Os tempos (dias) de desenvolvimento do experimento estdo descritos na figura

6.
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A A A A A A A AA
0 14 21 22 28 35 42 49 56 57
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Figura 6 -. Cronograma dos grupos experimentais.

3.4. Modelo experimental de Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) por
extrato de cigarro.

O extrato de fumaca de cigarro foi preparado utilizando-se uma seringa de 20

mL de plastico adaptada a uma torneira de 3 vias ligadas a tubos plasticos

unidirecionais e um tubo plastico Falcon de 50 mL (Figura 7), para borbulhar o fumo

de 2 cigarros através de 4,0 mL de solugcdo tampédo PBS 1x.

"

|

|
o B

Figura 7 - Torneira de fluxo de 3 vias (A), tubo Falcon (B) utilizado para obtencéo do
extrato de fumagca de cigarro.
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Para a inducdo da DPOC usando o extrato de cigarro, os animais foram
submetidos a imobilizacdo adequada em uma posi¢cdo que permitiu a aplicacdo da
anestesia com injecéo intramuscular (i.m.) de xilazina 2% (0,06mI/100g) + ketamina
10% (0,08mI/100g) e o acesso apropriado a via de administracao, intra traqueal (i.t.).
Foram administrados 30 pL do extrato de cigarro por via orotraqueal, 2 vezes por

semana durante 7 semanas.

3.5. Inducéo da periodontite apical assintomatica

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com ketamina 100 mg/kg
e xilazina 10 mg/kg com seringa para insulina (5 pl). Para a abertura da cavidade oral
do camundongo foram utilizados materiais desenvolvidos para a pesquisa, dois
suportes metalicos verticais e uma linha de algodao n° 5 entre eles, onde o0s incisivos
centrais superiores do camundongo foram gentilmente encaixados, de forma que a
mandibula ficasse livre (Figura 8A), a lingua foi gentilmente tracionada para que a
abertura bucal fosse adequada para o0 acesso a regido do dente posterior(Figura8B).

Figura - 8. Suporte para imobilizagdo do animal usado na administracdo orotraqueal.

A abertura da cavidade coronaria do primeiro molar inferior direito foi realizada
com broca #% de aco carbono LN (Dentsply Sirona, Ballaigues, Suica) (Figura 9)
acionada pelo motor elétrico Endo Pro (Driller®, Sao Paulo, Brasil) com velocidade de

6000 rpm e torque 3,5 N/cm.
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Irrigacdo com seringa de insulina (3 pL) de solucao de cloreto de sédio a 0,9%
e aspiracao feita com um suctor endodoéntico (Angelus®, Parand, Brasil) acoplada a
uma bomba aspiradora a vacuo (5005BRS Nevoni®, Sao Paulo, Brasil) e a verificacdo
da abertura e acesso aos canais radiculares com limas endododnticas #8 e #10
(Dentsply Maillefer®, Suica), (Sato, Antoniazzi; 1993). Apos a realizacdo da abertura
coronaria, aguardaram-se 21 dias com os dentes abertos, para que a infeccao
endoddntica pudesse se instalar e a confirmacao foi realizada pelo exame radiografico
(Figura 9).

Em caso de sofrimento, o animal era medicado com um analgésico (tramadol),
retirado do estudo e eutanasiado, através da administracdo de CO pelas vias
respiratorias. N&o foram administrados antibidticos nem anti-inflamatoérios para néo

influenciar nos resultados.

Figura 9 -. Acesso a camara pulpar com broca esférica LN.

3.6. Tratamento endodontico e terapia fotodinamica

Apés 21 dias de inducdo da doenca periodontite apical assintomatica foi
realizado o tratamento endodéntico nos grupos PAA, DPOC + PAA, PA + TE, PAA +
TE + PDT, DPOC + PAA + TE e DPOC + PAA + TE + PDT.

Os animais foram anestesiados por via intramuscular com Ketamina 100mg/kg
e Xilazina 10 mg/kg com seringa para insulina (5uL). O tratamento endodéntico foi
realizado no primeiro molar inferior direito nos dentes portadores da periodontite apical
assintomatica, inicialmente se realizou a irrigacdo e aspiracdo com uma substancia

quimica auxiliar, o hipoclorito de sédio a 1%, o preparo dos canais com as limas da
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primeira série #8, #10, #15, #20 (Dentsply Sirona, Ballaigues, Suica), nova irrigacéo e
aspiracdo com a substancia quimica auxiliar de hipoclorito de sodio a 1%, secagem
do canal com cone de papel absorvente de acordo com o numero do Ultimo
instrumento utilizado (Tanari, Tanariman Industrial Ltda, AM, Brasil). Foi realizado o
preenchimento dos canais radiculares com a medicacdo intracanal a base de
hidroxido de calcio Ultracal (Ultradent, Utah, EUA) auxiliada por uma lima #15
(Dentsply Sirona, Ballaigues, Suica). A cavidade coronaria foi vedada com resina
ortoddntica Natural Ortho (Nova DFL, Rio de Janeiro, Brasil). Nos grupos com terapia
fotodinamica, apos a instrumentacao, foi feita a secagem do canal com cones de papel
absorvente #20 (Tanari, Tanariman Industrial Ltda, Amazonas, Brasil), aplicacdo de
azul de metileno com concentracédo 0,005% (Chimiolux 5, DMC, S&o Paulo, Brasil)
com tempo de espera de 3 minutos e foi feita a aplicacao de laser vermelho, Garcez,
Hamblin (2017). As irradiacdes foram realizadas, em uma Unica aplicacdo com o laser
de diodo Therapy EC (DMC, Sao Paulo) no comprimento de onda vermelho (A = 660
nm) por 90 segundos (Tabela 2). Lavagem do azul de metileno com soro fisioldgico,
secagem do canal com papel absorvente #20 (Tanari, Tanariman Industrial Ltda, AM,
Brasil). Todos os dentes tiveram o fechamento da cavidade coronaria com resina
ortoddntica Natural Ortho (Nova DFL, Rio de Janeiro, Brasil) com a finalidade de

manter o canal radicular o mais asséptico e fechado possivel.

PARAMETROS
Comprimento de onda [nm] 660
Modo de operacao Continuo
Poténcia radiante média [mW] 100
Irradiancia no alvo [W/cm?] 3
Area do feixe no alvo [cm?] 0,03
Tempo de exposicao [s] 90
Energia radiante [J] 9
NuUmero de pontos irradiados 1
Técnica de aplicacao Contato
NUmero e frequéncia das sessées Sesséo Unica
Energia total [J] &
Fotossensibilizador Azul de metileno 0,005%

Tabela - 2: Parametros dosimétricos utilizados na terapia fotodinamica
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Controle

D

Figura 10. Imagem da PAA por radiografia digital. (A) Imagem radiografica digital de
hemiarcada mandibular de camundongo do grupo Basal; (B) Imagem radiografica
digital de hemiarcada mandibular de camundongo do grupo PAA; (C e D) Imagem
contraste de radiografia digital de hemiarcada mandibular do camundongo do grupo
PAA.

3.7. Eutanasia dos animais
O fluxograma representativo dos procedimentos experimentais encontra-se na
figura 01. Os animais de todos os grupos foram eutanasiados nos dias 57 e 58 apos
a inducdo da DPOC. Foi realizada a exsanguinagdo da artéria aorta abdominal e os

pulmdes foram retirados. Cada grupo foi submetido & aplicagdo da anestesia com
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injecdo intramuscular (i.m.) de xilazina 2% (0,06ml/100g) + ketamina 10%

(0,08ml/100g), comumente utilizada na experimentagdo com roedores. A substancia
foi administrada minutos antes da exsanguinacao, utilizando uma seringa de 1mL e
agulha hipodérmica 25x5 mm. Apds as coletas, todos foram acondicionados e

descartados como lixo hospitalar (ou residuo de servico de saude).
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3.8. Avaliacdo da inflamacao pulmonar no lavado bronco alveolar (LBA)

Apds anestesia os animais foram traqueostomizados e canulados e os pulmdes
lavados com 3 x 0,5 ml de tampéo fosfato salino (PBS).

O volume do lavado recuperado foi centrifugado a 1600 rpm a 4°C por 5
minutos. O sobrenadante foi armazenado a -70°C para analise das citocinas por meio
de ELISA. O botéo celular foi ressuspendido em 1ml de tampéo fosfato salino (PBS)
e utilizado para a determinag&o do numero de células totais no LBA realizado por meio
de contagem na Camara de Neubauer. O restante do material ressuspendido foi
utilizado para preparacao de laminas de Cytospin (Biolab, Brasil). Foram utilizados
200 pL de amostra de cada animal para contagem diferencial das células,
centrifugadas por 10 minutos, 450 rpm no equipamento de modelo Cytospin-2
(Shandon Intruments Sewickley, PA, EUA).

As laminas foram coradas através da técnica de coloracao Instant Prov I: (1) as
laminas foram colocadas na cuba corante Instant Prov I, deixadas por 10 segundos,
retiradas e deixadas escorrer por 5 segundos. (2) Colocar as laminas na cuba corante
Instant Prov Il, deixadas por 10 segundos, retiradas e deixadas escorrer por 5
segundos. (3) Colocar as laminas na cuba corante Instant Prov lll, deixadas por 20
segundos, retiradas, deixadas para escorrer por 5 segundos e lavadas as laminas em
agua corrente. ApGs a coloracao 300 células foram contadas para a determinacéo da

contagem diferencial, aumento de 400X.

3.9. Avaliacdo dos niveis de citocinas no LBA por ELISA.
Foi realizado as analises de citocinas: IL-4, IL-6, IL-10, IL-1B, INF-y e TNF-a no
LBA e no soro; foram avaliados pelo método ELISA, dosados segundo as

recomendacdes do fabricante através dos kits Biolegends e R&D Systems.

3.10. Avaliacdo morfométrica alveolar
Mensurou-se o intercepto linear médio (Lm), que é um indice do diametro médio
dos espacos aéreos distais. Assim, os pulmdes esquerdos foram coletados, fixados
em formalina a 10% e embebidos em parafina, cortados com 4 pm de
espessura e submetidos ao processo histolégico de rotina. As laminas foram
coradas com HE e a quantificacdo do alargamento alveolar realizada.
Foram contados 15 campos por lamina, em microscépio optico Olympus BX 43,

(Japan) com aumento de 400X. Utilizando um reticulo aferido, por meio de uma régua
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da fabricante Zeiss (Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Germany) sobreposto ao
parénquima pulmonar nas regides mais periféricas do parénquima, contou-se 0
namero de vezes que 0s interceptos cruzavam as paredes dos alvéolos. Foi feita uma
meédia dos quinze campos para cada lamina e calculado o Lm através da seguinte
equacao: Lm = 2500 um/média do nimero de vezes que 0s interceptos cruzaram as
paredes dos alvéolos. (Figura 11). O valor do somatoério de todos os segmentos

resultou no valor de 2500 pm.
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Figura 11. Mensuracao do intercepto linear médio (Lm)

A analise quantitativa foi realizada através da técnica morfométrica. Os
parametros morfolégicos foram avaliados através do software Image Pro Plus verséo
4.5 (NIH, Maryland, EUA).

3.11. Anadlise estatistica

Para a analise estatistica dos dados foram utilizadas técnicas ndo paramétricas
com o0 pacote estatistico Prism versao 8.3.1 (GraphPad Software, California, EUA).
Os dados foram digitados no programa Prism para analise estatistica. Os dados foram
submetidos ao teste One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Student-Newman-
Keuls para comparacédo entre os grupos. Os niveis de significancia foram ajustados
para 5% (p<0.05). Os graficos e a analise estatistica foram elaborados utilizando-se o
software Prism 8.3.1
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4. RESULTADOS

4.1. Andlise das células do lavado broncoalveolar (LBA)

De maneira a avaliar a contagem das células inflamatérias no LBA,
guantificamos o namero total de células e diferenciais, bem como fotos realizadas a
partir de citocentrifugados do LBA, com aumento de 40x (Figura 12 B).

Na figura 12 A, podemos observar que o grupo PAA e o grupo DPOC
aumentaram o numero de células totais em comparacdo com o grupo Basal. Com
relacdo ao grupo DPOC, verificamos reducdo do niamero de células totais no grupo
DPOC+PAA, do mesmo modo houve reducdo dessas células nos grupos tratados
(DPOC + PAA +TTO e DPOC + PAA + TTO + PDT). Ainda, observamos diminuicdo
do namero de células totais, quando comparamos os grupos tratados, PAA + TTO e
PAA + PDT +TTO em relagcédo ao grupo PAA.
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Figura 12. Analise do numero de células totais do LBA. Em (A) quantificacdo do total

de células e em (B) fotos representativas dos citocentrifugados do LBA com aumento

de 40x em cada grupo estudado. Os resultados representam meédia + EPM de dois

experimentos (N=3-8); *p<0,05; em relagdo ao grupo basal; A P<0,05; ¢ p<0,001 em

relacdo ao grupo DPOC; eee p < 0,001 em relacdo ao grupo PAA. Painel B: Foto

micrografia representativa das células recuperados do lavado bronco alveolar.
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4.2. Andlise das células diferenciais do LBA

Os resultados de numeros de macrofagos estdo no painel A, os linfécitos no
painel B e os neutrdfilos no C (Figura 13). Na figura 13A observa-se que nos grupos
DPOC + PAA +TTO e DPOC + PAA + TTO + PDT houve queda no numero de
macrofagos em comparacao ao grupo DPOC+PAA.

Na figura 13 B observou-se que o numero de linfécitos aumentou nos grupos

PAA e DPOC em relacao ao grupo Basal. Ainda, verificamos reducdo do numero de
linfocitos nos grupos PAA + TTO e PAA + PDT +TTO em relacéo ao grupo PAA. No
grupo DPOC+PAA observamos reducéo dessas células em relacdo ao grupo DPOC.

Na figura 13 C os neutrdfilos estavam aumentados nos grupos PAA e DPOC
em comparacdo ao grupo Basal. O tratamento endoddntico reduziu o nimero de
neutrofilos nos grupos PAA+TTO e PAA+TTO+PDT em comparacdo ao grupo PAA.
Também o grupo DPOC+PAA apresentou queda no numero de linfécitos em relagcéo

ao grupo DPOC.
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Figura 13. Analise de macrofagos (A), linfécitos (B) e neutrdfilos (C) do LBA. As células
foram quantificadas a partir de citocentrifugados do LBA. Os resultados representam média
+ EPM de dois experimentos (N=3-8); *** p<0,001 em relacdo ao grupo basal; ¢ p<0,001
em relacdo ao grupo DPOC; e p<0,05; ee p<0,01; eee p < 0,001 em relac&o ao respectivo

grupo PAA.
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4.3. Quantificacdo de IL-6 no soro (A) e no LBA (B)

Na figura 14 A, a quantificacdo de IL-6 no soro mostrou que houve diminuicao
significante no grupo DPOC+PAA em comparacao ao grupo DPOC.

Ainda, a figura 14 B apresentou aumento no grupo PAA e DPOC em
comparacao ao grupo basal dos niveis de IL-6 no LBA. Ja nos grupos PAA+TTO e
PPA+TTO+PDT houve diminuicdo dos niveis de IL-6 em relacdo ao grupo PAA. A
mesma reducdo dessa citocina foi observada no grupo DPOC+PAA em comparacao
ao grupo DPOC.
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Figura 14. Quantificag&do de IL-6 no soro (A) e no LBA (B). As citocinas foram quantificadas
pelo método de ELISA. Os resultados representam média + EPM de dois experimentos (N=3-
8); *** p<0,001 em relacdo ao grupo basal; 6 p<0,01; ¢ p<0,001 em relacdo ao grupo DPOC;

ee p<0,01 em relac&o ao respectivo grupo PAA.
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4.4. Quantificagdo de IFN-y no soro (A) e no LBA (B)

Na figura 15 A, ndo verificamos diferencgas significativas na quantificacado de
IFN-y no soro em nenhum dos grupos estudados.

Observamos na Figura 15 B aumento significativo dos niveis dessa citocina no
LBA no grupo PAA e no DPOC em comparagdo ao grupo basal. J& no grupo
DPOC+PAA+TTO+PDT verificamos reducéo dos niveis de IFN-y em relacdo ao grupo
DPOC+PAA.
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Figura 15. Quantificagdo de TNF-a no soro (A) e no LBA (B). As citocinas foram quantificadas
pelo método de ELISA. Os resultados representam média + EPM de dois experimentos (N=3-
8); * p<0,05 em relacéo ao grupo basal; e p<0,05; ee p<0,01 em relac&o ao respectivo grupo
PAA.
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4.5. Quantificagdo de TNF-a no soro (A) e no LBA (B).

Na figura 16 A, observamos no soro que houve um aumento dos niveis de TNF-
a no grupo DPOC em relagéo ao grupo basal. Ainda, observamos diminuicdo dessa
citocina nos grupos DPOC+PAA em relacdo ao grupo DPOC. Por outro lado,
verificamos aumento dos niveis de TNF-a nos grupos DPOC+PAA+TTO e
DPOC+PAA+TTO+PDT em comparacdo ao grupo DPOC+PAA.

Ja na figura 16 B, esta representado a quantidade de TNF-a no BAL, e
verificamos aumento de TNF-a no grupo DPOC + PAA + TTO + PDT em comparacao
ao grupo DPOC+PAA. Além disso, verificamos aumento dessa citocina no grupo
PAA+TTO+PDT em relacédo ao grupo PAA+TTO.



42

1001

804

60

401

TNF-a (pg/ml)

201

TNF-o (pg/ml)
H

20-*ﬂ[_|

° * O o
RGP oQo ’3?? K
G
& O &
o X
&
&

Figura 16. Quantificagdo de TNF-a no soro (A) e no LBA (B). As citocinas foram quantificadas
pelo método de ELISA. Os resultados representam média + EPM de dois experimentos (N=3-
8); *** p<0,001 em relacéo ao grupo basal; ¢ p<0,001 em relacdo ao grupo DPOC; e p<0,05;

e p<0,01 em relacéo ao respectivo grupo PAA; ¢ ¢p<0,01 em relacdo ao grupo PAA+TTO.
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4.6. Quantificacao de IL-1p no soro (A) e no LBA (B).
No soro a quantidade de IL-1p dos grupos PAA e DPOC estavam
aumentadas em comparacdo ao grupo basal (figura 17 A). Por outro lado, o grupo

DPOC+PAA+TTO apresentou diminuicdo dessa citocina em comparagdo ao grupo
DPOC+PAA.

Na figura 17 B observou-se que os grupos PAA e DPOC apresentaram
aumento de IL-13 no LBA em comparacdo ao grupo basal. No grupo
DPOC+PAA+TTO+PDT também houve um aumento dos niveis de IL-1p em relacao
ao grupo DPOC+PAA.
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Figura 17. Quantificagéo de IL-1p no soro (A) e no LBA (B). As citocinas foram quantificadas
pelo método de ELISA. Os resultados representam média + EPM de dois experimentos (N=3-
8); ** p<0,01 em relacéo ao grupo basal.; e p<0,05; ee p < 0,01 em relac&o ao respectivo grupo
PAA.
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4.7. Quantificacdo de IL-4 no soro (A) e no LBA (B)

Na figura 18 A, a quantificagéo de IL-4 no soro apresentou aumento apenas no
grupo DPOC em comparacao ao grupo basal.

Observamos na Figura 18 B aumento significativo dos niveis de IL-4 no LBA
nos grupos PAA e DPOC em comparacdo ao grupo basal. Ja no grupo PAA+TTO
houve reducdo desses niveis em comparacdo ao grupo PAA. Ja nos grupos
DPOC+PAA+TTO e DPOC+PAA+TTO+PDT verificamos aumento nos niveis de IL-4
em relacdo ao grupo DPOC+PAA. Ainda, no grupo DPOC+PAA observamos

diminuicao dessa citocina em comparacéo ao grupo DPOC.
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Figura 18. Quantificagéo de IL-4 no soro (A) e no LBA (B). As citocinas foram quantificadas
pelo método de ELISA. Os resultados representam média + EPM de dois experimentos (N=3-
8); * p<0,05; *** p<0,001 em relacéo ao grupo basal; 6 p<0,01 em relacdo ao grupo DPOC; e

p<0,05; ee p<0,01 em relacdo ao respectivo grupo PAA.
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4.8. Quantificacdo de IL-10 no soro (A) e no LBA (B).

A figura 19 A mostra a quantificacéo de IL-10 no soro, e observamos que nao
houve diferenca significativa em nenhum dos grupos avaliados.

Na figura 19 B, essa citocina quantificada no LBA, observa-se que houve
aumento de IL-10 nos grupos PAA e DPOC em comparacéo ao grupo basal. Por outro
lado, no grupo DPOC+PAA houve uma diminui¢do dos niveis de L-10 em comparacao
ao grupo DPOC.
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Figura 19. Quantificacdo de IL-10 no soro (A) e no LBA (B). As citocinas foram quantificadas
pelo método de ELISA. Os resultados representam média + EPM de dois experimentos (N=3-

8). ** p<0,01 em relag&o ao grupo basal; 6 p<0,01 em relag&o ao grupo DPOC.
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4.9. Avaliacdo do sobre diametro alveolar médio (Lm).

O alargamento alveolar do grupo DPOC apresentou-se com diametro maior em
comparacdo ao grupo Basal. No grupo DPOC+PAA observamos diminuicdo do
diametro alveolar em comparacédo ao grupo DPOC. Ja no grupo PAA+TTO+PDT
verificamos aumento do alargamento alveolar em relacdo ao grupo PAA (Figura 20
A). Ja na figura 20 B encontra-se fotos representativas do alargamento alveolar em

cada grupo estudado.



50

*kk

> By, 2. : %
A R By foxt,
Lins A 2 ThY ;
| v A s e ¥ L
| R b ’§ —xﬁé{\é 17’“"(5 ‘2:“ 2 - wi—"
DPOC DPOC+PAA+TTO+PDT

Figura 20. Avaliacdo do sobre didmetro alveolar médio (Lm). Em (A) quantificacdo do Lm e
em (B) fotos representativas do alargamento alveolar com aumento de 40x em cada grupo
estudado. O alargamento alveolar foi medido pelo indice do didmetro médio dos espacos
aéreos distais. Os resultados representam média £+ EPM de dois experimentos (N=3-8); ***
p<0,001 em relac&o ao grupo basal.; ¢ p<0,001 em relagdo ao grupo DPOC; ee p < 0,01 em

relacdo ao respectivo grupo PAA. Painel B: Foto micrografia representativa do alargamento
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5. DISCUSSAO

Considerando que as doencas dentais e bucais podem modular o
desenvolvimento, bem como a exacerbacdo de doencas pulmonares, torna-se
importante compreender os mecanismos acerca da relacéo entre a periodontite apical
assintomatica e a DPOC (Falcon, Bulldn; 2019). Os resultados obtidos no presente
estudo, referem-se a utilizacdo da Terapia Fotodinamica (PDT) na periodontite apical
assintomatica, com e sem DPOC, avaliados em modelo experimental de DPOC
induzida por extrato de fumaca de cigarro.

A periodontite apical assintomatica, € reconhecida como um disturbio crénico
inflamatoério neutrofilico e as enzimas dos granulos dos neutroéfilos estdo envolvidas
na patogénese da doenca (Stockley, 2002). Do mesmo modo, além dessas células
estarem aumentadas no periapice, verificamos também esse aumento no pulmé&o.
Também, na DPOC, observamos o aumento no pulméo da quantidade total de células,
constituidas por linfocitos e neutrdfilos, validando assim, o modelo experimental de
inflamacdo pulmonar ja estabelecido pela literatura. Entretanto, para a doenca
endodéntica, o modelo foi validado pelo aparecimento da leséo periapical na regido
do periapice, comprovado pela radiografia digital (Cardoso et al., 2013).

Para a periodontite apical assintomatica (PAA), o modelo foi validado pela
evidenciacao da rarefacao 6ssea na regido do periapice, comprovado pela radiografia
digital de acordo com Stachenko et al., 1992; Lin et al., 2000. (Figuras 10). O uso de
laser de baixa intensidade como fonte de luz ndo promove grande melhora no reparo
apical radiografico e histologico nas periodontites apicais, mas diminuem o niumero de
células inflamatorias, fato que pode otimizar o reparo modulando 0 processo
inflamatorio. (Trindade et al., 2016).

As bactérias de origem oral podem estimular as vias aéreas, resultando na
resposta inflamatoria associada a doenca pulmonar obstrutiva (Spellberg, Edwards,
2001). Tanto a doenca periapical assintomatico como a doenca inflamatoria pulmonar
cronica estdo associadas a multiplas células inflamatérias como neutréfilos, monécitos
e linfocitos T, além de mediadores inflamatorios como IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-a. Esse
estado inflamatério crénico pode contribuir indiretamente para a inflamacéao pulmonar
por meio de mediadores liberados na saliva e transportados para o epitélio respiratorio
(Armitage, 1999).
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Tanto a periodontite apical assintomatica quanto a DPOC tém um elemento de
suscetibilidade do hospedeiro a fatores ambientais. Por exemplo, € amplamente aceito
que fumar é um fator risco para o desenvolvimento de DPOC, porém a doenca afeta
apenas uma minoria de fumantes, implicando em fatores genéticos que podem
suprimir o efeito do tabagismo (Saetta, 1999).

Esses dados demonstram claramente uma ligacéo entre a doenca endoddéntica
e as doencas pulmonares, corroborando assim com o0s obtidos em nosso estudo.

Porém a associa¢do das doencas endodontica e pulmonar, mostrou reducdo
no numero total de células, tais como linfocitos e neutréfilos no LBA. Ainda, o
tratamento endodontico convencional, considerado padrdo ouro para comparacoes,
foi capaz de manter reduzido o total de células, representadas pelos neutrdfilos,
macrofagos e linfécitos, além dos niveis elevados de IL-4 no pulmdo. Do mesmo
modo, quando realizamos o tratamento endoddntico associado a PDT, também
verificamos diminuicdo no numero de neutrdfilos e linfocitos, além dos macrofagos,
recuperados do LBA. Entretanto, apesar da diminuicdo da quantidade de células,
nossos resultados revelaram aumento dos niveis de IL-1-f, IL-4 e TNF-o, com
reducado de IFN-y no pulméo.

Nesse sentido, Kanazawa (2007) encontrou no escarro de pacientes com
exacerbacdo da DPOC, niveis elevados de anticorpos contra Fusobacterium
nucleatum e Prevotella intermedia. Esse estudo demonstrou que o tratamento
periapical pode efetivamente reduzir a colonizagao bacteriana da mucosa oral.

Portanto, o tratamento pode ajudar a prevenir, em parte, a inflamacéo das vias aéreas.

Os macrofagos sao as principais células constituintes do granuloma periapical,
sua ativacdo em granulomas periapicais é realizada por citocinas produzidas por
linfécitos T ativados por antigeno, bem como por endotoxina bacteriana; ou por ambos
0s processos. Além disso, os macrofagos produzem metaloproteinases (MMPS) que
podem degradar matriz de suporte do parénquima pulmonar, causando enfisema
(Metzger, 2000). Corroborando com esses achados, apenas no tratamento
convencional com ou sem PDT essas células estavam reduzidas.

Analisando nossos resultados, percebe-se que a doenca endodontica foi capaz
de causar inflamag¢ao pulmonar em camundongos per se. No qual observamos
aumento da quantidade de células totais no pulmdo com presenca de linfécitos e

neutrofilos. A PAA também foi capaz de causar aumento na producéo das citocinas
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pré-inflamatérias (IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a) no pulméo, porém néao
apresentou alteracdes na estrutura pulmonar.

E sabido que as células T s&o abundantes na periodontite apical, influenciando
ndo apenas o sistema imunolégico, mas também a interagdo com outras células,
epitélio e bactérias orais (lhan, lhan, 2009).

Na doenca periapical, de acordo com alguns estudos, os padrées de resposta
Thl e Th2 ocorrem concomitantemente (Kawashima et al. 1996; Stashenko, Yu,1989;
Cotii et al., 2014). De fato, isso € demonstrado em modelos experimentais nos quais
a auséncia de citocinas Thl nao altera significativamente o desenvolvimento da lesé&o,
enquanto a falta de citocinas Th2 resulta em um aumento no tamanho da lesdo
(Spelberg, Edwards, 2001; Martinho et al., 2015).

Nesse sentido, acredita-se que a resposta Th1l mediada por IFN-y, juntamente
com outras citocinas pro-inflamatérias como IL-1-B, IL-6 e TNF-a estdo envolvidas na
progressdo de lesbes e destruicdo Ossea. Por outro lado, mecanismos
imunossupressores mediados pelas citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) sao responsaveis
pelos processos de reparacao e restricdo dos mecanismos inflamatérios (Akamine et
al., 1994; Kawashima, Stashenko, 1999; Lukic, 2000).

Mesmo gue nao tenha sido totalmente determinado, a resposta Thl parece ser
predominante nas lesdes iniciais. No final a resposta parece ser do perfil Th2 (Wang,

Stashenko, 1993). As diferencas na expressao de citocinas e quimiocinas, na
periodontite apical, podem afetar os padrdes da resposta imune, uma vez que as
células Thl e Th2 migram para diferentes tecidos através da expressaode diferentes
mediadores. Nesse sentido, também ha evidéncias que o padrdo Th2 prevalece em
lesbes cronicas. (Wang, Stashenko, 1993; Bonecchi et al., 1998; Sallusto et al., 1998).

Esse fato vai de encontro com os resultados obtidos em nosso estudo, em que
os mediadores Th2 interferem com a resposta Thl, jA que o tempo total do
experimento foi longo. Pois, foram necessarios 21 dias para a indugdo da DPOC mais
21 dias para a formacao da PAA e para os tratamentos endoddnticos com ou sem a
PDT e somente apds 14 dias dos tratamentos endodonticos € que foi realizada a
eutanasia, totalizando 56 dias.

Outros resultados também em modelo experimental, sugerem uma hierarquia
de citocinas Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13 na modulacao da periodontite apical, dado

que, na presenca de citocinas com perfil Thl, como IFN-y e IL-12, a formacao de
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lesbes periapicais é modificada (Kinane, Lappin, 2001; Carvalho Fraga et al. 2013).
Sugerindo assim, um papel imunomodulador das citocinas Th2, no qual possuem um
efeito inibitorio, sobre a resposta com perfil de resposta Thl. Esse achado vai de
encontro com 0s nossos resultados, onde a associacao da periodontite apical com a
DPOC leva a uma reducéo do processo inflamatério pulmonar.

Com relacéo aos mediadores inflamatérios, nossos dados mostram reducao de
IL-4, IL-6 e de IL-10, a qual é uma citocina anti-inflamatoéria. A persisténcia da
agressao bacteriana leva a constante liberacdo de IFN-y pelo hospedeiro, contribuindo
para a permanéncia do quadro inflamatorio (Garlet et al., 2004). A IL-10 esta
geralmente associada a uma significante reducao na reacao inflamatodria, portanto a
producdo de IL-10 pode prejudicar a eliminacdo de agentes infecciosos levando a
laténcia de infec¢des (Belkaid et al., 2002, Mittriicker; Kaufmann, 2004, Sakaguchi et
al., 2004).

Porém, quando realizamos o tratamento endodbntico convencional,
observamos apenas aumento da quantidade de IL-4 e quando associamos a PDT
além dos niveis de IL-4, verificamos também elevag&o nos niveis de IL-1-8, TNF-a
com reducédo nos niveis de IFN-y. De acordo com De Rosa et al. (2008a) estudando
camundongos knockout para IFN-y e IL-4, mostraram que o IFN-y poderia ser um
supressor endégeno no desenvolvimento da lesao periapical, enquanto a IL-4 parece
ter um efeito insignificante (De Rosa et al., 2008b). Corroborando com nosso estudo,
nos animais com PAA e DPOC, a quantidade de IFN-y apresenta-se reduzida, apesar
dos elevados niveis de IL-4, culminando em reduzida inflamac¢&o pulmonar.

Por outro lado, existe uma correlacdo negativa entre os niveis de IL-4 e
macrofagos, podendo ser explicada pelo efeito inibitorio da IL-4 sobre as funcdes
dessa célula. Nossos resultados estdo de acordo, onde a quantidade de IL-4 esta
aumentada nas duas doencas e na associacdao da PAA e DPOC esses niveis
aparecem reduzidos, porém com o0s tratamentos eles voltam a aumentar, pois a
completa reparacdo é demorada.

Com relacéo a inflamacéao sistémica, a doenca endoddntica aumentou 0s niveis
de IL-1-B, como na DPOC, além dos niveis de TNF-a e IL-4. Quando associamos as
duas doencas, verificamos reducgéo da quantidade de IL-6 e TNF-a no soro. J4 com

relacdo aos tratamentos, apenas com o tratamento convencional observamos reducéo
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dos niveis de IL-1 por outro lado, quando associamos a PDT verifica-se aumento nos
niveis de IL-1p.

Acredita-se que a DPOC, principalmente o enfisema, e a periodontite apical
compartilhem uma fisiopatologia semelhante, como resultado, a inflamacéo e a
destruicdo do tecido conjuntivo local. Existem evidéncias de que o neutréfilo € uma
célula chave na resposta inflamatoria de ambas as doencas e que suas proteases e
espécies reativas de oxigénio (ERO) podem propagar a inflamacédo e causar danos
aos componentes desse tecido. Para causar um desequilibrio da doenca, que ocorre
entre essas proteinas, que degradam o tecido e seus inibidores. Porém em nosso
estudo, s6 observamos alargamento alveolar no grupo DPOC, e nos demais incluindo
o grupo PAA, eles permanecem com o parénquima intacto.

Apesar do pouco conhecimento acerca da correlacdo da doenca periapical com
a DPOC, um estudo mais recente, sugeriu que o tratamento odontolégico esta
associado com menor risco de eventos respiratorios adversos na DPOC (Zhou et al.,
2011). Assim, concluiram que o estabelecimento e manutencéo de saude bucal para
pacientes com doenca periodontal e DPOC, torna-se uma questdo importante para
ser avaliada. Entretanto, além da influéncia da microbioma periodontal, a fumaca de
cigarro também é um fator relevante para o desenvolvimento da leséo periapical. Além
disso, citocinas e enzimas induzidas a partir de tecidos inflamados pelo biofilme oral,
também podem ser transferidas para os pulmdes, onde estimulam processos
inflamatérios que precedem a colonizacdo de patdgenos (Hajishengallis et al.,2015).

No presente estudo, a eficacia da PDT foi confirmada pela auséncia de células
inflamatorias e reduzidos niveis de citocinas pro-inflamatérias, exceto IL1-f e TNF-q,
no pulmao nos grupos submetidos a essa terapia. Além do aumento no pulméao dos
niveis de IL-4, uma citocina imuno reguladora do processo inflamatorio.

Talvez Reenstra et al. (2000), inferiram que deve haver um aumento na difusao
de oxigénio através dos tecidos durante a aplicacdo da PDT, o que pode favorecer o
processo de reparo, onde ocorre a secrecdo de colageno pelos fibroblastos nos
espacos extracelulares somente na presenca de altas taxas de oxigénio.

A manutencdo da mucosa oral saudavel pode ter um impacto positivo na saude
do hospedeiro, alterando o perfil inflamatério pulmonar, podendo ser preventiva para
outros disturbios inflamatérios, além da DPOC. Inferimos aqui que ambos os tipos de

lesdo, PAA e DPOC, podem se encontrar em diferentes estagios da resposta
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inflamatéria. Portanto, para evitar a progressdo da DPOC deve-se considerar a
presenca de outras doencgas, além de estratégias terapéuticas. Nesse sentido, sugere-
se a realizagéo de mais estudos para uma melhor compreensao dos efeitos da aPDT

no tratamento de periodontite apical assintomatica em pacientes com DPOC.
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6. CONCLUSAO

Nossos dados demonstraram que a doenca endodontica per se pode provocar
0 aumento dos marcadores da inflamacéo pulmonar, sem a destruicdo alveolar do
pulmédo. Entretanto a associacdo da DPOC e da PAA levou a uma reducdo na
inflamacé&o pulmonar podendo assim, inferir um efeito supressor sobre a inflamacao
da DPOC. Além disso, o tratamento endoddntico associado ou ndo a PDT manteve
esse efeito inibitério da resposta inflamatéria pulmonar em modelo experimental de
DPOC.
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