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Resumo

Hoje a asma afeta aproximadamente 300 milhdes de individuos, trazendo como
consequéncia um problema soécio econdémico para a populacdo. A asma é uma
doenca inflamatdéria crénica das vias aéreas, caracteriza - se por crises agudas de
obstrucdo das vias aéreas inferiores provocando dificuldades respiratorias. A
Periodontite Apical € causada por agentes etioldgicos que produzem no dente
condicbes anatomo clinicas que conduzem a perda tecidual, com consequente
envolvimento pulpar por meio de situacdes inflamatérias agudas e cronicas. A
influéncia da PA em alteracdes sistémicas tem sido amplamente estudada. Tendo
em vista que alguns tratamentos convencionais da PA, ndo sdo 100% bem
sucedidos, a terapia fotodinamica (PDT) surge como um tratamento coadjuvante.
N&o se sabe ainda sobre a relagdo entre asma e periodontite apical. Esse
trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da terapia fotodinamica associada ao
tratamento endodontico e a inflamacdo pulmonar em modelo experimental de
asma. Sessenta e quatro camundongos machos Balb/c, onde foram divididos em
8 grupos (n=8), Basal, Endo, Endo + Tratamento, Asma + Endo + Tratamento,
Asma + Endo, Endo + Tratamento + PDT, Asma + Endo + Tratamento + PDT. A
periodontite apical (PA) foi induzida com a abertura coronaria e o dente
permaneceu 21 dias aberto. A asma foi induzida por ovalbumina (OVA) e
hidroxido de aluminio, via subcutaneo (dias 0 e 14) o desafio por via oro traqueal,
trés vezes na semana por seis semanas. O tratamento da PA foi realizado com
hidroxido de calcio e/ou PDT com azul de metileno (0,005%) associado com laser
de diodo vermelho irradiado 660 nm, com energia de 287 J/ cm?, com 9 J no
ponto, entregue em 90 s. Foram analisados ap0s a eutanasia, contagem total e
diferencial de celulas no lavado bronco alveolar (LBA) e fosfatase alcalina no
soro. Nos resultados observamos aumento do nimero de células totais, quando
associamos as duas doencas, por outro lado, quando realizamos o tratamento
endodontico padréo, associado ou ndo a PDT, verificou — se a reducédo do numero
de células recuperadas do lavado broncoalveolar. Ainda, verificou-se aumento da
reabsorcdo 6ssea (fosfatase alcalina) nos grupos Endo e Endo+Asma, porém com
0s tratamentos, apenas 0s grupos sem asma é que reduziram esse paramento.
Conclui-se que a Periodontite Apical pode aumentar a inflamacao pulmonar. A
associacdo da Asma com a Periodontite Apical piora os parametros de inflamacéo
pulmonar. Porém, ap0s o tratamento padrdo associado ou ndo a PDT da
periodontite apical diminuiu a inflamacédo pulmonar nos camundongos asmaticos,
chegando préximo aos niveis basais.

Palavras-Chave: Asma, inflamacao pulmonar, periodontite apical, Laser de Baixa
Poténcia, terapia fotodinamica.



Abstract

Today, asthma affects approximately 300 million individuals, resulting in a
socioeconomic problem for the population. Asthma is a chronic inflammatory
disease of the airways, characterized by acute attacks of obstruction of the lower
airways causing respiratory difficulties. Apical Periodontitis is caused by etiologic
agents that produce in the tooth anatomical clinical conditions that lead to tissue
loss, with consequent pulp involvement through acute and chronic inflammatory
conditions. The influence of BP on systemic alterations has been widely studied.
Since some conventional BP treatments are not 100% successful, photodynamic
therapy (PDT) appears as a coadjuvant treatment. It is not yet known about the
relationship between asthma and apical periodontitis. This study aims to evaluate
the effect of photodynamic therapy associated with endodontic treatment on
pulmonary inflammation in an experimental model of asthma. Sixty-four male Balb
/ ¢ mice were divided into 8 groups (n = 8). Basal, Apical Periodontitis, Apical
Periodontitis + Treatment, Asthma + Apical Periodontitis + Treatment, Asthma +
Apical Periodontitis, Apical Periodontitis + Treatment + PDT, Asthma + Apical
Periodontitis + Treatment + PDT. Apical periodontitis (AP) was induced with the
coronary opening and the tooth remained open for 21 days. Asthma was induced
by ovalbumin (OVA) and aluminum hydroxide, subcutaneously (days 0 and 14)
challenge via tracheal oro, three times a week for six weeks. The treatment of PA
was performed with calcium hydroxide and / or PDT with methylene blue (0.005%)
associated with red diode laser irradiated 660 nm, with energy of 287 J / cm2, with
9 J at the point, delivered in 90 s . Total and differential counts of alveolar
bronchial lavage (BAL) and serum alkaline phosphatase were analyzed after
euthanasia. On the other hand, when we performed standard endodontic
treatment, associated or not with PDT, we observed a reduction in the number of
cells recovered from the bronchoalveolar lavage. In addition, there was an
increase in bone resorption (alkaline phosphatase) in the Endo and Endo +
Asthma groups, but with the treatments, only the non-asthma groups reduced this
parameter. It is concluded that apical periodontitis may increase pulmonary
inflammation. The association of Asthma with Apical Periodontitis worsens the
parameters of pulmonary inflammation. However, after the standard treatment
associated or not with PDT of apical periodontitis, pulmonary inflammation
decreased in the asthmatic mice, reaching near the basal levels.

Keywords: Astma, lung inflammation, apical periodontitis, Low Level Laser,
Photodinamics therapy.



Tabela de Simbolos e abreviagbes

PA Periodontite Apical
PDT Terapia Fotodinamica
FS Fotossensibilizador
LBA Lavado bronco alveolar
OVA Ovalbumina

J Joules

W Watt

Nm Nanometros

LBI Laser em Baixa Intensidade
cm?2 centimetro quadrado
TP Tratamento Periodontal

A comprimento de onda
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1. Introducéo

1.1 Periodontite Apical

As infec¢cbes endodoénticas, também conhecidas como periodontite
apical, sdo sempre polimicrobianas, e podem induzir uma intensa resposta
inflamatodria do hospedeiro, levando a pulpite e consequentemente a necrose
pulpar. As doengas endodonticas sdo comuns, com estimativas de prevaléncia
ao longo da vida de 20% a 100% por individuo (ARISTSUNI et al., 2015).

A integridade das estruturas dentais, tais como esmalte e cemento,
atua como verdadeira barreira ao ingresso dos microrganismos as estruturas
endodonticas. Assim, quando esmalte e/ou cemento sdo perdidos por carie,
restauracdes deficientes, traumatismo ou doenca periodontal, o tecido pulpar
se nao protegido, evolui para necrose e 0s microrganismos ganham a
oportunidade de invadir o sistema endodontico, via tubulos dentinarios, ou
mesmo por exposicao direta da regido desprovida de defesas (ARISTSUNI et
al., 2015; FERRARI et al., 2010).

Na cavidade bucal, estima-se a presenca de mais de 700 diferentes
espécies cultivaveis e muitas outras ndo cultivaveis de microrganismos.
Teoricamente qualquer microrganismo da cavidade bucal pode colonizar o
espaco endododntico sem tecido vital, porem em um grupo restrito de 400
espécies distintas tem sido identificado nos canais radiculares infectados. A
razdo para tal ocorréncia é o proprio ambiente endodéntico, que é
extremamente seletivo em funcdo de fatores ecologicos ali existentes, tais
como disponibilidade de nutrientes, tensdo de oxigénio e interacdes
bacterianas (FERRARI et al., 2010).

Quando o tecido pulpar se torna necrético, perde sua circulagdo e sua
capacidade responsiva a agressao biologica. Assim, microrganismos que
conseguem ali chegar, ndo encontram resisténcia imunolégica e sim nutriente,
resultando em um ambiente favoravel ao seu desenvolvimento. Ainda que
leveduras e virus ja tenham sido detectados dentro dos canais radiculares,
bactérias e seus subprodutos sdo o0s principais agentes envolvidos nas

alteracOes pulpares e periapicais (FERRARI et al., 2010) O desenvolvimento da



periodontite apical faz-se em decorréncia ndo apenas da tentativa de
microrganismos desejarem avancar além do endodonto, mas também pela
liberacdo de produtos bacterianos intra e extracelulares, tais como enzimas,
toxinas ou restos celulares lancados nos tecidos periapicais (FERRARI et al.,
2010). Merece destaque, o lipopolissacarideo (LPS), constituinte da membrana
externa de bactérias Gram-negativas, de alta prevaléncia em casos de
periodontite apical sintomatica. O LPS é considerado uma endotoxina, que
causa lesdes no organismo do hospedeiro, e capaz de produzir lesdo apical
sem necessidade de outros estimulos antigénicos. A patogénese da
periodontite apical caracteriza-se por processo inflamatério agudo em resposta
aos microrganismos. Na regido afetada as células como plasmdcitos, linfécitos
e macrofagos sao atraidos. Observa-se um aumento da producéo de citocinas
pré-inflamatérias IL-1B, IL-6 e producdo de TNF-a por macrofagos,
acontecendo a destruicdo do tecido conjuntivo adjacente e a atividade de
osteoclastos. (figura 1)

N&o ha duvidas de que o desenvolvimento da lesdo periapical € uma
resposta de defesa do hospedeiro na tentativa de recrutar células e elementos
de defesa, impedindo a disseminacao da infec¢cdo para outros sitios.
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Figura 1: Diagrama Esquemético representando a dindmica da Les&o Periapical
Fonte: Biological and Clinical radionale for root canal treatment and management of its failure,
(Grelabivola, et al 2014 )

As doencas endodonticas envolvem principalmente neutrofilos, sendo a
principal defesa contra patégenos bacterianos. Os mecanismos de resposta do
hospedeiro a esses agentes infecciosos foram elucidados através do uso de
modelos de roedores. Nos modelos de infeccdo endodéntica, a polpa de dentes
molares de camundongos € tipicamente exposta e inoculada com espécies
bacterianas associadas a infec¢gdes endodonticas humanas (ARISTSUNI et al.,
2015). Camundongos tem um potencial abscessogénico de culturas puras e
misturadas de anaerobios orais associados a infec¢des de origem endodontica.
Cepas de Fusobaeterium nueleatum. Peptostreptococcus anaerobius e
Veillonetla Parvula foram patogénicos em cultura pura (BAUMGARTNER et
al.,1992).

De acordo com diferentes situacdes clinicas, desenvolvem-se diferentes

tipos de infec¢cdo endodéntica. Dependendo da localizagc&o na estrutura



endodéntica, no momento em que as bactérias se estabelecem no canal
radicular, e a composicdo da microbiota, a infeccdo € classificada como
primaria e secundaria (LOPES et al., 2015).

A periodontite apical priméaria € uma infeccdo onde o dente encontra-
se com a polpa necrosada e com imagem radiogréfica de perda Ossea na
regido apical. Esses dentes ainda ndo foram submetidos ao tratamento
endodéntico (MATSUSHITA et al.,1999). A cavidade endodbntica pode estar
exposta ou ndo ao meio bucal, a infeccdo nesse caso pode atingir até 12
espécies de bactérias por canal quando as amostras sdo avaliadas por
métodos de cultura. Em quadros sintomaticos tem-se uma predominancia de
anaerObias estritas Gram-negativas (LPS) e em casos assintomaticos
anaerobias estritas Gram-positivas (sem LPS) (SASSONE et al., 2007).

Alguns estudos conseguiram identificar aproximadamente 500
espécies em infec¢cdes endoddnticas, podendo ser mista e podendo atingir de
10 a 30 espécies por canal, quando a lesédo perirradicular tem maior diametro,
a microbiota fica mais complexa e com maior nimero de espécies, assim como
quando esta associado a fistula, pode atingir até 17 espécies (SIQUEIRA et al.,
2000). Infeccbes endodbnticas primarias tém espécies como Firmicutes,
Bacteroidetes, Spirochaetes, Fusobacteria, Actinobacteria, Proterobacteria,
Synergistetes. Bacilos como Provetella e Porphyromonas também sé&o
detectadas, das Porphyromonas apenas as Porphyromona endodontias e a
Porphyromona gingivalis parecem estar envolvidas com lesdes Peri
radiculares, inclusive abcessos (SIQUEIRA et al., 2001).

As espécies de Enterococcus sdo reconhecidas como principais
patégenos de infeccdo hospitalar, infeccdes intra-abdominais, bacteremia e
endocardite (ROCAS et al.,, 2001). Sdo anaerobios facultativos, habitam o
intestino humano, trato genital e cavidade bucal. Existem aproximadamente 23
espécies de Enterococcus descritas (PORTENIER et al., 2003).

Estudos que utilizavam apenas métodos dependentes de cultura
achavam um percentual pequeno ou as vezes inexistente de Enterococcus
faecalis na periodontite apical primaria (KAYAOGLU et al., 2004; GOMES et al.,
2006).

Nas infec¢cbes secundarias, algumas espécies que nao sao membros

da microbiota oral, como a Pseuddmonas aeruginosa, Escheria Coli,



Stapylococcus aureus e Enterococcus faecalis sdo mais comumente
encontradas, sendo introduzidas no canal durante o tratamento endoddntico. A
quebra da cadeia asséptica através do isolamento absoluto deficiente,
instrumento contaminados, dentes mantido abertos para drenagem, carie
remanescente, fratura ou perda do material restaurador constituem fatores
responsaveis para este tipo de infeccdo (KAYAOGLU et al., 2004; GOMES et
al., 2006). O tratamento endoddntico deve ser iniciado no intervalo de 7 a 10
dias depois da primeira sessdo de penetracdo desinfetante ou pulpectomia.
Nos casos em que o tratamento endododntico sofre atraso de uma ou duas
semanas ou hé sinais de reabsor¢cao em evidencias radiografica deve-se tratar
com hidroxido de calcio em longo prazo antes da obturacdo (FERRARI et al.,
2010). Nao existem chances de revascularizacdo destes dentes e o tratamento
endodobntico deve ser iniciado em 7 a 10 dias depois da consulta de
emergéncia. A pasta de Hidréxido de Calcio tem como propriedades derivadas
da dissociacéo ibnica em ion calcio e ions hidroxila, e a acdo destes ions sobre
os tecidos e o0s microrganismos explicam as propriedades biologicas e
antimicrobianas desta substédncia (FERRARI et al., 2010). O tratamento
endodontico para casos que consiste no controle de uma infecgéo, o preparo
quimico-cirdrgico do conduto € realizado por substancias quimicas como
hipoclorito de sédio em concentracdes variadas dependendo do grau de
patogenicidade, acdo mecanica de instrumentos manuais e/ou rotatérios. A
medicacdo intracanal se faz necesséaria para eliminar microrganismos que
sobreviveram ao preparo quimico-cirdrgico, atuar como barreira fisico-quimica
contra a infeccdo ou reinfeccdo por microrganismos da saliva, reduzir a
inflamacéo perirradicular e consequente sintomatologia, inativar produtos
microbianos, controlar a reabsorcdo dentaria inflamatoria externa, estimular a
reparacao por tecido mineralizado (FERRARI et al.,, 2010). Quando falhas
ocorrem no tratamento endoddntico, normalmente se refaz o tratamento,
removendo o material obturador o canal e usando-se substancias quimicas
diversas no intuito de eliminar ou reduzir as bactérias presentes no interior do
canal. A literatura nos mostra que em longo prazo e dependendo dos fatores
envolvidos, como a presenca de lesdo periapical e do tamanho desta leséo, o

indice de sucesso do retratamento ndo passa de 74% (SIQUEIRA et al., 2001).



Com o objetivo de evitar a disseminagédo da infec¢cdo e o risco de uma
infeccdo sistémica, diversos antibidticos tém sido administrados aos pacientes
e isso tem levado ao aumento da resisténcia microbiana aos antibioticos.
Bactérias como o Enterococcus faecalis, descritas como sendo originalmente
resistentes e de dificil eliminacéo, tornando-se resistente a diversos antibioticos
como eritromicina, ampicilina, clindamicina, tetraciclina (SUNDE et al., 2002;
SUNDQVIST et al.,, 1998) assim como resistente também a diversos
antimicrobianos como o hidréxido de calcio, paramonoclorofenol canforado,
clorexidina e hipoclorito de sodio (DISTEL et al., 2002; DAHLEN et al., 2000).

A eliminacdo dos micro-organismos patogénicos nem sempre é
atingida na pratica clinica, gerando o insucesso do tratamento endoddéntico.
Acredita-se que o0 insucesso da terapia em casos de polpa mortificada esta
atribuido a ineficiéncia das solug¢des irrigadoras, anatomia dos canais
radiculares, e patogenicidade das bactérias (SIQUEIRA et al., 1996). Estes
fatores podem se apresentar como causa de reincidéncia de infec¢des. Tendo
em vista que alguns tratamentos convencionais da PA, ndo sdo 100% bem
sucedidos, outros métodos de tratamentos coadjuvantes estdo sendo
empregados para evitar o insucesso dos tratamentos.

A terapia fotodinAmica em endodontia é utilizada como um método
coadjuvante na eliminagdo de micro-organismos resistentes ao preparo
quimico cirargico, reduzindo comprovadamente a microbiota endodontica. E
uma intervencdo ndo invasiva, ndo desenvolve resisténcia microbiana, néo
provoca danos teciduais e ndo causa efeitos sistémicos. Os
fotossensibilizadores derivados das fenotiazinas tém sido amplamente
empregados na endodontia (BARATTO et al., 2009; POLY et al., 2010

1.2 Laser em Baixa Intensidade (LBI)

Einstein (1915 — 1916) postulou sua teoria sobre a emissao estimulada
de luz, baseada na teoria quantica proposta por Plank (1900) que analisava as
relacbes entre a quantidade de energia liberada por processos atdbmicos. Ao

mensurar a interacdo de atomos, ions e moléculas com a radiacéo



eletromagnética em termos de absor¢do e emissdo espontanea de radiagao,
Einstein concluiu que o terceiro processo de interacdo, a emissdo estimulada,
deveria existir, e nela, a radiacdo eletromagnética deveria ser produzida por um
processo atémico (PINHEIRO et al., 1998).

A geracgao do raio laser ocorre dentro de uma cavidade conhecida como
cavidade de Perot-Fabry, que consiste de uma camara contendo um meio
ativo. O meio ativo consiste em um material que pode ser solido, liquido,
gasoso ou semicondutor. No instante em que o meio ativo € excitado, ele faz
com que os elétrons contidos na cavidade Optica ganhem e liberem energia
para formacdo da radiacéo laser. O tamanho e a forma da camara variam de
acordo com o meio ativo e a poténcia do aparelho laser. A emissédo continua é
resultante da excitacdo continua de um meio ativo por uma descarga elétrica,
como nos casos dos lasers gasosos, ou por uma fonte continua de
bombeamento Optico. A emissao pulsatil € resultante do bombeamento pulsatil
do meio ativo, o qual é progressivamente bombeado até chegar a um nivel de
excitacdo suficiente para produzir emissédo laser (BASFORD et al., 1995;
MALUF et al., 2006).

A origem da luz ocorre através dos fétons, que sdo desenvolvidos
guando os elétrons que circulam em torno do ndcleo atdmico mudam seu
curso. Isso ocorre guando uma energia extra é aplicada ao atomo, é
armazenada pelos elétrons quando sédo excitados e isso leva a mudanca
desses elétrons para um nivel energético superior ao seu estado natural. Cada
Orbita estd associada a um nivel de energia, sendo o mais baixo deles
conhecido como estado fundamental, neste estado os elétrons estdo mais
proximos do nudcleo. O fenbmeno da absor¢cdo ocorre quando a estrutura
atdbmica estavel reage com um féton, passando a um estado mais energizado.
O estado estavel corresponde ao nivel minimo de energia; e a transferéncia
para o estado excitado se d& pela absorcdo de energia externa ao sistema
atdmico. O atomo retorna ao estado de repouso, liberando espontaneamente a
energia. A passagem a um estado de repouso se da através da liberacdo de
fotons de luz. Esta liberagdo fotbnica caracteriza a emissdo espontanea de
radiacdo (BASFORD et al., 1995; MALUF et al., 2006). (Figura 2)

A palavra LASER (“light Amplification by Stimulated Emission

Radiation”) € um acrénimo o qual significa © amplificacdo da luz por emissao



estimulada de radiagdo” 2* 2. O que difere uma luz laser de uma luz de
lampada € a sua monocromaticidade, colimacéo e coeréncia, caracteristicas as
guais ndo estao presentes na luz de uma lampada (KARU et al., 1987).

Devido a capacidade do laser de proporcionar ao organismo uma melhor
resposta inflamatéria, através da modulagcdo do processo infamatdrio,
reduzindo o edema, a sintomatologia dolorosa e realizando a bioestimulac&o
celular, o efeito do laser operando em baixa intensidade vem sendo estudado
desde os anos sessenta por diversos pesquisadores. O alvo da laserterapia é
um tecido alterado, onde a radiagdo tem por funcdo, restabelecer a
homeostase energética fazendo com que as células voltem a se proliferar, se
diferenciar e secretar citocinas. Aléem de se apresentar como uma alternativa
nos processos de reacdo inflamatoria, como descritos acima (KARU et al.,
1987; AIMBIRE et al., 2006; ALBERTINI et al., 2014).

O LBI tem sua funcdo baseada no processo fotobioldgico e seu efeito
fotoquimico ocorre devido a presenca de moléculas sensiveis a determinados
comprimentos de onda. A absorcéo desses fotons por moléculas intracelulares
especificas permite um aumento do metabolismo celular, caracterizado pela
estimulacdo de fotoceptores na cadeia respiratdria mitocondrial, sintese de
colageno, aumento de ATP intracelular e liberacdo de fatores de crescimento
ou até mesmo, pode levar a uma inibicdo de atividade enziméatica e de reacfes
fotoquimicas. Contudo, essas alteracdes no processo fisioldgico possuem
conotacao terapéutica (KARU et al., 2004; KREISLER et al., 2003).

Alguns trabalhos, afirmou que o laser terapéutico ndo possui efeito
diretamente curativo, ele atua como um agente antalgico, fazendo com que o
organismo tenha uma melhor resposta frente a um processo inflamatorio,
favorecendo a reparacédo tecidual da regido lesada mediante a biomodulacao
celular (MALUF et al., 2006; LIMA et al., 2010; KARU et al., 1999).
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1.3 Terapia Fotodinamica (PDT)

A terapia fotodindmica (PDT) antimicrobiana é uma nova alternativa
para diminuir a carga de microrganismos da regido subgengival em infec¢des
tépicas localizadas, pois ndo ha relatos de resisténcia bacteriana, auséncia de
efeitos colaterais, preservacdo da microbiota oral e baixa toxicidade em
humanos diferentemente do tratamento com antibiéticos ou bochechos com
clorexidina (GROSSI et al., 1994). A PDT consiste na associacdo de um
fotossensibilizador (FS) a luz laser na presenca de oxigénio. As moléculas de
oxigénio no FS sdo excitadas e geram espécies reativas de oxigénio, em
especial o oxigénio no estado singlete que leva a morte bacteriana seletiva.
Entre os varios corantes utilizados, o azul de metileno é o mais utilizado, além
de ser o unico aprovado pela ANVISA. Os corantes azuis de toluidina e de
metileno sdo ativados a 630 nm e a 660nm, respectivamente (BARATTO et al.,
2009; POLY et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2015). Ambos os comprimentos de
onde estdo dentro do espectro visivel, na faixa do vermelho. Apesar das
vantagens da PDT, sdo necessarios estudos bem delineados sobre esse
assunto (GROSSI et al, 1994). A doengca periodontal, (DP), mais
especificamente a periodontite, € uma doenca de origem infecciosa que
desencadeia um processo inflamatério nos tecidos de protecdo e sustentacao
do elemento dental (osso alveolar, cemento, ligamento periodontal e gengival).
A prevaléncia de periodontite severa na populacéao brasileira adulta € de 19% e
de 27% na populacdo americana com idade de 55-74 anos (FRIEDRICH et al.,
2006).
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A periodontite que é entdo caracterizada por uma doenca inflamatoria e
de um perfil de liberagdo de citocinas, conhecida como Thl. Entre as citocinas
com perfil Thl, podemos citar IL-1B, IL-6 e TNF-a. A doenga periodontal é
frequentemente associada a outras doencas cronicas, condicdes sistémicas,
como doengas cardiovasculares, diabetes e asma. A asma com perfil Th2,
também foi descrito como envolvido na progressdo da periodontite. Alguns
estudos ligando periodontite e asma foram propostos (CARD et al., 2010).

Em um estudo recente houve uma associacdo positiva entre a
periodontite e a asma, enquanto hd uma associacdo inversa quando 0s
pacientes tém tomado medicacdo antiasmatica. Alergias tém sido
negativamente associadas com apego clinico, tendo uma hipotese de que uma
patogenia periodontal de uma cavidade oral poderia ter efeito protetor em uma
doenca alérgica. Outros estudos encontraram uma associacao inversa entre
uma perda de insercdo clinica e asma. Corroborando com estudos em
humanos, alguns autores avaliaram o mecanismo regulatério da asma durante
uma periodontite. houve uma reducdo das células inflamatérias, bem como
citocinas, ap6s uma infeccdo por P. Gengivalis, antes de uma sensibilizacao
alérgeno com ovalbumina (OVA) (CARD et al., 2010; CANDEO et al).

Para explicar a associacdo inversa da periodontite e das doencas
alérgicas alguns autores se basearam na teoria da higiene (CANDEO et al.,
2017; FRIEDRICH et al., 2006; RIVERA et al., 2016; CARD et al., 2010). Essa
teoria foi descrita pela primeira vez em 1989 por Strachan. Segundo o autor,
essa teoria postula que doencas alérgicas poderiam ser prevenidas por
infecgbes na primeira infancia, transmitidas pelo contato n&o higiénico de
irmaos mais velhos ou adquiridas na fase pré-natal pela mée infectada pelo
contato com seus filhos mais velhos. Este estudo mostrou que a infeccao tardia
ou reinfeccao dos irmaos mais novos pode conferir protegcéo adicional contra a
rinite. Ao longo do século passado, a diminuicdo do tamanho das familias, a
melhoria das comodidades domeésticas e padrbes mais elevados de higiene
pessoal reduziram a possibilidade de infec¢do cruzada entre os membros das
familias. Embora ndo haja consenso sobre essa teoria, muitos autores
acreditam que a regulacdo do equilibrio Th1/Th2 é desviada para promover
respostas Thl quando ha histérico de maior contato com agentes infecciosos

na primeira infancia, reduzindo os eventos alérgicos mediados por Th2. No
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entanto, esta parece ser uma visdo simplista, pois provavelmente outros fatores
contribuem para o fenotipo alérgico: composi¢cdo genética do hospedeiro,
tempo de exposicdo ao agente infeccioso e microbiota do hospedeiro
(CANDEDO et al., 2017; CARD et al., 2010). Tendo em vista a falta de estudos
que abordem esses assuntos e a necessidade de entender se a doenca
periapical cronica € capaz de influenciar o curso da doenga pulmonar, e ainda,
se o tratamento convencional ou associado a PDT € capaz de atuar nos
paramentros inflamatérios da asma, pretende-se avaliar a inflamac&o pulmonar
associado a inducdo da periodontite apical crbnica e apds seu tratamento

convencional e ou com a PDT.

1.4 Asma

Hoje a asma é uma das principais causas de morte da popula¢cdo mundial,
com altas taxas de morbidade e mortalidade. Hoje existem cerca de 300
milhdes de pessoas com asma. Podendo ter implicacbes socioecondémicas
consideraveis se levarmos em consideracdo 0s custos com internacdes,
medicamentos, diminuicdo na qualidade de vida e morte prematura. A asma
pode ser definida como uma inflamacdo crbnica das vias aéreas, ocorrer
rigidez torécica, tosse e sibilacdo com episddios recorrentes de dispneia. Na
crise asmatica o0 sistema respiratério encontra-se em um estado
hiperresponsivo e hiperreativo e a principal consequéncia é a obstrucéo
mecanica reversivel das vias aéreas. O desencadeamento esta relacionado a
alguns tipos de fatores, como predisponentes, causais e de contribuicdo. Os
fatores predisponentes se referem aos individuos sintetizarem quantidades
exacerbadas de imunoglobulinas do tipo E (Igg). Os fatores causais se
associam a exposicao a alérgenos ambientais, como acaros, polens e fungos e
os fatores de contribuicdo sdo representados pela poluicdo atmosférica,
fumaca do cigarro, infeccéo viral e alteragdes hormonais femininas (DELFINO,
2002).
A asma pode ser dividida em 3 fases. A fase inicial, também chamada
sensibilizacao, fase imediata e fase tardia. Na fase de sensibilizacdo o alérgeno
€ apresentado pelas células dendriticas aos linfécitos T CD4+ auxiliares

(celulas T naive) que produzem IL-2, com efeito, autdcrino. Entéo se
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diferenciam em linfécitos ThO (em inglés - helper) e de acordo com as citocinas
do meio podem se subdividir em duas categorias fenotipicas, o tipo 1 T helper
(Th1) que esta relacionado a uma resposta celular e o tipo 2 T helper (Th2) que
estéa relacionada a resposta humoral (LIGEIRO DE OLIVEIRA, 2004).

A presenca de IL-4 no meio circundante, estimula as células T helper a
desenvolver um padrao Th2 com expressao de citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13
(HYYPPA et al., 1981; HUJOEL et al., 2008). A IL-4 e IL-13 estimulam a
maturacdo dos linfécitos B. A IL-5 estimula a diferenciacdo dos eosindfilos e a
IL-9, estimula o desenvolvimento dos mastécitos. Quando a IgE se liga aos
receptores dos mastocitos e eosinofilos, através da ligagdo cruzada com o
antigeno ha degranulacdo de histamina, leucotrienos (Cs, D4 e Ea), IL-4, IL-5,
IL-13, TNFa, prostaglandinas D2 e proteases, que causam bronco constri¢ao,
obstrucdo do fluxo aéreo, aumento na producdo de muco, aumento da
permeabilidade e edema. Todo esse processo ocorre por causa da
sensibilizacdo ao antigeno. Em um segundo contato as células de memoria
(Th2) se tornam ativadas gerando uma resposta mais rapida e efetiva,
denominada fase imediata da asma. Nesta fase, os mastdcitos estdo presentes
na musculatura lisa das vias aéreas sdo rapidamente ativados, levando a
hiperresponsividade. Na evolucdo da doenca, segue-se a reacdo de fase
tardia, caracterizada por uma reacao inflamatéria progressiva caracterizada por
infiltrado de eosindfilos, neutrdéfilos e linfocitos, no qual o linfécito Th2 exerce
um papel fundamental. Os eosindfilos ativados véao liberar proteina catiénica de
eosinofilo. Essas proteinas causam dano e perda do epitélio brénquico,
causando hiperreatividade brénquica pois as fibras C ficam mais expostas aos
estimulos irritantes (BARNES et al., 2008). (figura3)
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Figura3:Fisiopatologia da asma. Adaptado segundo Nature Reviews Immunology, 2002.
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Nesta fase observa-se inflamacgéo das vias aéreas, hiperresponsividade
e hiperreatividade bronquica, obstrugéo do fluxo de ar e aumento da producéo
de muco. Outra caracteristica do epitélio pulmonar do paciente asmatico é a
maior quantidade de células de Globet, responsaveis pela producdo de muco.
Nessa fase ocorre a liberagdo de vérios fatores de crescimento e citocinas e
remodelamento das vias aéreas de modo irreversivel com deposi¢cdo de
colageno na matriz extracelular, neovascularizacdo, hipertrofia epitelial,
diferenciacdo dos miofibroblastos, comprometendo a elastancia do pulméo
(BARNES et al., 2008).
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral:

Avaliar o efeito da Terapia Fotodinamica (PDT) na Periodontite Apical

Crbnica em modelo de asma experimental induzida por Ovalbumina (OVA)

2.2 Objetivos especificos:

e Avaliar o padréo da lesao do periodonto através da reabsorcao de
crista alveolar e validacdo do modelo de periodontite apical,
e Avaliar a contagem total e diferencial, de células inflamatorias no

lavado broncoalveolar;

e Analisar a reabsor¢céo 6ssea da mandibula pela dosagem de
Fosfatase alcalina no soro.
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3. Materiais e Métodos

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 (1993) e do
Congresso Nacional Brasileiro, (1995) sendo submetido ao Comité de Etica
em animais da Universidade Nove de Julho (UNINOVE). CEUA:
ANO0010.2017

3.1 Animais

Os camundongos (Balb/C) foram obtidos e criados no biotério de
criacdo da Universidade Nove de Julho, em caixas plasticas apropriadas sob
temperatura constante de 22 -25 graus °C, com a luminosidade controlada
com ciclo de 12h (claro/escuro), ventilacdo controlada artificialmente e a
umidade relativa de 50-60%. Foram utilizada racdo para camundongos
(NUTRILAB CR-1®) e &agua ad libitum. Foram utilizados 64 camundongos
machos, saudaveis adultos com peso médio de ~25 & 30 gramas.
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3.2 Delineamentos Experimentais

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em oito grupos

experimentais.

Tabela 1: Descricdo dos procedimentos realizados em cada grupo do

estudo:

Grupo (n=9) Descrigao

Basal Sem induc¢éo de doenca

Endo Inducdo da doenca periodontite Apical

Endo+TTO Inducéo da doenca periodontite Apical+ Tratamento Endodontico

Endo+TTO+PDT | Inducéo da Periodontite Apical + Tratamento Endoddntico + terapia fotodinamica

Asma Inducéo da asma

Asma + Endo Inducdo da asma + Indugdo de Periodontite Apical

Asma+ DP+TTO | Inducdo da asma + Inducéo de Periodontite Apical+ Tratamento Endoddntico

Asma+ Inducéo da asma + Inducéo de Periodontite Apical + Tratamento Endodéntico + terapia

Endo+TTO+PDT | fotodinamica
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3.3 Fluxograma de inducéo da periodontite apical e asma
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Figura 4 : Fluxograma de inducdo da periodontite apical e asma

3.4 Modelo dainducdo de asma com Ovalbumina (OVA)

A sensibilizacdo dos animais foi feita com injecdo subcutanea de 4 pg
de OVA (Sigma) juntamente com solucéo de hidréxido de aluminio nos dias 0 e
14°. O desafio nos camundongos foi feita posteriormente a anestesia. Ketamina
(100mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg). O Preparo anestésico: Ketamina 750 pl,
Xilazina 500 pl, diluidas em 3.750ul de PBS. — Administracdo: 0,04ml, Ultrafine
Seringa de Insulina® 1,0ml, agulha 12.7x0.33 — 29G, via intramuscular, terco
médio da coxa (na porgao interna).

Para a inducdo da Asma o camundongo foi suspenso pelos incisivos
centrais em um fio de algodéao fixado a duas hastes metdlicas. Entdo a lingua
foi deslocada para a esquerda com uma pin¢a e com auxilio de uma pipeta, foi
introduzido por via orotraqueal 20ul de OVA (diluicdo de 1600 ul de PBS com
800 de OVA). O nariz tampado para que aspirasse todo o liquido e aguardando
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o camundongo retomar a respiracao usual (sem ruidos) e acomodado em sua

caixa novamente. A inducao ocorreu trés vezes na semana por oito semanas.

Figura 5: (A) Sensibilizacdo da asma com OVA, (B) Desafio com da asma com OVA

3.5 Inducéo do modelo de Periodontite Apical Cronica

Os animais foram anestesiados com a solucéo anestésica de Ketamina
750 pl, Xilazina 500 pl, diluidas em 3.750ul de PBS. — Ketamina (100mg/kg) e
Xilazina (10 mg/kg) foi aplicada 0,05ml da solugcdo anestésica com Ultrafine
Seringa de Insulina® 1,0ml, agulha 12.7x0.33 — 29G, via intramuscular, terco
médio da coxa (na porcéo interna). Para a abertura bucal do camundongo foi
utilizado materiais desenvolvidos para a pesquisa. Dois suportes metalicos
contendo uma linha de algoddo n° 5 envolvendo o0s incisivos centrais
superiores e a mandibula foi apoiada com fio dental e uma régua endodéntica
("peso”’) presa nos incisivos inferiores para a abertura bucal. Afastando a
lingua para o lado direito. A abertura do primeiro molar inferior direito foi feita
com broca ¥ de carbono LN com motor K Drillerendo Pro com velocidade 6000
rpm e torque 3,5. Irrigacdo e aspiracdo inicial com soro e a verificacdo da
abertura de canais com limas #8, #10. Apés a realizacdo da abertura coronaria,
foi aguardado por 21 dias com os dentes sem nenhum curativo de demora ou
restauracdo da coroa, para que a infeccdo endodontica possa se estabelecer.
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Figura 6: (A) Inducdo da Endo com abertura coronéria, (B) Acesso ao canal com lima

3.6 Tratamento Endoddntico e terapia fotodinamica

Os animais foram anestesiados com a solucdo anestésica de Ketamina
750 pl, Xilazina 500 pl, diluidas em 3.750ul de PBS. — Ketamina (100mg/kg) e
Xilazina (10 mg/kg). Foi aplicada 0,05ml a solugdo anestésica com a Ultrafine
Seringa de Insulina® 1,0ml, agulha 12.7 x 0.33 — 29G, via intramuscular, terco
médio da coxa (na porcdo interna). Apos 21 dias de inducdo da doenga
periapical crbnica, foi feito o tratamento dos grupos com doenca periapical
crdnica, asma e tratamento com PDT. Os animais ja anestesiados inicialmente,
e assim feitos a irrigacéo e aspiracdo com soro fisiologico, instrumentacdo com
limas da primeira serie, #8, #10, #5, #20, secagem do canal com papel
absorvente, aplicacdo de ultracal (ultradent) com lima #15. Fechamento do
canal com Ortobite. Os grupos com PDT apés a instrumentacao,foi feita a
secagem do canal com cones de papel absorvente, aplicacdo de azul de
metileno com concentragdo 0,005 (Chimiolux 10, DMC®, S&o Paulo, Brasil)
esperado 3 minutos e feita a aplicagdo de laser. As irradiacdes foram
realizadas com o laser de diodo, no comprimento de onda vermelho (A = 660

nm) 9J por 10 segundos. Lavagem do azul de metileno com soro fisiolégico,
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secagem do canal com papel absorvente, aplicacao de ultracal (ultradent) com

lima #15. Fechamento do canal com Orbite.

Figura 7: (A) Medicacéo Intra canal com hipoclorito de sédio, (B) Aplicacdo de laser.

Tabela 2: Parametros dosimétricos utilizados para a realizagédo da terapia

fotodinamica

PARAMETROS Vermelho
Comprimento de onda [nm] 660

Modo de funcionamento Continuo
Poténcia [mW] 100
Irradiancia no alvo [W/cm?] 3

Area do feixe [cm?] 0,03
Tempo de exposicao [s] 90

Energia radiante [J] 9

Numero de pontos irradiados 1

Técnica de aplicacao Contato
Nidmero de sessdes e frequéncia sessdo Unica
Energia total irradiada [J] 9
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3.7 Eutanésia dos animais

Todos os animais foram eutanasiados no 57° dia, 35 dias apds a
inducdo da periodontite apical. Utilizando overdose de anestésico — Ketamina
(100mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg). Ketamina e Xilazina aplicada 0,05ml da
solucéo anestésica com a Ultrafine Seringa de Insulina® 1,0ml, agulha 12.7 x

0.33 29G, via intramuscular, terco médio da coxa (na por¢ao interna)

3.8 Coleta do LBA para avaliagao da inflamag&o pulmonar

Na eutanasia, os animais foram anestesiados com ketamina
(100mg/kg) e Xilazina (10mg/kg) Ketamina e Xilazina aplicada 0,05ml da
solucdo anestésica com a Ultrafine Seringa de Insulina® 1,0ml, agulha 12.7 x
0.33 29G, via intramuscular, terco médio da coxa (ha porcao interna)

e na eutanasia faremos a tragueotomia. Os animais foram canulados e os
pulmdes lavados com 1,5 mililitros (ml) de Tampao fosfato-salino (PBS) (3 x de
0,5ml). O volume do lavado recuperado foi centrifugado a 1000 rotacBes por
minuto (rpm) a 4°C por 5 minutos. O botdo celular ressuspendido em 1 ml de
PBS e a determinacdo do numero de células totais no LBA foi realizada por
meio de contagem na Céamara de Neubauer.(LIGEIRO et al., 2004; DE
OLIVEIRA et al., 2010; VIEIRA et al., 2011) Aliquotas do material suspendido
foram utilizadas para preparacdo de laminas de cytospin as quais foram
coradas com May-Grunwald-Giemsa para a contagem diferencial das células.

(LIGEIRO et al., 2004; DE OLIVEIRA et al., 2010)
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3.9 Microtomografia (Micro-CT)

A hemi arcada do camundongo foi fixada no formol. Foi adaptada a um
porta — amostra de um elevado aparelho de micro-CT de energia (SkyScan
1173). Cada digitalizagéo foi realizado a 70 kV e 114 mA com um resolugéo
isotrépica de 14,16 um. Um aluminio de 1 mm de espessura filtro foi usado
para reduzir artefatos e cada projecao foi adquirida em 250 ms, a cada 0,5 °
passo através de rotacdo de 360 °. Média de frames de 5 e movimentos
aleatorios de 20 foram também aplicado na fase de aquisicdo para aumentar a
relacdo sinal-ruido e reduzir os artefatos do anel. As imagens de projecéo
adquiridas foram reconstruidas em fatias de secao transversal usando software
proprietario (NReconv.1.6.9; Bruker micro-CT) com parametros padronizados
para endurecimento do feixe (40%), correcdo do artefato do anel de 10, como
bem como limites minimos e maximos de contraste. O volume de interesse foi
escolhido estendendo-se da mesial do primeiro molar inferior a distal do

mesmo. (CARDOSO et al., 2013)

3.10 Quantificacdes de Fosfatase Alcalina no soro

Antes da eutanasia dos animais, foi coletado sangue sem o uso de
anticoagulante através da puncdo cardiaca nos ratos. Apos 10 minutos da
coleta, contendo a amostra de sangue foi entdo centrifugado a 5.000rpm por 03
minutos para a separacdo do sobrenadante do soro, foi inserido em um
eppendorf e armazenando a temperatura de —-80°C até sua utilizacdo. Foi
utilizado o método de ELISA (kit Biolegend™) (San Diego —Califérnia, EUA)

conforme instrucéo do fabricante.
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3.11 Anélise estatistica

Os dados foram analisados através do software GraphPadPrism 5
(EUA). Os dados com distribuicdo paramétrica foram submetidos ao teste Two-
way ANOVA seguido pelo teste Newman-Keuls. Os niveis de significancia
foram ajustados para 5% (p<0.05). Os gréficos foram elaborados utilizando-se

o software GraphPadPrism 5 (EUA).
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4 Resultados

4.1 Validacao da metodologia da Endodontia Experimental

A B

Controle

Figura 8: (A) Imagem radiografica de hemi arcada mandibular de camundongo do
grupo Basal. (B) imagem radiogréfica de hemi arcada mandibular de camundongo do
grupo Endo com lesédo periapical. (C e D(contraste)) imagem de microtomografia
(micro-CT) de hemi arcada mandibular do camundongo do grupo Endo com lesdo
periapical.
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4.2 Quantificacdo das células do lavado Broncoalveolar

De maneira a avaliar a contagem total e diferencial de células
inflamatorias no lavado broncoalveolar, quantificamos o nimero de células nas
laminas de cytospin.

Na figura 9, podemos observar que o grupo Endo e o grupo Asma
aumentaram o numero de células totais em comparacdo com o0 grupo Basal.
Com relagéo ao grupo Asma verificamos aumento do numero de células totais
no grupo Asma + Endo, por outro lado houve reducdo dessas células nos
grupos tratados (Asma + Endo +TTO e Asma + Endo + PDT + TTO). Ainda,
observamos diminuicdo do numero de células totais, quando comparamos o
grupo Asma + Endo com os grupos Asma +Endo + TTO e Asma + Endo +PDT
+TTO.
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Figura 9: Analise do nimero de células totais (A) e fotomicrografia representativa (B)
dessas células do lavado broncoalveoar. As células foram quantificadas na camara de
Neubauer e as fotos foram realizadas a partir de citocentrifugados do LBA, com aumento de
40x. Os resultados representam media + EPM de dois experimentos (N=3-8); *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001 em relacdo ao grupo basal. ep<005, eep<0,01, eee p<0,001 em relacdo ao
grupo asma; Ap<005; AAp<0,01; AAA p<0,001em relacdo aos animais Asma+Endo. Figura B:
Foto micrografia representativa das células recuperados do lavado bronco alveolar.
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4.3 Contagem de Macro6fagos no lavado Broncoalveolar

Podemos observar na figura 10, que houve um aumento no numero de
macrofago nos grupos Endo e Asma em relacdo ao grupo basal. Com relacdo
ao grupo asma verificamos aumento do humero de macrofagos no grupo asma
+ Endo, por outro lado houve reducdo dessas células nos grupos tratados
(Asma + Endo +TTO e Asma + Endo + PDT + TTO). Ainda, observamos
diminuicdo do niamero de macréfagos, quando comparamos 0 grupo asma +
Endo com os grupos Asma + Endo + TTO e Asma + Endo +PDT +TTO.
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Figura 10: Andlise do namero de macrofagos no LBA. As células foram quantificadas e
citocentrifugados do LBA e coradas com HE. Os resultados representam media + EPM de dois
experimentos (N=3-8); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo basal. ¢p<005;
eep<(0,01; eee p<0,001 em relacéo ao grupo asma; Ap<005; AAp<0,01; AAA p<0,001 em relagéo
aos animais Asma+Endo.
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4.4 Contagem de Linfocitos no lavado Broncoalveolar

Na figura 11 podemos observar que houve um aumento no namero
de linfécitos nos grupos Endo e Asma em relacdo ao grupo basal. Da
mesma forma verificamos aumento do nimero de linfécitos no grupo Asma
+ Endo, quando comparado ao grupo Asma, por outro lado houve reducao
dessas células nos grupos tratados (Asma + Endo +TTO e Asma + Endo +
PDT + TTO). Ainda, observamos diminuicdo do numero de linfécitos,
guando comparamos o0 grupo Asma + Endo com os grupos tratados (Asma
+ Endo + TTO e Asma + Endo +PDT +TTO).
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Figura 11: Analise do numero de Linfécitos no LBA. As células foram quantificadas e
citocentrifugados do LBA e coradas com HE. Os resultados representam media + EPM de dois
experimentos (N=3-8); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo basal. ¢p<005,

eep<(0,01, eee p<0,001 em relacéo ao grupo asma; Ap<005, AAp<0,01, AAA p<0,001 em relagéo
aos animais Asma+Endo.



29

4.5 Contagem de Neutrofilos no lavado Broncoalveolar

Na figura 12 podemos observar que houve um aumento no niamero de
neutréfilo no grupo Asma em relacdo ao grupo basal. Por outro lado
verificamos a diminuicdo dessas células no grupo Asma + Endo, Asma + Endo
+ TTO, Asma + Endo + TTO + PDT quando comparado ao grupo Asma, da
mesma forma houve reducdo dos neutrofilos nos grupos tratados (Asma +

Endo +TTO e Asma + Endo + PDT + TTO) quando comparado ao grupo Asma

+ Endo.
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Figura 12: Anélise do numero de Neutréfilos no LBA. As células foram quantificadas e
citocentrifugados do LBA e coradas com HE. Os resultados representam media + EPM de dois
experimentos (N=3-8); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo basal. ¢p<005,
eep<(0,01, eee p<0,001 em relacéo ao grupo asma; Ap<005, AAp<0,01, AAA p<0,001 em relagéo
aos animais Asma+Endo.
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4.6 Contagem de Eosinofilos no lavado Broncoalveolar

Podemos observar na figura 13, que houve um aumento no numero de
eosindfilo nos grupos Endo e Asma em relacdo ao grupo basal. Com relacdo
ao grupo Asma verificamos aumento do niumero de eosinofilos no grupo Asma
+ Endo, por outro lado houve reducdo dessas células nos grupos tratados
(Asma + Endo +TTO e Asma + Endo + PDT + TTO). Ainda, observamos
diminuicdo do numero de eosindfilos, quando comparamos o grupo Asma +
Endo com os grupos Asma + Endo + TTO e Asma +Endo +PDT +TTO.
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Figura 13: Analise do numero de Eosinéfilos no LBA. As células foram quantificadas e
citocentrifugados do LBA e coradas com HE. Os resultados representam media + EPM de dois
experimentos (N=3-8); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo basal. ¢p<005,
eep<(0,01, eee p<0,001 em relacéo ao grupo asma; Ap<005, AAp<0,01, AAA p<0,001 em relagéo
aos animais Asma+Endo.
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4.7Quantificagcédo da fosfatase alcalina no soro

Podemos verificar aumento da producéo de fosfatase alcalina (U/L)
(Figura 14) do grupo Endo comparado ao grupo Basal (p<0.01). Por outro
lado, o grupo Endo + TTO assim como o Endo + TTO + PDT, foi capaz de
diminuir a producao de fosfatase alcalina (p<0,05) em relacdo ao grupo

Endo, se aproximando aos valores basais.
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Figura 14: Quantificac@o sérica de fosfatase alcalina. Os resultados representam media +

EPM de dois experimentos (N=3-8); **p<0,01 em rela¢do ao grupo basal. ° p<0,05 em relacdo
ao grupo Endo.
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5 Discusséao

Considerando que doencas bucais podem modular o desenvolvimento,
bem como a exacerbacdo de doencas pulmonares, neste sentido, a
compreensao dos mecanismos acerca da relacdo entre a periodontite apical e
a asma, ocupa lugar de destaque. Os resultados obtidos no presente estudo
demonstraram a efetividade da utilizacdo da terapia fotodinamica na reducgéo
do infiltrado celular inflamatorio avaliado em modelo experimental da doenca
pulmonar alérgica induzida por ovalbumina (OVA).

Tanto a doenca endodbntica, quanto a asma, foram capazes de
aumentar a quantidade total de células recuperadas no lavado broncoalveolar
(LBA). A inducdo da asma provocou um aumento de linfocitos com perfil Th2,
eosindfilos e neutréfilos validando assim, o modelo experimental de inflamacéo
alérgico pulmonar estabelecido para este estudo. Ja para a doenca periapical,
o modelo foi validado pelo aparecimento da lesdo periapical na regido do
periapice, comprovado pela radiografia e pela técnica de micro-CT. Quando
associamos as duas doencas, observamos um aumento ainda maior no
namero total de células, tais como macrofagos, linfocitos, neutréfilos e
eosinofilos no LBA. Por outro lado, quando realizamos o tratamento
endodontico padrao, associado ou ndo a PDT, verificou-se redu¢do no niumero
de todas essas células recuperadas do LBA.

Embora o acumulo e a morte dos neutréfilos, € uma das principais
causas de degradacdo tecidual na fase aguda da periodontite apical, nédo
observamos no pulméo esse aumento. Contrariamente, na periodontite apical,
verificamos que essas células estdo aumentadas, tanto na cavidade oral como
no pulmdo. Vale lembrar que a doenca possui células e mediadores
caracteristicos da fase aguda, porém a doenca periodontite apical, é
caracterizada pela cronicidade e reabsorcéo 6ssea na regido apical.

Com relacdo aos macréfagos, essas células contribuem com
componentes séricos e metabdlitos, como prostaglandinas e leucotrienos, que
sdo mediadores importantes na inflamacdo. Células dendriticas ou
apresentadoras de antigeno, também sdo relatadas na periodontite apical
induzida em ratos (OKIJI et al., 1994). N&o se sabe ao certo se elas aparecem
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nas lesdes periapicais pela circulacdo (JONTELL et al., 1998) ou se
disseminam localmente a partir de polpa dentaria inflamada, ou ainda ambos.

Durante a inflamacao periapical, acredita-se que os restos de células
epiteliais (MALASSEZ, 1884) sejam estimulados por citocinas e fatores de
crescimento a sofrerem divisdo e proliferagdo. Estas células participam na
patogénese dos cistos radiculares, servindo como fonte de epitélio. No entanto,
células epiteliais ciliadas também s&do encontradas em lesGes periapicais
(SHEAR, 1992; NAIR et al., 2002), particularmente em lesbes que afetam os
molares superiores.

Embora o papel das respostas Thl e Th2 nas doencas inflamatorias
periapicais ndo tenha sido totalmente determinado, a resposta Thl parece ser
predominante nas lesdes iniciais (KAWASHIMA e STASHENKO, 1999),
enquanto a resposta Th2 é dominante nas lesfGes periapicais crbnicas
(KABASHIMA e NAGATA, 2001). Apesar dos dados referentes a funcdo das
células e seus mediadores nas respostas imune (ZLOTNIK e YOSHIE, 2000),
reabsorcdo Ossea (WISE et al.,, 1999) e reparo tecidual (DIPIETRO et al.,
2001), destacam a importancia destes efeitos na manutencdo desses
processos na regiao periapical permanecente.

Na doenca periapical, a inflamacdo aguda pode se transformar em
cronica devido a atenuacdo da estimulacdo inflamatéria no local. Na
periodontite apical, a destruicdo tecidual é causada tanto pela infeccéo
bacteriana quanto pela resposta imune. Uma vez que o agente causador €
removido, a restauracdo da resposta imune € ativada, a reparacdo e a
cicatrizacdo do tecido podem ocorrer. Entre varias respostas imunologicas,
citocinas como a IL-13 e o TNF-a demonstraram estar envolvidas na
periodontite apical aguda e na destruicdo O6ssea. A lesdo endoddntica ocorre
devido a infec¢do bacteriana cediada no interior do canal que pode atingir a
regido além do apice, e dessa formar causar inflamacdo aguda do tecido
periodontal apical. A infiltracdo de neutréfilos e macrofagos € observada nessas
lesbes durante a fase aguda. Ainda, em tratamentos de canal radiculares bem-
sucedidos, com remoc¢éo de estimulo, a inflamacéo desaparece e 0 processo
de cicatrizagao inicia (MATSUSHITA et al., 1999).
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Uma vez que é dificil analisar diretamente as lesdes para estudar a
periodontite apical em humanos, os modelos animais sao frequentemente
usados. O trabalho de Rossi et al. (2000) mostra que a reacdo inflamatoria
aguda foi observada nas lesGes, composta principalmente de neutréfilos. A
resposta atingiu o pico no dia 14, apdés o que foi observada na resposta
inflamatoria crénica das lesdes, composta principalmente por linfocitos. A
reabsorcdo Ossea aumentou no dia 14, provavelmente relacionada a fase
aguda da inflamacdo. Depois que a intensa resposta inflamatoria aguda
diminuiu, a formacdo Ossea de tecido 6sseo fibroso aumentou, quando a
maioria dos mediadores inflamatdérios e tecidos necroticos foram removidos.

De acordo com alguns estudos, os padrbes de resposta Thl e Th2
ocorrem concomitantemente. Acredita-se que a resposta imune Thl esteja
envolvida tanto na progressao da lesdo quanto na destruicdo 6ssea, enquanto
a Th2 envolve mecanismos imunossupressores importantes no processo de
reparo, ocorrendo nos estagios mais avancados do desenvolvimento da leséo.
De fato, isso € demonstrado em modelos experimentais nos quais a auséncia
de citocinas Thl ndo altera significativamente o desenvolvimento da leséo,
enguanto a falta de citocinas Th2 resulta em um aumento no tamanho da leséo.
Este conceito, no entanto, precisa ser revisto, pois descobertas recentes
indicam um padrdo caracterizado pela presenca de IL-17, uma citocina
diferente das tradicionais Thl e Th2 (MARTINHO et al., 2012).

Destaca-se novamente que a literatura é bastante escassa acerca da
modulacdo da endodontia na inflamacgéo alérgica pulmonar. O tratamento da
periodontite pode reduzir a placa dentaria e disseminacdo de mediadores
inflamatorios. A boca é um importante reservatorio para patdogenos do trato
respiratorio. Assim, aspirando uma grande quantidade de contaminantes
virulentos no pulmé&o, pode causar pneumonia ou exacerbacdo aguda da
DPOC. Um estudo anterior encontrou no escarro de pacientes com uma
exacerbacdo da DPOC, bem como niveis elevados de anticorpos contra
Fusobacterium nucleatum e Prevotella intermedia. 27 Além disso, o tratamento
periodontal pode efetivamente reduzir a colonizacdo bacteriana da placa e
mucosa oral. Portanto, o tratamento pode ajudar a prevenir inflamacdes e
exacerbacgdes das vias aéreas (KANAZAWA, 2007).
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Os poucos trabalhos existentes na literatura, correlacionam a doenca
periodontal com a DPOC, Ramos et al.,, 2011, sugere que o tratamento
periodontal esta associado com menor risco de eventos respiratérios adversos
na DPOC. Assim, concluiram que o estabelecimento e manutencédo de saude
bucal para pacientes com doenca periodontal e DPOC, torna-se uma questéo
importante para ser avaliada. Entretanto, além da influéncia do microbioma
periodontal, a fumaca de cigarro também é um fator relevante subjacente ao
desenvolvimento da lesdo periodontal. Porém ndo tém trabalhos
correlacionando a periodontite apical com asma

Um mecanismo que tem sido proposto para periodontite crénica, como
fator de risco para outras doencas, compreende a disseminacao sistémica de
bactérias orais e mediadores inflamatorios. Ha4 ainda, evidéncias de uma
associacdo entre doenca periodontal e pneumonia ou doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC). A cavidade oral é um reservatorio para infeccao
pulmonar, podendo as bactérias orais presentes na placa, serem disseminadas
pela saliva e entdo aspiradas para o trato respiratério inferior e pulmdes,
causando infec¢cao (RAMOS et al., 2011).

Além disso, citocinas e enzimas induzidas a partir de tecidos inflamados
pelo biofilme oral, também podem ser transferidas para os pulmdes, onde
estimulam processos inflamatoérios que precedem a colonizagdo de patdogenos
(HAJISHENGALLIS et al.,2015).

As diferencas na expressao de citocinas e quimiocinas, na periodontite
apical, podem afetar os padrbes da resposta imune, uma vez que as células
Th1l e Th2 migram para diferentes tecidos atraveés da expresséo de diferentes
mediadores (BONECCHI et al., 1998; SALLUSTO et al. al., 1998a, b, 2000).
Nesse sentido, também ha evidéncias que o padrdo Th2 prevalece em lesdes
cronicas. Além disso, os resultados obtidos a partir de modelos experimentais
sugerem uma hierarquia de citocinas Th2 na modulacéo da periodontite apical,
dado que, na auséncia de citocinas com perfil Thl, como IFN-y e IL-12, a
formacéo de lesdes periapicais nao foi modificada (LAPPIN et al., 2001).

Estudos epidemiolégicos relataram que 30% a 50% dos tratamentos de
canal, falham devido a infec¢des residuais, sugerindo assim que estratégias de

desinfeccdo ainda sé&o necessarias (LACERDA et al., 2016). Estudos in vitro,
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ex vivo e in vivo utilizando a PDT demonstraram que esta abordagem tem
potencial para elevar a desinfec¢cdo do canal radicular (LACERDA et al., 2014).
No entanto, ndo ha até agora nenhum estudo avaliando a resposta dos tecidos
apicais e periapicais ao uso de PDT no tratamento endoddntico de dentes com
lesdo endodontica (ou seja, com a presenca de infeccdo tecidual no inicio do
tratamento).

No presente estudo, a eficacia da PDT foi confirmada pela auséncia de
células inflamatdrias nos grupos submetidos a essa terapia. Reenstra et al (34)
especularam que deve haver um aumento na difusdo de oxigénio através dos
tecidos durante a aplicacdo da PDT, o que pode favorecer o processo de
reparo, onde ocorre a secre¢do de colageno pelos fibroblastos nos espacos
extracelulares somente na presenca de altas taxas de oxigénio. Por outro lado,
guando os canais radiculares foram tratados convencionalmente, sem a PDT,
0S canais e regido periapical exibiu infiltrado de células inflamatorias,
dissociacao fibrilar e edema generalizado.

Ainda, podemos supor que, a reparacao 6ssea dos grupos tratados com
a PDT poderia ter sido observada, com a necessidade de um periodo maior
para uma reavaliacdo, considerando que no inicio do tratamento os dentes
tinham lesdo periapical, observado pelo ensaio de micro-CT.

Embora nesse estudo, o fechamento apical esperado pela deposicao de
tecido mineralizado nao foi alcancado, a auséncia de fibrogénese na regiao
periapical nos grupos tratados com a PDT indicam que isso pode ser uma
terapia suplementar promissora para a preparacdo biomecanica do canal
radicular em dentes com periodontite apical, submetidos a uma sessédo
tratamento endoddntico.

Desse modo, 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 inflamatorios, além da

asma.
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6 Concluséao

Nossos dados mostraram que a Periodontite Apical pode aumentar a
inflamacéo alérgica pulmonar com perfil de linfécitos, eosindfilos, neutrofilos e
macrofagos. Além disso, a associacdo da asma e da Periodontite Apical
exacerbou a inflamacéo pulmonar. Porém, o tratamento da Periodontite Apical
convencional ou associado a PDT causou diminuicdo na resposta inflamatéria,
sem reducdo da reabsorcdo O0ssea, em camundongos induzidos com OVA.
Assim, este trabalho contribuiu para elucidar em parte, a relagcdo entre
Periodontite Apical e asma, porém estudos adicionais ainda sdo necessarios
para a melhor compreenséo dos efeitos da PDT no tratamento de periodontite

apical em pacientes com asma.
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