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Dedico eile Trabalho o minka, amilia.

A minha mie Luzia Cantiga e ao meu tio pai Ivon Rates, por me
conduzirem nos caminhos retos, me ensinarem com amoy, cledicagéio e

paciéncia os valores gue devemos ter na vida.

A minha amada mée, pela fortaleza que sempre foi, pelo zelo para
comigo e meus amados irmdos, por acreditar e confiar em mim. Sei gue
nesses longos anos Deus tem cuidado da senhora por mim, assim como sei

gue todas as noites a senhora me entrega a Ele. Obrigacla!

Ao meu tio, por nao medir esforcos para gue eu pudesse chegar aqui,
poY me amar como filha, me ensinar e oferecer tanto, buscando em troca
apenas a minha felicidade. Seu coragdo bom e 8eneroso lhe conferem

nobreza aos olhos do Pai. Obrigada!

E pela minha familia que este sonho se torna real.
E para vocés, com todo amor que dedico este trabalho.

Amo vocés!






Figradeo o Dews

Que é Pai, Filho e Espirito Santo por ouvir minhas ora¢Ses, e acima de tudo,

atendé-las.

Sem 0 Seu amor e a Sua misericérdia eu nédo existiria. Pela Sua graca este

momento acontece.

O]origada por me apresentar as pessoas de paz e me permitir voar os mais

altos voos.

Obrigada pela {é que me alimenta, pelas béncdos alcancadas, por me

perdoar, por sey meu A.n‘li80 confidente e minha Familia longe de casa.

AO Senhor cu Cl(’:lll’lO c 81’(’:1(;618 Ele me dé'

Toda honra e toda 8161/ia sejam dadas a Ele, meu Re{{lgio e minha Fortaleza.

Virgem e Santa, gue me cobre com seu Santo Manto e intercede a Deus por

mim. Teu amor cle Mie me ilumina em toclos os caminhos.

Tu ésMae do Salvador e minha Mae!
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Eu amo vocés!

Ol)rigada porx entenderem minha auséncia, oy cuidar da mie e pelos

sobrinhos lindos. O]origacla por serem presentes na minha vida, Ppor se preocuparem
e torcerem por mim.

O]origada por me receberem de volta a casa com amor e tantos mimos.
Alegria é sentar-me no sofa com vocés a noite e sentir o mundo parar enquanto

vivemos e revivemos o gue o tempo s6 fortaleceu: o amor de irmaos.

Fs minkas primas-imas. Sonally. Tlana, Gabrielle

Metade do meu tempo de vida eu passei com vocés.

Sonally e Ilana, obrigada pelo amor e paciéncia que vocés tém para comigo.
Obrigacla por cada palavra de incentivo, por cada sonho que compartilhamos e

vibramos quanclo se realiza. O]origada por serem amigas na alegria ena tristeza e

por estarem comigo nesta jornada longe de casa.



Gabi e Mabi, minha felicidade pela vida de vocés é constante. Sou feliz por
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74%%%, MQ@“F—W(,@%e
M&WWWJ
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moldaram nossa convivéncia e hoje sinto orgulho em poder talar gue tive ndo
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ensinamentos e oportunidades no decorrer dos anos. Muito me alegra ser sua ex~
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Obrigacla por tudo!
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Ao professor Rogério Jacinto, o qual tenho a honra de té~lo como avaliador
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comigo! Agradeco também as vezes que o professor colaborou com nossos estudos e

nos recebeu no laboratério de micro.

Meus mais sinceros agraclecimentos ao professor Edilson Ervolino, gue
comegou me auxiliando j& nos meus primeiros passos da pés—graduag&o via troca de
e-mails e mais tarde me acolheu em seu laboratério. Professor, ol)rigada por
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Minha admiracdo pelo senhor como ser humano e pro{issional é enorme.
Agradeco por ter aceitado o convite para ser membro da minha banca de defesa do
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professor querido. Obrigada por tudo!
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para comjpor minha banca de tese. O pro{essor é inspiracdo para todos que
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graduacdo, guando lia seus livros. Sua importancia para a ciéncia na Endodontia é
impar, sendo para mim uma honra té-lo presente. Obrigada por deixar seus afazeres

para acrescer neste momento especial!

Ao professor Renan Dal Fabro, muito obrigada por compor a banca de
examinadores da minha tese e contribuir de forma tdo significativa. Nos
conhecemos nos corredores da FOA e hoje vocé é ex-aluno referéncia e motivo de
orgulho para todos que te acompanham. E uma alegria compartilhar esse dia com

voce.

Aos professores Juan José Segura Egea ¢ Aurea Simon Soro, que foram meus
tutores do Doutorado Sanduiche na Facultad de Odontologia de la Universidad de
Sevilla, meu muito ol)rigada. Vocés me abriram as portas da universidade ao passo
gue me deram a oportunidade de compartilhar meus conhecimentos e aprender

uma nova area de pesquisa: a micro]oiologia.

O pro{essor J uanjo nao hesitou em me receber na faculdade em um periodo
delicado:a pandemia. Gragas aeleeu pude viver o sonho do intercambio e a maior

experiéncia da minha vida.

A pro{essora e amiga Aurea, pesquisaclora incrivel, me recebeu em seu
laboratério e teve o cuidado de me transmitir seus conhecimentos sobre a

microbiologia, sentar e me ensinar cada etapa do universo que é o cultivo de



microrganismos, além da vivéncia fora da faculdade fazendo com que esta fosse a

melhor possivel. Agradeco a oportunidade incrivel!

A los profesores Juan José Segura Egea y Aurea Simén Soro, gue fueron
tutores de mi Estancia Doctoral en la Facultad de Oclontologia de la Universidad
de Sevilla, mis agradecimientos. Vosotros me abristeis las puertas de la universidad
al mismo tiempo que me disteis la oportunidad de compartir mis conocimientos y
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experiencia de mi vida.
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mestres excelentes como vocés.



A amizade se constrdi a partir do convivio didrio e da cumplicidade, é um

meio de nos isolarmos da humanidade cultivando d]g umas pPessoas.

C(’:IYIOS Dl'Lll‘l‘ll‘l‘lOl‘l(‘l de Andrade

ﬂo&aw‘?o—;aw&ﬁw

Agradego as minhas eternas amigas, Elzilane Sampaio e Isadora Siqueira,
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nesta cidade e na pés-graduagdo ndo teria o mesmo sentido sem a senhora.
Obrigada por cuidar de mim como filha, por me receber na sua casa para calé,
almoco e janta, pela confianca, pelo zelo e amor em cada gesto. Minha eterna
gratidao. Posso dizer que tenho uma mae adotiva. Amo a senhora, Nega! Agradeco
ao Cassio pela amizade e por dividir sua mae maravilhosa comigo. Cassinho, vocé
tem o coracdo doce e generoso como sua mae, merece o mundo! Obrigada a Dona
Ivone, pelo carinho de avé. Séo tantos os ensinamentos de vida e experiéncias

compartilhas e por tudo meu muito obrigada.



O]origada aos meus amigos pesquisa, Pedro, Carolina, Flavio Nathélia, Mari,
Ju e Lucas. Fu jamais imaginei trabalhar com pessoas cComo voces. Ol)rigacla pela
amizade dentro e fora da faculdade, pelos trabalhos, e pela companhia. Ao Pedro,
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Flavio, Mari, Ju e Nathi por estarem sempre presentes e terem sido essenciais em
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A Carol, qgue além de amiga foi companheira de casa durante o intercambio
em Sevilha, todo meu amor e 8ratic1€io pela amizade que fortalecemos e por ter sido

a melhor companhia nessa experiéncia tinica. Amo vocé!

Vocés sdo os irmdos que a pos-graduacdo me deu. Este trabalho tem a

dedicagdo e o cuidado de cada um. OBRIGADA por tudo. Amo vocés.

O]origada Ana Paula, Ana Claﬁdia, Gladiston, Loureiro ¢ Ana Maria, pelos

momentos compartilhados e pelas conversas descontraidas. Agradego todas asvezes
gue me ajuclaram, gue me ouviram e gue foram minha companhia no lab. Aprencli

muito com todos voces.

Aos colegas Romulo, Bharbara, Julisa e Rafa pela convivéncia leve.

Obrigada pela amizade do grupo e por serem sempre solicitos.

Ol)rigacla as colegas que estiveram comigo durante o intercambio, Maria
Jimenez, Debora e Vic. Aprencli e passei “1‘1‘1111] buenos ratos’ com vocés. Ol)rigacla

por tornarem tudo mais leve. Lembrarei de vocés com muito carinho.



Aos demais colegas de pés~8rac1uagéo gue pude conviver e trabalhar, muito

o]arigacla!

Obrigada aos “meus” alunos de Iniciacdo Cientifica, Lais e Almir, pela
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cleclicagéio alCeaomeu projeto. Ol)rigacla por nao medirem es{orgos para estarem

no departamento. Vocés foram fundamentais no meu projeto e em todos os outros

que participaram. Sem palavras para vocés. Muito O]origacla!

Poder contribuir com o aprendizado de vocés e instrui-los na IC foi um

presente. Ol)rigacla pela paciéncia e respeito, o aprendizado foi mituo.
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conhecimento. Obrigada a cada um! Vida longa e préspera a todos.
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CANTIGA-SILVA, C. Relacdo bidirecional entre a periodontite apical e a fibrose
hepatica. Estudo de Inflamassoma, Citocinas e Anticorpo CD20 [tese]. Aracatuba:
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia; 2024.

RESUMO

A inter-relacdo entre as alteracdes sistémicas com o desenvolvimento e progressdo de
infecgdes orais como a periodontite apical tem sido objeto de intensos estudos nos dltimos
anos. O objetivo deste trabalho foi analisar a resposta imunoiflamatdria nos tecidos
periapicais e hepaticos, em condicdes de periodontite apical (PA) combinada ou ndo da
presenca de fibrose hepatica (FH) por meio do silenciamento do inflamassoma NLRP3.
Quarenta C57BL/6J wild type (wt) foram divididos em 4 grupos (n=10): Grupo Controle
- Cwt; Grupo PAwt - portadores de PA; Grupo FHwt - portadores de FH; Grupo PA+FHwt
- portadores de FH e PA. Outros quarenta camundongos NIrp3™Hn3 knockout (ko) foram
divididos em 4 grupos (n=10): Grupo Controle - Cko; Grupo PAko - portadores de PA;
Grupo FHko - portadores de FH; Grupo PA+FHko - portadores de FH e PA. A FH foi
induzida pela administracédo do tetracloreto de carbono (CCls) na dosagem de 0,2 mI/100g
de peso corporal, duas vezes por semana, via intraperitoneal, e durante todo o
experimento (60 dias). Apds 30 dias do inicio da administracdo da droga, a PA foi
induzida por meio de exposicdo pulpar dos primeiros e segundos molares superiores e
inferiores esquerdo. Apo6s mais 30 dias, os camundongos foram eutanasiados e as maxilas,
assim como os figados, foram coletados para analise em microscopia de luz. O tecido
hepatico foi analisado em coloracdo de Hematoxilina-Eosina (H&E) e Picrosirius Red
(PSR) para verificacdo do grau de fibrose hepatica. As maxilas foram processadas para
analise histologica em H&E. Os dois o¢rgdos foram submetidos a analise
imunoistoquimica para NLRP3, IL-1p, IL-18, IL-17 e CD20. Os resultados obtidos foram
analisados e comparados por testes estatisticos especificos para cada caso com nivel de
significancia de 5% (P <0.05). Nas maxilas, a inflamag&o periapical foi mais severa nos
animais wt com diferencas entre os grupos PAwt e PAko, PA+FHwt e PA+FHko, e entre
PAwt e PA+FHwt (P <0.05). N&o houve diferenca entre os grupos PAko e PA+FHko (P
>0.05). Quanto a reabsorcao 0ssea periapical, 0s animais wt apresentam lesGes periapicais
maiores quando comprado aos camundongos ko (P <0.05), com diferencas entre 0s grupos
PAwt e PAko, PA+FHwt e PA+FHko, PAwt e PA+FHwt, e entre PAko e PA+FHko

(p<0,05). A imunomarcacdo para o0 NLRP3 nos animais ko foi ausente em todos os



grupos. A anélise revelou maior imunomarcacao da IL-1p, IL-17, IL-18 e CD20 nos
animais wt com diferencas entre os grupos PAwt e PAko (P <0.05). Houve diferenca entre
0s grupos PAwt e PA+FHwt para NLRP3, IL-1p, IL-17 e CD20 (P <0.05). Ndo houve
diferenca na imunomarcacéo entre os grupos PAko e PA+FHko (P >0.05). Nos figados, a
inflamacéo hepatica foi mais severa nos animais wt comparado aos ko e entre FHwt e
PA+FHwt (P <0.05). N&o houve diferenga entre os grupos FHko e PA+FHko (P >0.05).
O estagio da fibrose hepética foi mais acentuado nos animais wt comparado com os ko (P
<0.05). N&o houve diferenca entre os grupos FHwt e PA+FHwt, FHko e PA+FHko (P
>0.05). A imunomarcacdo foi maior para a IL-1p, IL-17, 1I-18 e CD20 nos animais wt
comparado aos ko (P <0.05). Houve diferenca entre os grupos FHwt e PA+FHwt (P <0.05)
para NLRP3 e IL-17. N&o houve diferenca na imunomarcacao entre os grupos FHko e
PA+FHko (P >0.05). Conclui-se que o silenciamento do inflamassoma NLRP3 exerce
papel importante na modulacdo da PA e da FH, reduzindo o processo inflamatério e os
mediadores inflamatorios envolvidos em ambas as alteragdes isoladas ou associadas.
Além disso, ficou evidente que NLRP3 e IL-17 estdo envolvidos no mecanismo

bidirecional das duas doencas.

Palavras-Chave: Fibrose hepética. Inflamassomas. Interleucinas. Periodontite apical.






CANTIGA-SILVA, C. Bidirectional relationship between apical periodontitis and liver
fibrosis. Study of Inflammasome, Cytokines and CD20 Antibody [tese]. Aragatuba:
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia; 2024.

ABSTRACT

The interrelationship between systemic changes and the development and progression of
oral infections such as apical periodontitis has been the subject of intense studies in recent
years. The main of this study was to analyze the immunoinflammatory response in
periapical and hepatic tissues, in conditions of apical periodontitis (AP) combined or not
with the presence of hepatic fibrosis (LF) by silencing the NLRP3 inflammasome. Forty
C57BL/6J wild type (wt) mice were divided into 4 groups (n=10): Cwt group: health mice;
APwt group: mice with pulp exposure-induced apical periodontitis; LFwt group: mice
with liver fibrosis induced; AP+LFwt group: mice with LF and AP. Another forty
NIrp3™Hhf3 knockout (ko) mice were divided into 4 groups (n=10): Cko group: health
mice; APko group: mice with pulp exposure-induced apical periodontitis; LFko group:
mice with liver fibrosis induced; AP+LFko group: mice with LF and AP. LF was induced
by chemical method. Carbon tetrachloride (CCls) was administered at a dosage of 0.2
ml/100g of body weight, twice a week, intraperitoneally, and throughout the experiment
(60 days). Thirty days after the start of drug administration, AP was induced through pulp
exposure of the upper and lower left first and second molars. After another 30 days, the
mice were euthanized and the jaws, as well as the livers, were collected for light
microscopy analysis. The liver tissue was analyzed using Hematoxylin-Eosin (H&E) and
Picrosirius Red (PSR) staining to verify the degree of liver fibrosis. The jaws were
processed for histological analysis in H&E. The livers and jaws were subjected to
immunohistochemical analysis for NLRP3, IL-1p, IL-18, IL-17 and CD20. The results
obtained were analyzed and compared using specific statistical tests for each case with a
significance level of 5% (P <0.05). In the jaws, periapical inflammation was more severe
in wt animals with differences between the APwt and APko, AP+LFwt and AP+LFko
groups, and between APwt and AP+LFwt (P <0.05). There was no difference between the
APko and AP+LFko groups (P >0.05). Regarding periapical bone resorption, wt animals
presented larger periapical lesions when compared to ko mice (P <0.05), with differences
between the APwt and APko groups, AP+LFwt and AP+LFko, APwt and AP+LFwt, and
between APko and AP+LFko (P <0.05). Immunolabeling for NLRP3 in ko animals was



absent in all groups. The analysis revealed greater immunolabeling of IL-1p, IL-17, IL-
18 and CD20 in wt animals with differences between the APwt and APko groups (P
<0.05). There was a difference between the APwt and AP+LFwt groups for NLRP3, IL-
1B, IL-17 and CD20 (P <0.05). There was no difference in immunolabeling between the
APko and AP+LFko groups (P >0.05). In the livers, hepatic inflammation was more
severe in wt animals compared to ko and between LFwt and AP+LFwt (P <0.05). There
was no difference between the LFko and AP+LFko groups (P >0.05). The stage of liver
fibrosis was more pronounced in wt animals compared to ko (P < 0.05). There was no
difference between the LFwt and AP+LFwt, LFko and AP+LFko groups (P >0.05).
Immunohistochemistry revealed greater immunolabeling of IL-1p, IL-17, IL-18 and
CD20 in wt animals compared to ko (P <0.05). There was a difference between the LFwt
and AP+LFwt groups (P <0.05) for NLRP3 and IL-17. There was no difference in
immunolabeling between the LFko and AP+LFko groups (P >0.05). It is concluded that
silencing of the NLRP3 inflammasome plays an important role in modulating AP and LF,
reducing the inflammatory process and the inflammatory mediators involved in both
isolated and associated changes. Furthermore, it was evident that NLRP3 and IL-17 are

involved in the bidirectional mechanism of both diseases.

Keywords: Apical periodontitis. Inflammasomes. Interleukins. Liver fibrosis.
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1 INTRODUCAO

A polpa dentéria saudavel é protegida dos microrganismos orais pelo esmalte, dentina e
por seus mecanismos proprios de defesa. A exposicdo pulpar a microrganismos e Sseus
subprodutos pode provocar resposta inflamatoria ndo especifica, bem como resposta
imunolégica especifica nos tecidos periapicais (STASHENKO et al., 1998). A deteccdo
precoce de ameagas como a infec¢do microbiana e o inicio de respostas pré-inflamatdrias séo
mecanismos da resposta imune inata. Esta resposta € mediada por uma familia de receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) para sequéncias moleculares especificas associadas a
patdégenos (PAMPSs) e os padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) (TAKEUCHI;
AKIRA, 2010). Os PRRs estéo classificados em quatro grandes grupos, sendo os receptores de
ligacdo a nucleotideos e de repeticdo ricos em leucinas (NLRs), importantes iniciadores da
imunidade inata e que regulam mdltiplos aspectos da inflamacéo, incluindo sinalizacédo celular,
producdo de citocinas, fendtipos, morte celular, autofagia, cicatrizacdo de feridas e fibrose
(MACDONALD, 2019).

O desenvolvimento da Periodontite Apical (PA) é decorrente da inflamacéo crénica dos
tecidos periapicais induzida por microrganismos que colonizam os sistemas de canais
radiculares causando necrose da polpa dentéria (LUKIC et al., 2006). O controle da patogénese
da PA depende da resposta imunoldgica do hospedeiro aos microrganismos, sendo parcialmente
atribuido a liberacdo de citocinas pré e anti-inflamatorias como interleucinas (ILs), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon (IFN) (STASHENKO, 1990). Além disso, a resposta
imunoldgica pode ser exacerbada por complicac@es sistémicas (SAMUEL et al., 2019; CONTI
et al., 2020).

Avaliando o efeito da Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) no figado de humanos
e animais acometidos de esteatose hepatica ndo alcodlica, alguns autores observaram que esse
microrganismo comum na doenga periodontal é um fator de risco para a patogénese e
progressao da doenga hepéatica (FURUSHO et al., 2013; NAKAHARA et al., 2018). Uma
revisao sistematica avaliou a associagé@o entre a doenca periodontal e a esteatose hepatica ndo
alcdolica de onze estudos clinicos, envolvendo pouco mais de 53 mil pacientes e encontrou
evidéncias de que a infeccdo oral tem potencial para aumentar o fator de risco para
desenvolvimento e progressdo da esteatose (ALAKHALI et al., 2018). Recentemente
evidenciaram que lipopolissacarideo (LPS) da P. gingivalis contribui para o acumulo de

lipideos e reacdo inflamatdria dos hepatocitos, favorecendo o dano hepatico (DING et al.,
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2019). Outro estudos mostrou que 46% dos 110 pacientes avaliados com cirrose hepética
apresentaram um ou mais focos de PA (GRONKJAER et al., 2016), apesar de um nimero
expressivo esse estudo apenas corroborou com resultados anteriores, 0s quais mostraram que
76% dos pacientes que aguardavam na fila para transplante hepéatico apresentaram lesfes
periapicais (CASTELLANOS-COSANO et al., 2013).

Estudando os efeitos da PA em 6rgdos, um estudo identificou focos inflamatdrios
considerados irreversiveis no figado de ratos (ZHANG et al., 2016). No entanto, os estudos
disponiveis acerca das infeccdes orais ndo nos permitem estabelecer uma relagdo causa-efeito
entre a PA e as doencas hepéticas, bem como fundamentar as vias bioldgicas envolvidas na
possivel inter-relacdo entre estas doencas.

A fibrose hepatica (FH) é uma patologia resultante de uma doenca inflamatéria crénica
no figado, que é caracterizada pela proliferacdo de células hepaticas estreladas (CHE) e pela
diferenciacdo em células semelhantes aos miofibroblastos que depositam matriz extracelular e
coldgeno (FRIEDMAN, 2000). As principais etiologias da fibrose hepéatica sao
esquistossomose, infeccao cronica por hepatite viral, doenca hepatica gordurosa nédo alcoolica,
doenca hepatica alcodlica e hepatite autoimune (SACCHI et al., 2014). Além disso, diferentes
6rgdos como o tecido adiposo, ducto biliar, intestino e musculo podem afetar o
desenvolvimento da fibrose hepéatica (SUN; KISSELEVA, 2015).

Apobs o dano hepatico, a morte dos hepatécitos desencadeia a ativacdo de linfocitos,
plaquetas e macrofagos, que incluem as células de Kupffer e formam um infiltrado inflamatorio
que produz TGF-B, IL-1p e fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), ativando as
células estreladas do figado (FRIEDMAN, 2003). Ao mesmo tempo, varias quimiocinas, que
sdo liberadas por populac@es diversas de células infiltradas, modulam a reacdo inflamatoria e
contribuem para a progressao da ativacdo de CHE e do insulto fibrético (ZIMMERMANN;
TACKE, 2011).

Um estudo anterior mostrou que ratos acometidos de fibrose hepatica apresentam maior
destruicdo Ossea periapical e aumento do infiltrado inflamatdrio na periodontite apical induzida.
Também relatou que as citocinas pro-inflamatdrias IL-1p, 1L-6 e TNF-a estavam exacerbadas
na periodontite apical de animais com esta alteracdo hepatica (CANTIGA-SILVA et al., 2021).

O inflamassoma ¢ conhecido como o complexo de sinalizagdo macromolecular que
reconhecem componentes microbianos (DINARELLO, 2009). Esse reconhecimento ¢ feito por
sensores ativados em resposta a diferentes estimulos, em que os tipos de sensores sdo
categorizados de acordo com suas caracteristicas estruturais nos receptores celulares. Os

subtipos de inflamassomas candnicos AMI2, NLRP1, NLRP3 e NLRC4 tem seu papel de
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