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RESUMO

A curcumina € uma substancia passivel de ser fotoativada e, portanto, de
ser usada enquanto fotossensibilizador. Devido a ndo haver um consenso sobre o
melhor protocolo clinico de terapia fotodinamica (TFD) a ser usado em periodontia,
este estudo teve como objetivo avaliar histometricamente, histoquimicamente e
microbiologicamente a agdo da curcumina 10% como fotossensibilizador e de um LED
de 450nm de comprimento de onda como fonte de luz na periodontite induzida por

1OS

ligaduras em ratos. Ambos molares inferiores dos animais foram utilizados e
aqueles dos grupos Controle e TFD receberam inser¢gdo de ligadura no baseline.
Desse modo, 45 ratos foram aleatoriamente divididos em 3 grupos e avaliados em 3
periodos: TFD - 1 aplicagdo por semana, seguida de sacrificio em 7 dias (n=10), 14
dias (n=10) e 21 dias (n=10); Controle - molares contralaterais receberam somente
ligaduras nos mesmos periodos; Controle Negativo (CN) - 15 animais foram
sacrificados em periodos semelhantes (5 animais/periodo). Histometricamente, nao
foram verificadas alteracbes das médias de reabsorcao éssea alveolar quando feita
andlise intergrupo entre os grupos Controle e TFD em 7 dias (p>0,05), em 14 dias
(p>0,05) e em 21 dias (p>0,05). A frequéncia de aplicacdo do protocolo de TFD nao
influiu na extensao da reabsorcao 6ssea causada pela ligadura aos 7, 14 e 21 dias no
grupo Controle (p=0,3) e TFD (p=0,2). O CN também nao apresentou alteracdo nas
dimensdes do LP ao longo do tempo. Quanto a analise histoquimica, a avaliacdo
intragrupo mostrou que aos 21 dias o grupo TFD tinha um numero significativamente
menor de células TRAP-positivas/mm na crista 6ssea alveolar da regidao de furca
quando comparado aos 7 dias (p=0,04) e a avaliagcao intergrupos mostrou que, aos 21
dias, o grupo TFD teve significativamente menos células TRAP-positivas/mm que os
demais grupos (p=0,01). A analise microbiolégica mostrou que o protocolo utilizado de
TFD reduziu significativamente o niumero de colbnias aos 7 (p=0,0003) e aos 14 dias
(p=0,01), mas nao foi significativo no controle de infec¢do aos 21 dias (p>0,05). Péde-
se concluir que o protocolo de TFD com curcumina 10% foi eficaz no controle de
infeccdo aos 7 e 14 dias, mostrando haver um beneficio no controle do biofilme e na
reducéo das células TRAP-positivas, porém foi ineficaz em reduzir a reabsorgéo 6ssea
alveolar da regiao de furca de 12 molar de ratos.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica; Curcumina; Periodontite; Ratos.
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ABSTRACT

Curcumin is a substance which can be photoactivated and thus be used as
a photosensitizer. Because there is no consensus on the best clinical protocol of
photodynamic therapy (PDT) to be used in Periodontics, the present study aimed to
evaluate histometrically, histochemically and microbiologically the influence of a
photodynamic therapy (PDT) using curcumin 10% as a photosensitizer and a 450 wave
length LED as a light source in experimental periodontitis in rats induced by ligatures.
Both 1*' molars were used and those related to PDT and Control groups received
ligature insertion on baseline. Thus, 45 rats were randomly assigned into one of three
groups and were evaluated at 3 different periods: PDT — one application of PDT per
week followed by animal sacrifice at 7 days (n=10), 14 days (n=10) and 21 days (n=10);
Control — contralateral molars received only ligature insertion on baseline and were
sacrificed at the same periods; Negative Control (NC) — 15 animals were sacrificed in
similar periods. Histometric analysis showed that there were no significant differences
in alveolar bone loss between Control and PDT on 7 (p>0.05), 14 (p>0.05) and 21 days
(p>0.05). Intragroup analysis revealed that time did not influence alveolar bone loss in
PDT (p=0.3) and Control (p=0.2) groups and time did not change periodontal ligament
area in NC (p>0.05). Histochemistry analysis evaluated TRAP-positive cells/mm on the
linear surface of bone crest in furcation region. Intragroup analysis showed a significant
lower number of TRAP-positive cells in PDT on day 21 as compared to day 7 (p=0.04)
and intergroup analysis showed that PDT had significantly less TRAP-positive cells/mm
at day 21 as compared to Control and NC (p=0.01). Microbiological analysis showed
that PDT protocol using 10% of curcumin significantly reduces bacterial colonies count
on 7 (p=0.0003) and 14 days (p=0.01) but was ineffective in infection control on day 21
(p>0.05). There were significantly less reduction of bacterial colonies on day 21 as
compared to day 7 (p<0.05). In conclusion, PDT using curcumin 10% increases biofilm
infection control at 7 and 14 days and effectively reduced TRAP-positive cells but was
not effective on diminish alveolar bone loss induced by ligatures in furcation region of
1 molars in rats.

Keywords: Photodynamic therapy; Curcumin; Periodontitis; Rats.
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1 INTRODUGCAO

A periodontite € uma doenga de etiologia multifatorial, resultante da
interacdo do biofilme bacteriano com a resposta imuno-inflamatoria do
hospedeiro, que pode ser modulada por fatores sistémicos e ambientais, como
o diabetes e o tabagismo (Shlossman et al., 1990; Page & Kornman, 1997;
Haffajee et al., 2001). Tal interacdo resulta na destruicdo do aparato de
insercdo dos dentes, ou seja, cemento radicular, ligamento periodontal e 0sso
alveolar, que em ultima instancia pode levar a perda do elemento dental (L6e at
al., 1978; Offenbacher, 1996).

A disbiose do biofilme dental, ou seja, a alteracdo da ecologia
microbiana relacionada a saude, pode levar a quadros clinicos de doencas
periodontais (Darveau, 2009). Com o amadurecimento gradual do biofilme
dental ocorrem sucessdes bacterianas que alteram a ecologia do biofilme
relacionado a saude periodontal, primariamente constituido por bactérias gram-
positivas aerdbias, para um biofilme mais complexo composto de bactérias
gram-negativas anaerdbias (Lée et al., 1965; Sockransky et al, 1998). Em
Periodontia, esse processo marca a ruptura da simbiose do biofilme dental com
a saude tecidual frente ao novo desafio marcado pelo estabelecimento de um
biofilme periodontopatogénico, culminando com o desenvolvimento das
doencas periodontais (Marsh, 1994). O controle microbiolégico do biofilme €,
portanto, o foco da terapia periodontal no qual a cura da doenca esta

intimamente relacionada.

O complexo vermelho, Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema
denticola (Td), Tannerella forsythia (Tf), definido por Socransky et al. (1998), e o
Aggregatibacter actinomycetemcomitans séo denominados de
periodontopatégenos verdadeiros, ou seja sdo microrganismos anaerobicos

altamente virulentos capazes de iniciar principalmente processos inflamatérios



de carater crénico. Assim, a alteracdo de um biofilme dental composto por
microrganismos simbidticos para outro composto por microrganismos
disbidticos patogénicos € responsavel pela biomodulagdo dos mecanismos
inflamatérios do hospedeiro, contribuindo para que ocorra destruicdo dos
tecidos periodontais e reabsorcdo do osso alveolar adjacente ao biofilme
periodontopatogénico (Darveau, 2009). Tais processos estdo relacionados ao
aumento da severidade dos parametros clinicos da doenca periodontal,
levando, por exemplo, a constatacdo de maiores perdas de nivel de insercao
clinica (NIC), maiores profundidades de sondagem (PS) e aumento dos indices

de sangramento marginal e de fundo de bolsa periodontal.

As técnicas de raspagem e de alisamento radicular (RAR),
atualmente reconhecidas como padrdo ouro do tratamento periodontal,
objetivam a biocompatibilizacdo da superficie  dento-radicular e,
consequentemente, o restabelecimento da saude periodontal a partir da
restruturacdo de comunidades bacterianas comensais no biofilme dental que
sejam compativeis com a homeostasia dos tecidos periodontais (Haffajee &
Socransky, 2005). Porém, mesmo apds ter-se alcangado sucesso com a terapia
basica nao cirurgica, ou seja RAR ou debridamento com ultrassom, existe um
alto risco da existéncia de um biofilme residual ou da presenca de reservatérios
de bactérias periodontopatogénicas que possam influenciar negativamente o
prognadstico clinico. Isso é devido a possivel presenca de um biofilme residual
virulento em consequéncia dos desafios mecéanicos que o operador pode se
deparar frente a complexa anatomia e grandes profundidades das bolsas
periodontais, a presenca de concavidades radiculares, bifurcagcbes e
trifurcacbes que dificultariam a instrumentacdo pelo operador (Adriaens &
Adriaens, 2004; Umeda et al., 2004), assim como a presenca de reservatorios
remanescentes de bactérias nos tubulos dentinarios e no tecido conjuntivo
adjacente (Takasaki et al., 2009) e a presenca de calculo remanescente (Cobb,

2009), comprometendo o sucesso a longo prazo dos sitios tratados.



Por isso, a antibioticoterapia sistémica tem sido proposta como
terapia coadjuvante ao tratamento da doenca periodontal para que se obtenha
melhor controle da infeccdo. Porém, a verificagdo de concentracbes abaixo da
concentragdo minima para acao bactericida da droga observada no sulco
gengival, a dependéncia do complience do paciente, a observacado de efeitos
adversos dessas drogas e a constatacdo de resisténcia bacteriana junto a
cepas mais patogénicas tém restringido seu uso dentro da Periodontia (Meisel
& Kocher, 2005). Além disso, a matriz do biofiime forma um ecossistema
complexo e de dificil acesso, 0 que protege as células bacterianas contra a
acao dos antibidticos (Feres et al,, 2002; Darveau et al., 1997). Devido as
limitacbes de disponibilidade local da droga e ao desenvolvimento de
resisténcia bacteriana, existe uma necessidade continua de se pesquisarem

alternativas a utilizagéo de agentes antimicrobianos sistémicos.

A terapia fotodindmica (TFD) é uma modalidade terapéutica que
pode ser considerada uma potencial alternativa aos métodos tradicionais de
terapia periodontal. A técnica consiste no uso de um fotossensibilizador que se
liga a uma célula alvo e é ativado por uma luz visivel, geralmente do tipo laser
de baixa intensidade ou diodo emissor de luz (LED) (Meisel & Kocher, 2005). As
moléculas do fotossensibilizador excitadas pela luz transferem energia para o
oxigénio, criando uma forma de oxigénio hiper-reativa e téxica, denominada de
oxigénio singleto, capaz de reagir com sistemas vivos, destruindo-os (Carvalho
et al., 2011). Portanto, a TFD torna-se um método viavel de destruicdo
bacteriana sem, todavia, causar resisténcia microbiana, pois diferentemente dos
antibiéticos que agem em um alvo especifico, o oxigénio singleto possui
caracteristicas de natureza multifuncional e pode interagir com diversas
estruturas celulares, reduzindo significativamente as chances de desenvolver
resisténcia frente aos protocolos de TFD. Diversos estudos em animais e em
humanos tém mostrado resultados promissores quanto ao uso da TFD na
eliminagdo de bactérias do biofilme supra e subgengival (de Almeida et al.,



2008a, b; Cappuyns et al., 2012; Fernandes et al., 2009; Chondros et al., 2009;
Novaes et al., 2007), mostrando ser essa técnica promissora para o tratamento
e controle da doencga periodontal. Porém, ainda ndo existe um consenso na
literatura sobre um protocolo clinico para uso da TFD em Periodontia no que
tange a escolha da fonte de luz, a droga a ser utilizada como
fotossensibilizador, o tempo de fotossensibilizacdo necessario para que haja
sua fotoativacao e a frequéncia de aplicagdo da TFD.

Devido a suas propriedades antioxidantes (Pizzo et al., 2010), anti-
inflamatérias (Aggarwal & Harikumar, 2009), antitumorais (Lee et al., 2009),
anti-leshimaniose (Kaminaga et al., 2003), anti-fungica (Kaminaga et al., 2003)
e anti-bacteriana (De et al., 2009), a curcumina, corante natural derivado da
Curcuma longa, vem sendo estudada e proposta como possivel agente
fotossensibilizador na TFD. Uma vez ativada por uma fonte de luz, a curcumina,
que em estado natural possui agdo antimicrobiana somente em grandes
concentracdes, desenvolve potente efeito fototéxico em concentracdes
micromolares (Dahl et al., 1989). Além disso, autores tém proposto que a
curcumina auxilia a imunomodulagdo da resposta inflamatéria do hospedeiro,
podendo atuar tanto na resposta celular quanto humoral do mesmo (Jagetia &
Aggarwal, 2007), auxiliando o processo cicatricial.

Portanto, é de suma importancia que se conduzam pesquisas para
que se identifiquem novas possibilidades terapéuticas em Periodontia e, dentro
da TFD mais especificamente, a eficacia da curcumina no processo de
biocompatibiliza¢do. Isso possibilitaria 0 desenvolvimento de protocolos clinicos
que fossem mais compativeis com a integridade dos tecidos periodontais e
mais efetivos na eliminacdo dos periodontopatégenos e consequentemente no
restabelecimento da saude desses tecidos. Dessa forma, é interessante que
sejam realizados estudos que avaliem a acdo da curcumina na TFD e quais
implicagbes do uso desse protocolo na evolugdo e no controle da periodontite.



2 REVISAO DA LITERATURA

A TFD foi descoberta acidentalmente em 1900, quando Oscar Raab,
aluno de Hermann von Tappeiner, entao diretor do Instituto de Farmacologia da
Universidade de Ludwig-Maximilians em Munique, percebeu que os resultados
de sua avaliagao da toxicidade da acridina (C13HgN) em Paramecium caudatum,
um tipo de protozoario, eram dependentes do horario do dia no qual o
experimento era realizado e, consequentemente, da exposicao de luz que as
solugdes de acridina contendo Paramecium caudatum eram expostas. Raab
percebeu que esse tipo de protozoario era mais efetivamente inativado quando
as solucdes eram colocadas préximo as janelas do laboratério e ficavam
expostas a luz que passava por elas (Valenzeno, 1990; Soukos et al., 2011). O
termo “acao fotodinamica” foi introduzido 1904 por Hermann von Tappeiner e,
possivelmente, foi assim denominado para melhor distinguir esse fenédmeno do
processo anteriormente descrito pelo autor que avaliava somente a agao da luz
sobre a inativacao de microrganismos. (Moan & Peng, 2003a; Moan & Peng,
2003Db).

Atualmente, a TFD é aceita pela comunidade cientifica como
modalidade terapéutica para diversas formas de patologias. Sua aplicacao pode
ser dividida principalmente em dois grupos de acordo com o tipo de célula-alvo
da terapia: acdo em células-alvo do hospedeiro, como diversos tipos de
canceres (Hsi et al., 1999; Ahn et al., 2012; Nanashima et al., 2012), acne
(Hong et al., 2012; Wang et al., 2012), psoriase ( Salah et al., 2009; Fernandez-
Guarino et al., 2009), queratose actinica (Tschen et al., 2006); acdo em células-
alvo de microrganismos responsaveis por infeccdes diversas (Hamblin et al.,
2002; Hamblin et al., 2003). Devido a promissora ag¢ao anitimicrobiana da TFD,
a técnica tem sido proposta em Odontologia como alternativa ao uso de
antimicrobianos sistémicos tradicionalmente utilizados no controle de infeccoes
orais (Wilson et al., 1995; Chabrier-Rosell6 et al., 2005).



2.1 Mecanismos Basicos de Acao da Terapia Fotodinamica

O efeito da TFD ocorre basicamente pela agdo de trés componentes
distintos: luz visivel que ndo cause dano celular; fotossensibilizador; formas
toxicas de oxigénio formadas a partir da interacdo da luz visivel com o
fotossensibilizador (Takasaki et al., 2009; Soukos & Goodson, 2011).

Os principios basicos fotobiolégicos que regem a TFD séo (Meisel &
Kocher, 2005):

a) Lei de Grotthus-Draper: A luz utilizada deve ter um comprimento de
onda apropriado para que seja absorvida, pois apenas a luz que
pode ser absorvida podera desencadear uma reacao fotoquimica do
fotossensibilizador.

b) Lei de Stark-Einsten: Todas as moléculas do fotossensibilizador
envolvidas na reacdo de foto-inducdo absorvem um quantum de
energia emitida pela fonte de luz utilizada.

c) Lei de Bunsen-Roscoe: O efeito fotoquimico é uma funcdo do
produto da intensidade da luz aplicada e do tempo de duragédo da

exposicao a luz.

Apoés o fotossensibilizador ter entrado em contato e ter-se ligado as
células-alvo, da-se a exposicao da solucdo a uma fonte de luz de espectro
visivel, fazendo com que as moléculas do fotossensibilizador sejam excitadas
pela absorcao de foétons. Assim, as moléculas excitadas do fotossenibilizador
transferem a energia capturada em forma de fétons para moléculas de oxigénio,
formando o oxigénio singleto ou radicais livres, ambos apresentando
propriedades citotéxicas para as células. Dessa forma, podem ocorrer duas
reacoes distintas em decorréncia do processo de fotossensibilizagéo (Figura 1):



1)

Reacao do tipo I: Mais fraca. Ocorre a reacdo de transferéncia de
elétrons entre as moléculas do fotossensibilizador excitadas ao seu
triplo estado e uma molécula de substrato organico, a qual produz
radicais ibnicos e radicais livres. Os radicais livres sdo capazes de
reagir com o oxigénio intra-molecular das células, produzindo
espécies altamente reativas de oxigénio, como superdxidos, radicais
de hidroxilas e peroxido de hidrogénio. Tais espécies causam danos
bioldgicos irreparaveis a membrana celular (Takasaki et al., 2009).
Reacao do tipo II: Mais citotoxica. Ocorre a transferéncia de energia
de moléculas do fotossensibilizador excitadas ao seu triplo estado
diretamente as moléculas de oxigénio. O produto formado,
denominado de oxigénio singleto, é altamente reativo e citotéxico,
sendo considerado a espécie de oxigénio de maior citotoxidade
obtida na TFD (Konan et al., 2002). O oxigénio singleto é capaz de
oxidar diversas estruturas celulares como, organelas proteinas,
acidos nucleicos e colesterol, levando a lise celular. Essa forma de
oxigénio possui uma difusdo de aproximadamente 0,02um e meia-
vida <0,04ps (Moan & Berg, 1991). Quando o fotossensibilizador for
manipulado em solventes com caracteristicas apolares, semelhante
das membranas celulares, o tempo de acdo do oxigénio singleto
aumenta consideravelmente, passando para 20us, quando
manipulado em etanol, e 250us, quando manipulado em cloroférmio
(Meisel & Koucher, 2005).
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Figura 1- Esquema das reagoes tipo | e tipo Il (Adaptado de Soukos & Goodson, 2011).

A propriedade antimicrobiana conferida a TFD é baseada,
principalmente, na formagéao do oxigénio singleto obtido na reacéo do tipo Il e
sua consequente interagdo com a membrana citoplasmatica e com o DNA dos
microrganismos (Soukos & Goodson, 2011). Dessa forma, a formacéao dos tipos
téxicos de oxigénio pode ocorrer extra-celular ou intra-celular, dependendo da
molécula que recebera o féton do estado excitado do fotossensibilizador.

Assim, a TFD pode ser utilizada para tratamento de bactérias,
protozoérios, virus e fungos. Devido ao seu curto tempo de vida, a migragdo do
oxigénio singleto torna-se limitada dentro do tecido e depende diretamente do
local de aplicacao do fotossensibilizador e do perimetro de acao da fonte de luz.
Isso permite que a reacédo seja bem delimitada, levando a uma acao localizada
sem causar danos a células e moléculas de sitios distantes do local de
aplicacdo (Moan & Berg, 1991).

ldealmente, nem o fotossensibilizador nem a fonte de luz utilizada na
fotoativacdo deveriam induzir isoladamente um efeito citotoxico para célula.
Portanto, teoricamente, o efeito antimicrobiano da TFD sé poderia ocorrer
guando da associacao dessas duas variaveis. A eficacia fototerapéutica esta na
dependéncia do coeficiente de absorcdo do corante fotossensibilizador

utilizado, na concentracdo alcancada nas células-alvo e na fonte de energia



utilizada como luz (Meisel & Kocher, 2005). A dose de luz é expressa em J/m? e
é produto do tempo e da intensidade (W/m?) (Profio & Doiron, 1987). Dessa
forma, a luz necessaria para que ocorra a fotoativagdo do fotossensibilizador
deve ter um comprimento de onda especifico e um nivel baixo de energia que
consiga ser absorvido pelo corante do fotossensibilizador e, dessa forma,
desencadear uma reagao preferencialmente do tipo Il

Como podera ser visto a seguir, a literatura atual preconiza o uso de
lasers de baixa intensidade e, mais recentemente, de LEDs para o
desencadeamento da acao fotodinamica, pois ambas as fontes de luz mostram
serem tecidualmente biocompativeis e serem capazes de desencadear a agao
de ativacao do oxigénio singleto e, portanto, mediarem a agao antimicrobiana.

Historicamente utilizavam-se na Odontologia modelos /asers de altas
doses de energia que pretendiam, principalmente, esterilizacdo do sitio
contaminado por acao térmica, promovendo uma esterilizagao local (Kato et al.,
1998; Walsh, 1997). Porém, o dano tecidual secundario inerente a seu uso
restringia sua aplicacdo. O desenvolvimento de /asers colimados, coerentes e
monocromaticos, possibilitou o uso de uma fonte de luz de baixa energia e de
intensidade homogénea que era adequada para ativacdo da reacdo
fotodinamica, reduzindo assim os efeitos colaterais inerentes aos /asers mais
potentes (Takasaki et al., 2009). Esses lasers s&o reconhecidos por produzirem
efeitos fotoquimicos e fotoelétricos, a despeito do efeito térmico produzido por
lasers de alta poténcia, permitindo que sejam desencadeadas acgdes
analgésicas, biomoduladoras e anti-inflamatorias sobre tecidos mineralizados e

moles (Brugnera et al, 1998).

Os LEDs tém se mostrado uma opc¢ao viavel na TFD. Seu uso
possibilita variar a irradidncia do espectro e a razdo entre a radiagao
infravermelha visivel (Meisel & Kocher, 2005). Outras vantagens da tecnologia
LED sao: possibilidade de aumentar o tempo de irradiacdo da solugdo sem



causar danos colaterais; ter melhor custo-beneficio; ser de mais facil manuseio

do que o uso /asers (Mongardini et al., 2012).

Estudos tém mostrado uma maior susceptibilidade de bactérias
Gram-positivas a TFD. Huang et al. (2012) estudaram in vitro o efeito
antimicrobiano da TFD sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas e
verificaram que as bactérias gram-positivas foram mais facilmente atingidas
pela reacdo de tipo | e de tipo Il. Malik et al. (1990) avaliaram a agédo de um tipo
de composto a base de porfirina e hemina sobre algumas espécies de bactérias
gram-positivas, a saber Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis e
Bacillus cereus e verificaram alta taxa de morte bacteriana apés 2 horas de

tratamento.

Braham et al. (2009) observaram in vitro Porphyromonas gingivalis
(Pg) -cultivadas em estado planctbnico tratadas com uma solugéao
fotossensibilizadora de azul de metileno 0,01% fotoativada por um /laser de
diodo nao-térmico com comprimento de onda de 670nm, aplicado nas amostras
por intermédio de um cabo de fibra éptica acoplado, durante 60 segundos. Os
autores verificaram uma reducao média de 4logio de Pg, além do protocolo de
TFD ter sido efetivo na redugdo de agédo de protease total, fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e interleucina 1-B (IL-18), mostrando que a TFD pode ser
efetiva ndo apenas na morte de bactérias periodontopatogénicas Gram-
negativas, mas também pode auxiliar o processo de cicatrizagdo a partir da

diminui¢cdo da producao de citocinas pré-inflamatdrias.

2.2 Estudos de TFD em Animais

Estudos pré-clinicos conduzidos em animais s&o de suma

importdncia para avaliacdo de mecanismos fisiolégicos e patoldgicos,
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permitindo o aperfeicoamento dos métodos de prevencao, de diagnostico e de
tratamento de doengas.

Em Odontologia, os modelos desenvolvidos em ratos e
camundongos tém sido vastamente aplicados para avaliagdo da interacdo de
doencas sistémicas com diversas infecgdes orais e periodontais, assim como
para investigacdo de novas técnicas e de drogas com intuito de se
desenvolverem e aprimorarem novos protocolos para futuro uso clinico. Os
modelos desenvolvidos em ratos tém sido atualmente muito utilizados por
diversos grupos de pesquisa devido ao baixo custo de manutengdo desses
animais quando comparado a outros modelos experimentais, por serem de facil
manuseio e transporte, pela possibilidade de se conseguir padronizacao
adequada de caracteristicas genéticas, por terem um sistema tecnicamente
conhecido e pelo operador conseguir boa reprodutibilidade dos modelos
aplicados (Pellegrini et al., 2009). Como curiosidade, em pesquisa feita na base

de dados Pubmed (htip://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) utilizando como

palavras-chave “periodontal research” e “rats”, péde-se verificar, em 22 de
Novembro de 2012, exatos 1285 trabalhos indexados nesse portal que usam
esse modelo animal em estudos dentro da Periodontia, o0 que mostra a grande
aplicabilidade dos modelos nessa espécie.

Estudos em ratos tém sido utilizados para avaliacdo de varios
protocolos de TFD como monoterapia ou terapia coadjuvante a RAR e tém
mostrado resultados promissores. Qin et al. (2008) avaliaram, em ratos, o efeito
da TFD como monoterapia para o tratamento da periodontite induzida por
ligadura. Para tanto, os autores utilizaram como fotossensibilizador uma
solucdo de azul de toluidina diluida em solucao salina estéril aplicada em um
volume de 50ul (1mg/ml), deixando a solu¢do em contato com os tecidos
periodontais por 10 minutos. ApGs a aplicacao do fotossensibilizador, os autores
utilizaram como fonte de luz para o processo da TFD, um /aser de diodo com
635nm de comprimento de onda, poténcia de 61mW e densidade de energia
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159mW/cm? com auxilio de uma ponteira de aplicagdo de fibra éptica com
0,8mm de diametro. A fotoativacdo foi feita por 75 segundos. Apds seis
semanas do inicio da indugdo da periodontite, os autores removeram as
ligaduras e os animais foram divididos em trés grupos: somente RAR; somente
TFD; controle. Os animais foram sacrificados 30 dias ap6s o tratamento. Os
autores constataram que ambas as modalidades terapéuticas promoveram
efeito bactericida significativo sobre o biofiime quando comparadas ao grupo
controle (p<0,001), porém sem diferencas significativas entre si. Os sinais
clinicos de inflamagdo como coloracdo da gengiva, indice de placa, indice
gengival, PS, foram semelhantes entre os grupos RAR e TFD. Nao houve
diferenca, também, quanto a quantidade do infiltrado inflamatério entre esses
dois grupos. Os autores concluem que o protocolo de TFD utilizado no estudo é
eficaz para o tratamento da periodontite e que pode haver um alto potencial

clinico em sua utilizacao.

Em um estudo experimental, de Almeida et al. (2008a) avaliaram a
eficacia de um protocolo de TFD na evolugcao da periodontite induzida por
ligadura de algoddo em 1° molares de ratos. Dois dias apds a insergcdo das
ligaduras, os animais foram divididos em um dos grupos: controle, somente
ligadura; 1ml contendo 100mg/ml de azul de metileno; aplicacdo de /aser de
galio-aluminio-arsénio com 685nm de comprimento de onda, poténcia de 0,05W
e densidade de energia 0,037W/cm? por 1 minuto; TFD (/aser de galio-aluminio-
arsénio + 1ml contendo 100mg/ml de azul de metileno). Aos 7 dias, o grupo
TFD teve menor reabsorcao 6ssea na regiao de furca quando comparado aos
demais (p<0,01), aos 15 dias, os grupos TFD e azul de metileno tiveram
significativamente menos reabsorcdo Ossea na regido de furca quando
comparados aos grupos controle e laser e aos 30 dias n&o foi verificada
diferenga intergrupos. Os autores mostraram que a TFD pode ser uma
alternativa para controle de reabsorgao 6ssea na regido de furca em sitios com
periodontite.
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Em outra publicacdo, de Almeida et al. (2008b) avaliaram o efeito da
TFD usada como terapia coadjuvante da RAR em ratos diabéticos com
periodontite induzida por ligadura de algodado. Para tanto, uma solucdo de
100ug/ml de fenotiazina como fotossensibilizador foi utilizada, deixando-a agir
por 1 minuto e depois fotoativando-a com um Jaser de baixa intensidade de
galio-aluminio-arsénio (GaAlAs) com 660nm de comprimento de onda, 4J
densidade de energia por ponto de aplicagao, aplicado com intermédio de uma
ponteira de 0,07cm?, por 133 segundos em cada sitio (3 face vestibular, 3 na
face lingual). Ap6s 7 dias, os animais tiveram as ligaduras removidas e o0s sitios
tratados. Os autores verificaram histometricamente que o protocolo aplicado de
TFD como terapia coadjuvante da RAR reduziu significativamente (p<0,05) a
reabsorcédo 6ssea da regido de furca dos dentes com periodontite experimental
em 7, 15 e 30 dias.

Fernandes et al. (2009) avaliaram o efeito da TFD como terapia
coadjuvante da RAR em ratos imunossuprimidos pela da administracdo de
dexametasona em que se desenvolveu periodontite induzida por ligadura de
algodao. Para tanto, uma solugcado de 1ml contendo 100ug/ml de azul de orto-
toluidina foi utilizada como fotossensibilizador, deixando-a agir por 1 minuto e
depois fotoativando-a com um /aser de baixa intensidade de galio-aluminio-
arsénio (GaAlAs) com 660nm de comprimento de onda, 4J densidade de
energia por ponto de aplicacéo, aplicado com intermédio de uma ponteira de
0,07cm?, por 133 segundos. Apés 7 dias, os animais tiveram as ligaduras
removidas e os sitios tratados. O grupo saudavel e o grupo imunossuprimido
tratados com RAR + TFD tiveram reducao significativa na reabsorcao 6ssea
(p<0,05), constatada radiograficamente, quando comparados com o0s
respectivos que receberam somente RAR. Histometricamente, os animais
tratados com RAR + TFD de ambos os grupos tiveram significativamente
menos reabsor¢do 6ssea quando comparados a RAR e com o grupo RAR +
azul de orto-toluidina em 30 dias (p<0,05).
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Carvalho et al. (2011) avaliaram o efeito da TFD como terapia
coadjuvante a RAR em ratos com periodontite induzida por intermédio de
ligadura de algodao. Os autores utilizaram uma solugdo com concentragéao final
de 0,8x107 de eosina como fotossensibilizador. A solugéo foi fotoativada por 1
minuto, usando-se um LED de comprimento de onda variavel entre 440-480nm
e uma densidade de energia de 0,69W/cm?. As ligaduras foram removidas apés
7 dias de inducao da periodontite e os sitios foram tratados. Sete dias apds os
tratamentos terem sido realizados, os animais foram sacrificados. Os autores
verificaram reducoes significativas (p<0,05) na reabsorcao éssea, na migracao
de neutrdéfilos e na expressao de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no grupo
TFD + RAR quando comparado ao grupo eosina + RAR, mostrando o efeito
imunomodulador da TFD na redugdo da resposta imuno-inflamatoria e,
consequentemente, na reducdo da reabsorcao Ossea dos dentes com
periodontite induzida.

2.3 Estudos Clinicos de TFD

Estudos clinicos também tém sido realizados para avaliacdo da
eficacia da TFD como monoterapia e como terapia coadjuvante.

Em um estudo clinico de boca dividida, Mongardini et al. (2012),
avaliaram o efeito de curta duracdo da TFD em parametros clinicos e
microbiolégicos em sitios periodontais residuais de pacientes com periodontite
cronica. Os pacientes tiveram sitios tratados com RAR (lado controle) ou RAR +
TFD (lado teste) utilizando um LED de espectro vermelho com 628nm de
comprimento de onda e um fotossensibilizador com uma solugéo contendo uma
concentracdo de 0,1mg/ml de azul de orto-toluidina. Apds 7 dias de terapia, 0s
autores verificaram uma reducao significativa no sangramento a sondagem dos
sitios do lado teste (p<0,001) e houve um maior numero (p=0,01) de sitios do
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lado teste apresentando pelo menos uma reducao de 2mm na profundidade de
sondagem. Todas as bactérias avaliadas, a saber, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema
denticola (Td), Tannerella forsythia (Tf), Fusobacterium nucleatum spp. (Fn) e
Prevotella intermedia (Pi) também tiveram quantidades significativamente
reduzidas no lado teste apds 7 dias da terapia, mostrando o efeito benéfico da

TFD como terapia coadjuvante apds um curto periodo de avaliagao.

Porém, Theodoro et al. (2012) ndo verificaram resultados clinicos
significativos usando o mesmo fotossensibilizador. Os autores avaliaram o
efeito clinico e microbiologico da TFD como coadjuvante da terapia basica de
RAR em um modelo de boca dividida. Os autores usaram azul de orto-toluidina
(100u)g/ml e laser de diodo GaAlAs com comprimento de onda de 660nm, 4,5J
de energia e com 0,07cm? de area de incidéncia do foco em pacientes com
periodontite cronica. Os autores nédo verificaram nenhuma melhora clinica nos
parametros periodontais avaliados apés 180 dias, porém, observaram, através
de avaliacao por reacao de cadeia de polimerase (PCR), reducgdes significativas
(p<0,05) de todos os periodontopatdgenos avaliados no grupo em que foi
associada TFD com RAR (Aa, Pg, Pi, Tf e Prevotella nigrescens) quando

comparado ao grupo de RAR.

Em outro estudo clinico de boca dividida, Cappuyns et al. (2012)
avaliaram o efeito da TFD em bolsas periodontais residuais de pacientes com
histérico de periodontite crénica tratada previamente com abordagem nao-
cirurgica (RAR). Para realizacdo da TFD, os autores utilizaram como
fotossensibilizador uma solugdo contendo 100ug/ml de cloreto de fenotiazina
aplicada nas bolsas residuais com auxilio de uma canula. Apés um minuto de
acao, os sitios foram lavados com agua e irradiados subgengivalmente com um
laser de diodo com comprimento de onda de 660nm com auxilio de uma

ponteira de fibra Otica. Os autores nado verificaram melhoras clinicas e
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microbioldgicas entre os grupos TFD e TFD + RAR ap6s dois meses de

avaliacao.

Fontana et al. (2009) avaliaram o efeito da TFD sobre bactérias
planctdnicas e de biofilme cultivado de pacientes com periodontite crdnica. Para
tanto, os autores utilizaram, como fonte de luz, um /aser de diodo com 665nm
de comprimento de onda, 100mW/cm? de densidade e 30J/cm? de energia e,
como fotossensibilizador, duas concentragdes de azul de metileno (25ug/ml e
50ug/ml). Cada poco de cultivo bacteriano foi incubado com o
fotossensibilizador por cinco minutos e irradiado em seguida por cinco minutos.
Os autores verificaram um efeito significativamente maior na reducdo do
namero de bactérias plancténicas tratadas com TFD (reducao de 63%) quando
comparadas a reducdo bacteriana obtida no biofiime (reducdo de 32%)
submetido ao mesmo protocolo (p<0,05). Os autores verificaram, ainda, uma
reducao significativamente maior no numero de bactérias do biofilme tratado
com maior concentracdao de azul de metileno (p<0,05). Os autores concluiram
que a TFD nao possui a mesma eficacia em bactérias organizadas em biofilme,
possivelmente pela reduzida penetracdo do fotossensibilizador em seu interior e
mesmo que maiores concentracbes do fotossensibilizador sejam usadas, a
reducdo do numero de colbnias ainda € menor do que aquele reportado por

tratamentos utilizando antibiéticos em condi¢des similares.

Em um estudo clinico controlado, duplo-cego e randomizado, Lulic et
al. (2009) avaliaram o efeito da TFD utilizando como fonte de luz um laser de
diodo com comprimento de onda de 670nm e 75mW/cm? de densidade de
energia e cloreto de fenotiazina como fotossensibilizador durante um periodo de
avaliagdo de 12 meses. Para tanto, os autores selecionaram pacientes adultos
com periodontite crénica em terapia de suporte periodontal e que tivessem pelo
menos um sitio com PS residual 25mm com ou sem sangramento. Os pacientes
foram divididos em dois grupos: grupo teste (RAR +TFD) e grupo controle (RAR
+ fotossensibilizador + frequéncia do laser que nao fotoativava o cloreto de
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fenotiazina). O fotossensibilizador foi injetado nas bolsas periodontais, deixado
em contato com os tecidos por trés minutos e fotoativado em seguida por um
minuto. Esse procedimento foi realizado apés a RAR no baseline, 1, 2,7 e 14
dias, totalizando 5 aplicagdes. Os autores verificaram uma reducgéao significativa
(p=0,01) na média da PS entre o baseline e seis meses apds o tratamento. O
tempo nao influenciou a redugdo da PS no grupo controle. Apds seis meses,
foram detectadas maiores redugbes na PS no grupo teste quando comparado
ao controle. Foi detectado aos seis meses ganho significativo de NIC no grupo
teste comparado ao controle (p=0,01). Os autores detectaram reducao
significativa de SS a favor do grupo teste em 3, 6 e 12 meses. Os autores
concluem que a repeticdo desse protocolo de TFD associado a RAR foi capaz

de melhorar os padrdes clinicos periodontais.

Em um estudo clinico, Sigusch et al. (2010) avaliaram o efeito de um
procedimento de desinfeccdo de boca toda utilizando TFD sobre pacientes com
periodontite cronica localizada que tinham sido detectadas presenca de
Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) 3 semanas ap0s a realizagdo dos
procedimento de RAR. As avaliagbes clinicas e microbiolégicas foram
realizadas no baseline (3 semanas apés RAR), 1, 4 e 12 semanas apos. O
protocolo de TFD realizou em um estagio a desinfec¢éo de boca toda, utilizando
fenotiazina como agente fotossensibilizador e como fonte de luz /laser de diodo
com 660nm de comprimento de onda aplicado com nos sitios periodontais € na
lingua com auxilio de uma ponteira de fibra 6ptica de 0,6mm de diametro. O
fotossensibilizador foi deixado agir por um minuto nos sitios e cada face do
dente e da lingua (divididos em seis partes) foi fotoativada por 10 segundos,
totalizando um minuto por dente/lingua. Os autores verificaram apos 12
semanas que o grupo tratado com TFD apds RAR apresentou indice de placa
(IP), sangramento a sondagem (SS), profundidade de sondagem (PS) e
vermelhidao gengival significativamente menores quando comparados ao grupo

controle ndo tratado com TFD (p<0,05). Nenhuma diferenca intergrupo, porém,
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foi verificada quanto ao NIC. A avaliacao microbiol6gica por PCR revelou niveis
significativamente inferiores de F. nucleatum no grupo TFD apds 12 semanas.
Os resultados deste estudo corroboram o uso desse protocolo de TFD como
terapia coadjuvante da RAR para que se alcance melhor controle microbiolégico
e de sinais clinicos de inflamacgéo periodontal.

Novaes Jr et al. (2011) avaliaram o efeito de um protocolo de TFD
sobre o perfil microbiol6gico de pacientes com periodontite agressiva. O estudo
do tipo boca dividida foi realizado em dentes monorradiculares com PS =5mm.
Em cada par contralateral, um dente foi escolhido aleatoriamente para receber
RAR ou TFD. O protocolo de TFD utilizou cloreto de fenotiazina como agente
fotossensibilizador e laser de diodo com 660nm de comprimento de onda como
fonte de luz aplicado nos sitios periodontais com auxilio de uma ponteira de
fibra 6ptica de 0,6mm de diametro. O fotossensibilizador foi deixado agir por um
minuto nos sitios e o tempo total de fotoativagdo com o /aser foi de trés
minutos/dente. A coleta das amostras de placa subgengival foram feitas 7 dias
antes dos tratamentos, baseline e 90 dias pds-tratamento. A avaliacao de 40
espécies de bactérias foi realizada pela técnica de DNA-DNA checkerboard. A
avaliacao intergrupo de 90 dias mostrou que o grupo em que foi utilizada TFD
foi mais eficaz na reducédo de A.a (p<0,05). Porém, o grupo tratado com RAR
mostrou maiores reducdes na contagem de espécies bacterianas no grupo
vermelho (P.g, T.d, T.f) (p<0,05). Os autores concluem que o protocolo de TFD
usado no estudo e RAR agem de formas distintas sobre grupos bacterianos
especificos, sugerindo que o uso da TFD como terapia adjunta a RAR poderia
ser benéfica ao tratamento nao cirdrgico da periodontite agressiva.

Uma revisao sistematica com metanalise publicada por Azarpazhooh
et al. (2010) avaliou o efeito da TFD enquanto monoterapia ou terapia adjunta
ao tratamento de pacientes com periodontite. Foram incluidos estudos clinicos
randomizados, realizados em pacientes adultos (maiores de 18 anos) com
periodontite. As medidas de avaliagdo primaria foram NIC, PS. As medidas de
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avaliacao secundaria foram sangramento a sondagem, indice de sangramento
de boca toda, indice gengival, indice de placa, recessao gengival, investigacao
microbioldgica, efeitos adversos e halitose. Todos os protocolos de TFD foram
considerados como elegiveis. Assim, dos 24 estudos potenciais inicialmente
selecionados, cinco foram incluidos na revisdo sistematica. Desses cinco
estudos, quatro utilizaram como cloreto de fenotiazina como fotossensibilizador
e um utilizou azul de metileno. Todos os estudos, exceto o que utilizou azul de
metileno (fonte de luz usada foi /aser diodo arsénio-galio) usaram laser de diodo
como fonte de luz. O tempo de irradiacdo do fotossensibilizador variou de 10
segundos a 1,11 minutos. Os autores verificaram apenas aumento numérico
significativo no ganho de NIC e na reducdo da PS nos grupos TFD + RAR,
porém os resultados ndo tém relevancia clinica (0,34mm e 0,25mm
respectivamente). Assim, os autores concluem que ndo ha evidéncia clinica do
beneficio da TFD aplicada como monoterapia ou terapia adjunta nos resultados,

porém, reconhecem a heterogeneidade da amostra.

Em outra revisdo sistematica com metanalise publicada em 2011,
Sgolastra et al. também avaliaram o efeito da TFD enquanto monoterapia ou
terapia adjunta ao tratamento de pacientes com periodontite crénica. Foram
incluidos estudos clinicos randomizados e controlados com delineamento
paralelo, realizados em pacientes maiores de 18 anos diagnosticados com
periodontite crénica, comparando TFD enquanto monoterapia e como terapia
adjunta a RAR ou em combinacdo com um placebo. As variaveis primarias
avaliadas foram ganho de NIC e reducdo de PS. As varidveis secundarias
foram recessdo gengival, indice de placa (IP), indice gengival (IG), efeitos
adversos e analises microbioldgicas. Assim, dos 13 estudos potenciais
inicialmente selecionados, sete foram incluidos na revisdo sistematica. Desses
sete estudos, quatro utilizaram como cloreto de fenotiazina como
fotossensibilizador, dois utilizaram azul de metileno e um usou cloreto de
tol6nium. Todos os estudos utilizaram como fonte de luz /asers de diodo com
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comprimento de onda variando de 643-680nm e tempo de fotossensibilizacao
de 60 segundos. Dos estudos avaliados, trés mostraram beneficio significativo
na reducao de SS no grupo TFD + RAR quando os valores foram comparados
ao baseline e dois mostraram reducao significativa no indice de sangramento
de boca toda. Nenhuma diferenga foi detectada quanto ao indice de placa.
Quanto aos resultados microbiolégicos, um estudo mostrou reducao
significativa de P.g a favor do grupo TFD + RAR e outro estudo mostrou
reducdes significativas de Treponema denticola, Eikenella corrodens e
Capnocytophaga no grupo TFD + RAR. A metanalise mostrou que aos trés
meses o grupo TFD + RAR teve significativos ganhos de NIC e reducao da PS
(p<0,05). Porém, aos seis meses nenhuma diferenca foi observada entre os
grupos quanto ganho de NIC, reducdo de PS ou recesséo gengival. Assim, os
autores concluem que nao ha evidéncia clinica para usar esses protocolos de
TFD enquanto monoterapia, porém o uso da TFD enquanto terapia adjunta a

RAR foi capaz de promover melhoras de parametros clinicos a curto prazo.

Campos et al. (2012) verificaram, em um estudo clinico prospectivo
de boca dividida, o efeito da TFD como método coadjuvante a RAR de bolsas
periodontais residuais que necessitavam de reinstrumentacdo. Para realizagéo
da TFD os autores utilizaram como fotossensibilizador o azul de metileno e
como fonte de luz um laser de diodo com comprimento de onda de 660nm,
60mW de poténcia e densidade de energia de 129J/cm. Os autores reavaliaram
0s pacientes apoOs trés meses e verificaram melhoras clinicas associadas a
TFD: lado tratado com RAR + TFD teve ganhos significativos de insercéao
clinica (NIC) comparados ao lado RAR (p<0,05) e, também, maiores reducdes
de sangramento a sondagem em sitios com profundidade de sondagem
menores que 5mm (p<0,05).

Em outro estudo de boca dividida, Bassir et al. (2012) avaliaram o
efeito adjunto da TFD em sitios previamente tratados com abordagem nao-
cirurgica com RAR. Os sitios previamente tratados com RAR foram divididos
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para receber uma das modalidades de terapia adjunta imediatamente apds a
RAR, 7 dias e 14 dias: somente LED (comprimento de onda 625-635 nm);
somente fotossensibilizador (azul de toluidina 0,01mg/ml), TFD (LED +
Fotossensibilizador), controle sem terapia adjunta. Apés um e trés meses, 0s
autores ndo observaram nenhuma melhora nos parametros clinicos
periodontais avaliados entre os grupos, mostrando que nesse protocolo nao

houve melhora clinica atribuida a TFD.

Os estudos clinicos apresentados mostraram a facilidade de
aplicacdo da TFD e a eficacia de varios dos protocolos apresentados no
controle do biofilme e na melhora de parametros clinicos periodontais. Porém,
ainda faz-se necessario avaliar a aplicabilidade de novos protocolos que
possam aumentar a eficacia antimicrobiana da TFD.

2.4 Curcumina Como Possivel Fotossensibilizador

Como visto nesta revisao de literatura, ainda nao existe um consenso
sobre o melhor protocolo clinico de TFD a ser utilizado em periodontia.
Portanto, fazem-se necessarias pesquisas de novas substancias
fotossensibilizadoras que possam ser utilizadas nos procedimentos de TFD com
finalidade de potencializar o efeito antimicrobiano sobre o biofilme periodontal.

A curcumina [(E,E)-1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxy-phenyl)-1,6-
heptadiene-3,5-ione] € um pigmento fendlico amarelo extraido do acafrdo da
terra, que é obtido, por sua vez, do rizoma pulverizado da Curcuma longa
juntamente com a demetoxi-curcumina e a bisdemetoxi-curcumina (Bhawana et
al., 2011). Inicialmente utilizado como corante e conservante de comida, foi
posteriormente usado como remédio caseiro em toda Asia. Atualmente, a

curcumina tem atraido a atencdo dos pesquisadores devido suas potenciais
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acOes farmacoldgicas, incluindo propriedades antioxidantes (Pizzo et al., 2010),
anti-inflamatorias (Aggarwal & Harikumar, 2009), antitumorais (Lee et al., 2009),
anti-leshimaniose (Kaminaga et al., 2003), anti-fungica (Kaminaga et al., 2003)
e anti-bacteriana (De et al, 2009). Em estado natural, a curcumina é
praticamente insoliuvel em agua. Apresenta-se, porém, soluvel em meio
alcalino, apesar de ter rapida degradacao hidrolitica em solucbes com PH
basico, levando a condensacédo de corantes e a formacao de subprodutos
indesejaveis a base de metano (Tennesen et al., 2002). Por isso, estudos como
de Bhawana et al. (2011) e de Abdel et al. (2012) vém avaliando métodos de
nanoparticularizacao ou de alteracao molecular da estrutura da curcumina para

torna-la soluvel em agua.

A curcumina e seus derivados tém sido propostos como potenciais
agentes fotossensibilizadores que poderiam ser utilizados na TFD com
finalidade antimicrobiana. Sua capacidade de absorver a luz € devida a
presenca de dois sistemas conjugados de elétrons que lhe permitem absorcao
luminosa. E é essa capacidade de absorver a luz que Ihe confere sua coloracéao
amarelada. Portanto, as propriedades quimicas e biolégicas de suas moléculas
na presenga de luz poderiam ser alteradas e, possivelmente, potencializadas
(Dahl et al.,1989). Sua méaxima absorcdo ocorre em comprimentos de onda
relativamente baixos (300-500nm) (Araujo et al., 2012).

A utilizacao da curcumina como fotossensibilizador deve ser restrita a
aplicagéo topica, sendo de uso ideal em feridas infectadas superficialmente ou
em infeccbes orais. Isso se deve ao fato do comprimento de onda
correspondente a sua fotoativagcdo ser também o mesmo absorvido por
biomoléculas, comprometendo, dessa forma, sua penetracdo nos tecidos
adjacentes (Hegge et al., 2011). Além disso, a curcumina possui baixa
toxicidade no escuro, o que é uma caracteristica desejada a um
fotossensibilizador (Dahl et al., 1989; Meisel & Kocher, 2005).
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Tonnesen et al. (1987) mostraram que produtos provenientes da
fotossensibilizacdo das moléculas de curcumina, como acido ferulico e vanilina,
nao sao responsaveis por sua citotoxicidade. O mecanismo fotossensibilizador
da curcumina ainda ndo é bem conhecido, mas parece depender da presencga
de oxigénio para que ocorra (Dahl et al, 1989; Tennesen et al, 1987).
Atualmente, sabe-se que o efeito citotoxico das moléculas de curcumina
submetidas a fotossensibilizagdo ocorrem devido a produgéo de formas téxicas
de oxigénio, como oxigénio singleto (Chignell et al., 1994), perdxido de

hidrogénio e superoéxido (Dahl et al., 1989; Dovigo et al., 2011).

Dahl et al. (1989) avaliaram o efeito citotoxico da curcumina na
presenca da luz em bactérias Gram-positivas, a saber Sacrina lutea (atualmente
denominada de Micrococcus Iuteus) e Staphylococcus aureus, e sobre
bactérias Gram-negativas, a saber Salmonella typhimurium e Escherichia coli.
Os autores verificaram uma maior acao citotoxica da curcumina fotoativada
sobre as bactérias Gram-positivas, sendo o Staphylococcus aureus a bactéria
que melhor respondeu a terapia. Os autores também verificaram através de
determinacao amperométrica que a reacao de fotoativagcdo da curcumina nao
produz oxigénio singleto, mas sim peroxido de hidrogénio que, apesar de ser
menos citotdxico, possui periodo de acao relativamente mais longo participando
ativamente no efeito anitmicrobiano desse protocolo. Os autores nao
verificaram efeito citotdéxico da curcumina sem fotoativacao nas concentracdes
micromolares utilizadas mostrando que n&o ha citotoxicidade da curcumina

nessa concentracao.

Chignell et al. (1994) mostraram que a fotoquimica da curcumina,
incluindo os tipos téxicos de oxigénio produzidos, estdo em dependéncia do
micorambiente no qual a molécula foi diluida. Os autores verificaram que
solventes aproticos, como tolueno e acetonitrila, produzem uma maior
quantidade de oxigénio singleto do que os solvente préticos. Os autores
verificaram maior producdo de oxigénio singleto quando a solugdo contendo
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curcumina foi diluida em tolueno, benzeno e acetonitrila e fotoativada em
seguida. Porém, quando concentragcdes semelhantes de curcumina foram
diluidas em etanol, isopropanol, dodecil sulfato de sodio e micelas de Triton-X
em “agua pesada” (D2O: oxigénio e deutério) foi verificada uma queda de 10
vezes na producao de oxigénio singleto. Os autores verificaram, também, que a
geracao de oxigénio singleto depende pouco da concentracao de O, no meio,
mostrando que solugdes de tolueno saturadas de oxigénio tiveram um aumento
de apenas 6% na producao de oxigénio singleto quando comparada a solugao
de tolueno contendo apenas 14% de oxigénio em sua composicdo. Os autores
discutem que se houvesse possibilidade de diluicao de altas concentracdes de
curcumina em solvente aquosos ou agua, poderia se verificar produgdo de
peroxidos e uma maior produc¢ao de oxigénio singleto.

Em uma criteriosa e extensa revisdo, Jagetia & Aggarwal (2007)
abordaram os estudos dos ultimos 30 anos que avaliaram os efeitos da
curcumina no sistema imunol6gico. Os autores mostraram que a curcumina é
um potente agente imunomodulador celular e que pode modular a ativagcao de
células T e B, macréfagos, neutréfilos, células natural killers (NK) e células
dendriticas. Além disso, 0os autores mostraram que a curcumina tem funcdes de
imunomodular a resposta de citocinas e quimiocinas: reduzem a producao de
fator de necrose tumoral (TNF); reduzem a producgéo de interleucinas (IL) IL-1,
IL-2, IL-6, IL-8, IL-12; inativa a transcricao de fator NF-kB. A ingestdo de baixas
doses de curcumina também tem mostrado efeito benéfico em doencas
autoimunes, como Alzheimer, diabetes, esclerose multipla, alergias, asma e
artrite reumatoide. Sua aplicacao tépica em gel de curcumina 1% tem mostrado
reducdo na densidade de células T CD8", mostrando efetividade no tratamento
de psoriase. Portanto, a agdo da curcumina esta para além da acao
antimicrobiana, mostrando que o beneficio de seu uso pode ser, em parte,
explicado pela imunomodulcéo celular e humoral promovida por esse pigmento.
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Autores tém avaliado as propriedades antifUngicas da curcumina.
Martins et al. (2009) avaliaram in vitro o efeito inibitério da curcumina sobre a
adesdo epitelial de 33 cepas de fungos. As concentragbes utilizadas de
curcumina foram de 0,5-256mg/L e o grupo controle do estudo foi tratado com
concentracdes entre 0,06-64 mg/L de fluconazol. A curcumina mostrou ser mais
eficiente que o fluconazol na inibicdo nas cepas de P. brasiliensis MGO05
(0,5mg/L x 16mg/L), pb18 (2mg/L x 8mg/L) e B339 (2mg/L x 8mg/L). A
curcumina mostrou ser mais eficaz na inibicdo da adesao epitelial de Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida dubliniensis Cd22 e
Candida dubliniensis Cd28, mostrando ser um agente com acao antifungica
promissora. Dovigo et al. (2011) avaliaram o efeito citotoxico da curcumina
como fotossensibilizador de um protocolo de TFD sobre Candida albicans (C.
albicans). Assim, os autores utilizaram uma solugéo stock de curcumina 200uM
diluida em uma solucao salina contendo 10% de DMSO. Os autores utilizaram
um LED azul com comprimento de onda variando de 440-460nm e irradiancia
de 22mWecm™. Foram avaliados diferentes tipos de fluéncia (1,32-37,5Jcm?),
tempo de irradiacdo da luz (1 a 29 minutos), concentracdo da curcumina
(0,005uM a 20uM), tempo de acdo da curcumina (5 e 20 minutos), aqui
denominado de periodo de pré-irradiacdo (PIR) em suspensdes contendo C.
albicans em estado plancténico e em biofilme. Os autores verificaram que a PIR
da curcumina sobre o biofilme € uma variavel importante nos resultados obtidos
e que periodos mais longos de PIR (maximo usado de 20 minutos) foram
importantes para que a curcumina penetrasse mais profundamente no biofilme
e aumentasse a reducao do metabolismo da C. albicans. Verificaram, ainda que
fluéncia de luz acima de 5,28 Jcm™? ndo foi capaz de aumentar o efeito
citotéxico da curcumina. Introduzindo trinitreto de sédio (NaN3) nas reagoes, os
autores verificaram menores taxas de oxigénio singleto produzido pela
fotoativagdo e verificaram que possivelmente o efeito anitimicrobiano desse
protocolo estaria primariamente relacionado a producdo de peréxido de

oxigénio que, por sua vez, também exerce efeito antimicrobano. Embora a TFD
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tenha sido fototdxica para os macréfagos, a terapia foi mais eficaz na inativacao
das células plancténicas do que o das células de defesa. A taxa de
fotodegradacdo da curcumina dentro das solu¢des preparadas indicou que
curtos periodos de iluminagdo sao suficientes para a que haja correta
fotoativacdo do corante, conseguindo-se o efeito citotoxico esperado.

Bhawana et al. (2011) incorporaram moléculas de curcumina a
nanoparticulas, conseguindo uma 6tima solubilidade em agua. Os autores
avaliaram a eficacia antimicrobiana de solu¢des com microconcentracbes de
curcumina diluidas em &gua (nanoparticulada) e em DMSO (natural). Os
autores observaram que menores concentragcées inibitérias minimas de
solugbes com curcumina nanoparticulada eram necessdarias para inibir o
crescimento de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Aspergillus niger. Da mesma forma, o halo de
inibicdo desses microrganismos, quando testadas solu¢gdes com curcumina
natural diluida em DMSO e nanoparticulada, ambas contendo 400ug/ml,
mostrou ser maior na solucdo nanoparticulada. Os autores acreditam que a
melhor acg&o antimicrobiana ocorreu devido ao tamanho reduzido das
nanoparticulas (2-4nm) enquanto as dissolvidas em DMSO eram
significativamente maiores (500-800nm), permitindo uma melhor penetragcéao
celular. Além disso, os autores hipotetizaram que, devido ao tamanho das
nanoparticulas de curcumina, as mesmas se ancoraram a parede bacteriana,
rompendo-a e, assim, penetrando na célula e rompendo a estrutura dos

componentes internos celulares, aumento ainda mais sua efetividade.

Em um estudo clinico, Araujo et al. (2012) avaliaram o efeito de um
protocolo de desinfeccao de boca pela TFD usando curcumina. Para tanto, os
autores utilizaram uma solugéo de curcumina hidrossoluvel numa concentracao
de 1,5g/L como fotossensibilizador e como fonte de luz um LED de 450nm de
comprimento de onda e 67mW/cm? de intensidade, com uma fluéncia estimada
em 20,1J/cm?. Os autores coletaram saliva de 13 pacientes saudaveis apés o
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bochecho de 5 minutos com 20ml da solugdo de 1,5 g/L de curcumina para
cultura de microrganismos. Os pacientes foram divididos em dois grupos: TFD
(luz + curcumina) ou s6 curcumina. Os resultados do grupo sem luz e sem
curcumina foram omitidos do estudo. Os pacientes do grupo TFD foram
submetidos a exposicdo de luz (LED) por mais 5 minutos. Os autores
verificaram reducado significativa (p<0,05) na quantidade de colbnias de
bactérias do grupo TFD, que mostrou um declinio de 68% contra apenas 9%
observados no grupo s6 curcumina. Com isso, 0s autores concluem que a
curcumina nao possui citotoxicidade quando nao estimulada pela luz e que a
desinfeccdo de boca toda foi capaz de reduzir em uma Unica aplicacao a
quantidade de bactérias salivares.

Por outro lado, Ribeiro et al. (2012) mostraram em um estudo in vitro
que a citotoxicidade da curcumina na TFD n&o estaria somente relacionada a
microrganismos. Os autores avaliaram o efeito da TFD em culturas de S.
aureus susceptiveis e nao-susceptiveis a meticilina e em fibroblastos. Para
tanto, utilizaram solugdes com concentragdes finais de curcumina, diluidas em
solucao salina, 0,1uM, 0,5uM, 1uM, 5uM, 10uM e 20uM, ficando 20 minutos em
contato com as culturas antes da fotoativagdo. As solugbes continham
concentragao final constante de 10% de DMSO. As solugdes foram ativadas
com um dispositivo de LED com 455nm de comprimento de onda e foram
testadas trés fluéncias de luz (18,0J/cm?, 25,5J/cm?, 37,5J/cm?). Os autores nédo
deixaram explicito o tempo de fotoativagdo. As concentragdes das solucdes
com curcumina contendo 5uM, 10uM, e 20uM resultaram na total eliminagao
das culturas de S. aureus susceptiveis a meticilina em qualquer das fluéncias
utilizadas na fotoativacdo com LED. A total eliminagdo de S. aureus nao-
susceptiveis a meticilina ocorreu utilizando-se a solugdo de 20uM de curcumina
associada a fluéncia 37,5J/cm? do LED. Os autores também verificaram que a
atividade metabdlica dos fibroblastos reduziu em 68%, 75,1% e 80% quando
expostos a 5uM, 10uM, e 20uM de curcumina em combinacao ao LED (TFD).
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Os autores perceberam, ainda, que apenas poucos fibroblastos tratados com
TFD continuaram aderidos a placa de vidro, mostrando que esse protocolo de
TFD pode n&o somente ser citotoxico ao fibroblasto como também altera sua
adesdo a superficie. Assim, mais estudos sdo necessarios para verificar a
interacdo desse protocolo com os tecidos vivos, avaliando-se a

biocompatibilidade com tecidos orais da TFD usando-se curcumina.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivos avaliar um protocolo de TFD
utilizando-se um sal de curcumindides com concentracdo final de curcumina
10%, como fotossensibilizador, e um LED (450nm), como fonte de luz, em
dentes de ratos com periodontite experimental induzida por ligadura:

I.  In vivo: Histometricamente e histoquimicamente a influéncia deste

protocolo de TFD sobre a evolugéo da periodontite.

II.  In vitro: o efeito antimicrobiano deste protocolo de TFD no biofilme
retido nas ligaduras a partir da contagem geral de col6nias
bacterianas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 45 ratos adultos com 16 semanas de idade,
machos, da raca Wistar, pesando entre 350g e 400g. Os animais foram
acondicionados no biotério da FOP-UNICAMP, mantidos em gaiolas plasticas
com acesso a comida e agua ad libitum. Antes dos procedimentos cirurgicos, 0s
animais passaram por um periodo de 5 dias para a aclimatacao ao ambiente do
laboratério, a uma temperatura de 22° a 24° C. Esta pesquisa foi aceita pela
Comissdo de Etica em Experimentos com Animais sob protocolo de nimero
2727-1 (Anexo 1).

4.2 Delineamento Experimental

O experimento realizado foi do tipo boca dividida e ambos 1°°
molares inferiores dos animais receberam insercéao de ligadura no baseline. Os
lados foram aleatoriamente escolhidos por sorteio para receber sé a insercao
de ligadura (grupo Controle) ou ligadura e TFD (grupo TFD). O grupo controle
negativo (CN) ndo recebeu nem insergao de ligadura e nem TFD. Dessa forma,

45 ratos foram alocados aleatoriamente em um dos grupos abaixo (Figura 2):
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Grupos

(Boca Dividida; Total 45 ratos) Baseline 7 14 21
— TFD
Ligadura Sacrificio (N=10)
TFD TFD
TFD Ligadura Sacrificio (N=10)
s TFD TFD TFD
Ligadura :
Sacrificio (N=10)
N=30 ratos; —
1 molar inferior/grupo
1 | lgadura | oo (Ne10)
Controle | Deodyps; | ] & Sasieie (Na18) |
Ligadura Sacrificio (N=10)
T Sacrificio
_________________ N=10
CN | [Tttt
N=15 ratos: 30 | Sacrificio
= ratos; moilares __________________________________________Nflo_
Sacrificio
______________________________________________________ N=10

Figura 2 — Representacao esquematica dos grupos experimentais e regimes de aplicacdo da

terapia fotodinamica (TFD).

4.2.1 Grupo TFD

No grupo TFD, 30 animais receberam em um dos 1° molares
inferiores aleatoriamente escolhidos por sorteio a colocacédo de ligaduras de
algoddo subgengivalmente no baseline sob anestesia com ketamina (1ml/kg)
(Dopalen®; Vetbrands LTDA, Jacarei, SP, Brasil) e cloridrato de xylasina
(0,3ml/kg) (Virbaxil®; Virbac do Brasil Industria e Comércio LTDA, Roseira, SP,

31



Brasil). Para correta inser¢cao da ligadura, os animais tiveram seus maxilares
abertos por intermédio de um aparato de Doku. Os animais foram
aleatoriamente divididos em 3 periodos para avaliar a acdo da TFD nos sitios
com periodontite induzida: 7 dias; 14 dias; 21 dias.

No 7° dia apdés a inser¢cdo da ligadura, os 30 animais foram
novamente anestesiados com ketamina (1ml/kg) (Dopalen®; Vetbrands LTDA,
Jacarei, SP, Brasil) e cloridrato de xylasina (0,3ml/kg) (Virbaxil®; Virbac do
Brasil Industria e Comércio LTDA, Roseira, SP, Brasil) e tiveram novamente
seus maxilares abertos por intermédio de um aparato de Doku. Dessa forma, o
12 molar inferior aleatoriamente escolhido foi isolado relativamente com
segmentos de gaze para que se seguisse a administracdo de 5 gotas de uma
substéancia fotoativadora a base de Curcumina 10%. A solucéo ficou em contato
pré-irradiacao com a superficie do 1° molar ligado por 60 segundos (de Almeida
et al., 2008b; Fernandes et al., 2009; Theodoro et al., 2012; Cappuyns et al.,
2012) e foi fotoativada em seguida pela exposicao a um LED de luz azul com
comprimento de onda de 450nm. A fonte de luz foi localizada a
aproximadamente 0,5mm da superficie oclusal do dente por 60 segundos (de
Almeida et al., 2008a, b; Carvalho et al., 2001; Lulic et al., 2009). Apos a
realizacdo da TFD (Curcumina 10% + LED), as ligaduras de 10 animais
(corresposndentes aqueles do periodo de 7 dias) foram coletadas e esses 10
animais foram sacrificados por decapitacdo. As hemimandibulas foram obtidas
para realizacdo dos procedimentos histolégicos e as ligaduras para
procedimentos microbioldgicos.

No 142 dia, 20 animais foram novamente anestesiados de acordo
com a técnica detalhada no paragrafo anterior e tiveram suas mandibulas
abertas por intermédio do aparato de Doku. O mesmo molar submetido a TFD
aos 7 dias recebeu aos 14 dias a 22 aplicacdo do protocolo de TFD descrito
acima, respeitando a forma de aplicacdo da Curcumina 10%, o periodo de pré-
irradiacao do fotossensibilizador e o periodo de fotoativagcdo. As ligaduras de 10
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animais (corresposndentes aqueles do periodo de 14 dias) foram coletadas e
esses mesmos animais foram sacrificados por decapitacdo. As hemimandibulas
foram obtidas para realizagdo dos procedimentos histologicos e as ligaduras
para procedimentos microbioldgicos.

No 21¢ dia, os 10 animais restantes foram novamente anestesiados
de acordo com a mesma técnica descrita e tiveram suas mandibulas abertas
por intermédio do aparato de Doku. O mesmo molar submetido a TFD aos 7 e
aos 14 dias recebeu aos 21 dias a 32 aplicagdo do protocolo de TFD descrito
acima, respeitando, mais uma vez, a forma de aplicagdo da Curcumina 10%, o
periodo de pré-irradiacdo do fotossensibilizador e o periodo de fotoativagdo. As
ligaduras desses 10 animais (corresposndentes aqueles do periodo de 21 dias)
foram coletadas e o0s mesmos foram sacrificados por decapitacdo. As
hemimandibulas foram obtidas para realizacdo dos procedimentos histoldgicos
e as ligaduras para procedimentos microbiolégicos.

4.2.2 Grupo Controle

No Grupo Controle, os 1°° molares inferiores contralaterais dos 30
animais receberam somente a colocagdo de ligaduras de algodao
subgengivalmente sob anestesia, como ja descrito anteriormente, nos mesmos
periodos de 7 (n=10), 14 (n=10) e 21 (n=10) dias. A escolha do lado controle foi
feita aleatoriamente por sorteio. Visto que os animais do grupo Controle foram
0s mesmos animais do grupo TFD, esses animais foram sacrificados nos
mesmos periodos ja descritos: 7 (n=10); 14 (n=10) e 21 (n=10) dias. As
hemimandibulas foram obtidas para realizacdo dos procedimentos histolégicos
e as ligaduras para procedimentos microbiolégicos.
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4.2.3 Grupo CN

No Grupo CN, 15 animais ndo receberam nem ligadura e nem TFD.
Cada periodo de sacrificio foi pareado aos periodos dos grupos TFD e Controle,
com finalidade de se obterem dados iniciais de espessura de ligamento
periodontal e de atividade osteoclastos para confirmacao do sucesso do modelo
de periodontite experimental induzido por ligadura aplicado neste estudo: 7 dias
(n=5); 14 dias (n=5); 21 dias (n=5). Em cada periodo de sacrificio, as duas
hemimandibulas de cada animal foram obtidas para realizagdo dos

procedimentos histoldgicos.

4.3 Inducao da Periodontite Experimental

Os animais foram anestesiados por meio da administracdo
intramuscular de ketamina (1ml/kg) (Dopalen®; Vetbrands LTDA, Jacarei, SP,
Brasil) e cloridrato de xylasina (0,3ml/kg) (Virbaxil®; Virbac do Brasil Indistria e
Comércio LTDA, Roseira, SP, Brasil). Os maxilares foram abertos por meio do
aparato de Doku modificado e os dentes foram gentilmente espacados por
intermédio de uma lima endoddntica modificada. A insercao desse instrumento
foi realizada entre o 12 e 0 2% molar inferior para prover o espago necessario
para a inser¢ao das ligaduras de algodao (linha 10 para pipa Pinheiro, Coats
Corrente LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil). As ligaduras foram posicionadas
bilateralmente ao redor dos primeiros molares inferiores de todos os animais,
exceto aqueles pertencentes ao grupo controle negativo (CN), de forma a
ficarem posicionadas subgengivalmente. Foram realizados trés nds simples,
travando-os em sua execucado. As ligaduras foram fixadas de forma que os nds
ficassem posicionados na face mesial do primeiro molar inferior.
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4.4 Fotossensibilizador

Foi administrada uma substancia fotossensibilizadora a base de
Curcumina 10% diluida em agua destilada segundo informagédo do fabricante
(PDT-Pharma, Cravinhos, Brasil) no grupo TFD na frequéncia de 1 vez nos
animais sacrificados com 7 dias (realizada no 7° dia), 2 vezes nos animais
sacrificados com 14 dias (realizadas no 7° e no 142 dias) e 3 vezes nos animais
sacrificados com 21 dias (realizadas no 7°, 142 e 21°¢ dias). Cada saché
continha 66,7% de N-metil-d-glutamina, 17,8% de curcumina e 15,5% de
demais curcumindides. Uma vez manipulado o sal de curcumina, a solucao foi
acondiciona em frascos de ambar envoltos em papel aluminio para que nao
sofressem influéncia da luz. Cinco gotas da solugdo de Curcumina 10%,
equivalente a 250ul, (Conselho Regional de Enfermagem, 2011) foram
administradas ao redor do primeiro molar que foi isolado de forma relativa com
gaze (Figura 3). A solucao ficou em contato com a superficie do 12 molar ligado
por 60 segundos pré-irradiacao e foi fotoativada em seguida.
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Figura 3 — Primeiro molar inferior com ligadura isolado relativamente com gaze a fim de receber
a solucdo fotossensibilizadora de curcumina 10%.

4.5 Fonte de Luz

A fotoativagdo do fotossensibilizador de curcumina 10% foi realizada
por intermédio de um protétipo de luz emissora de diodo (LED) azul com
comprimento de onda de 450nm (Gnatus, Ribeirdao Preto, SP, Brasil). Para
tanto, foi utilizada uma ponteira lateral que permitia exposicao da superficie a
uma poténcia de 310mW e um poder de densidade de 122,04mW/cm?. A fonte
de luz foi localizada a aproximadamente 0,5mm da superficie oclusal do dente e
a luz foi aplicada por 60 segundos (Figura 4).
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Figura 4 — Fotoativacdo da solucéo de curcumina 10% utilizando-se um LED azul com ponteira
lateral para aplicacao da luz.

4.6 Cultura Microbiana e Contagem de Col6nias

Previamente ao sacrificio dos animais, as ligaduras de cada dente
foram removidas e colocadas em microtubos esterilizados contendo 450ul de
solucdo fluida reduzida de transporte (RTF) descrita previamente por Syed e
Loesh (1972). Cada eppendorf contendo a ligadura foi agitado em vortex por 60
segundos (AP 56, Tecnalise, Piracicaba, SP, Brasil) para que o biofilme fosse
removido da ligadura e dispersado na solugdo. Com o auxilio de uma pipeta,
50ul da suspensao foram coletados e diluidos em 450ul RTF. Treze diluigbes
sucessivas foram realizadas e aliquotas de 25ul de cada diluigao foram
semeadas em placas de agar sangue completo, composto por meio Brucella
agar com hemina e vitamina K 43,1g/L (Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
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EUA) acrescidos de sangue desfibrinado de carneiro na proporcao de 50ml de
sangue para 1L do meio. As placas foram previamente divididas em trés tercos,
e cada um foi semeado em triplicata segundo a diluicdo referente. As placas
semeadas foram incubadas em camara de anaerobiose (Don Whitley Scientific,
Bradford, UK) em atmosfera de 80% N2, 10% de CO; e 10% H> a temperatura
de 37°C, durante 4 dias.

Apds desenvolvimento das col6nias bacteriana em anaerobioses, foi
determinado o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) através de
contagem realizada no contador manual (CP 600, Phoenix Equipamentos
Cientificos, Araraquara, SP, Brasil).

4.7 Sacrificio dos Animais e Processamento Histologico

Os animais foram submetidos a anestesia geral através de injecéao
intramuscular de 1ml/kg de ketamina (Dopalen; Vetbrands LTDA, Jacarei, SP,
Brasil) e 0,3ml/kg de cloridrato de xylazina (Virbaxil; Virbac do Brasil Industria e
Comércio LTDA, Roseira, SP, Brasil). Os animais foram sacrificados por
decapitacdo e as mandibulas foram removidas e hemi-seccionadas em sua
sifise. O material obtido foi imerso em formol a 10% com tampao fosfato (pH
7,0) por 24 horas. Em seguida, as hemi-mandibulas foram imersas em PBS e a
solucdo trocada por trés vezes, sendo que a ultima troca foi mantida por mais
24 horas. As hemi-mandibulas foram entdo descalcificadas com EDTA 20%,
com trocas diarias de solucao, durante 30 dias, a temperatura ambiente. Apés a
desmineralizacdo, o0s espécimes foram desidratados em concentracdes
crescentes de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Seccgdes
longitudinais mésio-distais de 6um de espessura foram obtidas por auxilio de
um micrétomo (Leica RM2155, Germany) (Figura 5). As laminas foram coradas
em hematoxilina e eosina e as imagens da regiao da furca foram capturadas

por microscépio 6ptico em aumento de 50X (5X objetiva e 10X ocular, Axioskop
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2 plus, Zeiss, Jena, Germany). Os parametros reabsorcao éssea e densidade
6ssea foram avaliados com auxilio do programa Image-Pro® (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

o NP i 7 O I

Pl o o 1A 0 14 H =N

Figura 5 —Esquema mostrando a orientagao do corte histoldgico.

4.7.1 Reabsorgdo Ossea Inter-Radicular

Escolhida a orientacdo de corte mais conveniente para a delimitacao
da regido da bifurcacdo dos primeiros molares mandibulares, foram obtidos
cortes seriados de 6um de espessura a partir da tabua 6ssea vestibular e foram
separados o0s cortes nos quais a regido de bifurcagédo foi identificada. Para a
estimativa de volume, foi desprezado o primeiro corte, selecionando-se 0s
demais cortes de forma equidistante segundo o numero total de cortes
histolégicos obtidos por dente. Desse modo, dez cortes histoldgicos

39



equidistantes foram selecionados por dente para avaliacdo histométrica e
digitalizados em um aumento de 50X (5X objetiva e 10X ocular).

Utilizando-se o sistema de pontos de um reticulo quadriculado
(Image-Pro®, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA), foi mensurada a area
de tecido conjuntivo proveniente da reabsorcdo do tecido ésseo da regiao
interradicular. O reticulo foi constituido de quadrados de 0,08mm de aresta e
0,0064mm? de area (Figuras 6 e 7). O reticulo foi posicionado de maneira que
sempre incluisse dentina coronaria e radicular e o tecido dsseo, sendo
computados os pontos que coincidissem com as intersec¢des das arestas dos
quadrados adjacentes que estavam dentro da area de tecido conjuntivo
presente na regido interradicular em consequéncia da perda éssea. A area de
reabsorcdo 6ssea foi calculada utilizando-se a formula Area reabsorvida = N° de
pontos x Area do quadrado. A area de reabsorcdo 6ssea da regido de furca foi
encontrada a partir da média das leituras dos dez cortes equidistantes por

dente, expressa em mm?.

‘29 swean)

Figura 6 — Representagédo do reticulo do programa Image Pro® utilizado para contagem dos
pontos referente a andlise da area de ligamento periodontal/ reabsorcdo 6ssea. Pontos
vermelhos coincidem com as intersec¢des das linhas, representando tecido conjuntivo do
ligamento periodontal ou de preenchimento em decorréncia da reabsorgéo 6ssea alveolar.

40



0 Area entre o teto da furca e crista
ossea alveolar representando espago
do ligamento periodontal ou reabsorgéo
6ssea alveolar, dada em mm?

== Crista 6ssea alveolar onde foi realizada
a contagemde células TRAP-positivas
representada por células/mm

Figura 7 — Representacdo esquematica das regides de leitura histométrica d ligamento
periodontal/ reabsorcdo 6ssea e de contagem de células TRAP-positivas.

4.8 Coloracao para Fosfatase Acida Resistente ao Tartarato - TRAP

A fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) € uma enzima que é
expressa em elevados niveis por osteoclastos ativos, macrofagos e células
dendriticas (Halleen et al., 2006) e tem sido considerada como marcador sérico
especifico para se detectar atividade dos osteoclastos e, consequentemente,
reabsorcao éssea. Assim, uma analise histoquimica foi realizada para deteccao
de células TRAP-positvas.

Para tanto, seccbes mésio-distais de 6um de espessura foram
desparafinizadas e, em seguida, incubadas a 37°C durante 15min com uma
mistura de 4mg de naftol AS-BI fosfato (Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
EUA), como substrato, e 24mg de sal violeta vermelho (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, EUA) diluido em 30mL de tampé&o de acetato (pH 5,2) contendo 0,3
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tartarato mmol/L (Sigma), pH 5,0. Para Iaminas relativas ao controle negativo da
reacao, o substrato foi omitido. As seccbes foram contrastadas com Fast Green
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, EUA). A analise quantitativa do numero de
células TRAP-positivas foi realizada na superficie linear da crista dssea,
imediatamente abaixo do teto de furca dos primeiros molares usando um
microscépio optico (Axioskop 2 plus, Zeiss, Jena, Alemanha), com ampliacdo de
400X (objetiva de 40X e ocular 10X). Os resultados foram descritos como o
namero de células positivas para a TRAP/mm (Figura 6).

4.9 Calibracao da Examinadora

Para avaliar a calibragdo da examinadora foi realizada, previamente
as leituras finais, a correlacao intra-classe das medidas de reabsorcdo e
contagem de células TRAP-positivas. Dez cortes referentes a reabsorcao e dez
relativos ao TRAP foram aleatoriamente selecionados e suas medigdes foram
feitas e repetidas trés semanas apds a primeira medicdo. O alto valor do
coeficiente de correlacao (r=0,96 para ambas medidas; intervalo de Confianca
95%) mostra consisténcia na reprodutibilidade da leitura, mostrando boa

calibracao da examinadora.

4.10 Avaliacao dos dados

Os dados de reabsorcdo éssea alveolar e a contagem de células
TRAP-positivas foram, inicialmente, avaliados quanto a homogeneidade pelo
teste de Shappiro-Wilk. Em vista da heterogeneidade detectada, foram
utilizados testes nao-paramétricos de Friedman para a analise intragrupo e
Kruskall-Wallis com posterior analise de comparacdes pelo método de Dunn
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para a analise intergrupo. Foi selecionado um nivel de significancia de 5% para
todas as analises.

Os dados da contagem de colbnias bacterianas foram, também,
avaliados quanto a homogeneidade. Em vista da homogeneidade detectada na
distribuicdo de col6nias intergrupo, foi utilizado o testes t-Student. Para a
analise intragrupo, devido a heterogeneidade da amostra, foi utilizado o teste de
Kruskall-Wallis. Foi selecionado, para tanto, um nivel de significAncia de 5%
para todas as analises.
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5 RESULTADOS

Em todos os tempos do experimento (7, 14 e 21 dias), o grupo CN
sempre apresentou médias de de espessura do ligamento periodontal
significativamente inferiores quando comparado aos grupos Controle
(P=0,0001) e TFD (p=0,0001). Esse dado reflete a efetividade do modelo de
periodontite induzida por ligadura aplicada neste estudo (Tabela 1, Figura 8A a
8l).

Nao foram verificadas alteragdes das médias de reabsorcdo quando
feita analise entre os grupos Controle e TFD em 7 dias (p>0,05) (Figura 8D e
8G), em 14 dias (p>0,05) (Figura 8E e 8H) e em 21 dias (p>0,05) (Figura 8F e
8l). Esses dados mostram que o protocolo aqui utilizado de TFD com curcumina
10% né&o foi capaz de alterar a progressao da periodontite (Tabela 1, Figura 9).

Do mesmo modo, quando feita avaliacdo intragrupo para verificar a
influéncia do tempo e do tratamento no padréo de reabsorcdo dssea alveolar,
ndao foram observadas diferencas em nenhum dos grupos. A extensdo da
reabsorcao 6ssea causada pela ligadura aos 7 dias no grupo Controle (Figura
8D) foi semelhante aquela observada aos 14 (Figura 8E) e aos 21 dias (Figura
8F) (p=0,3). Da mesma forma, a TFD com curcumina 10% (Figura 8G a 8I) foi
ineficaz na reducéo da reabsorcdo 6ssea no grupo TFD (p=0,3). O grupo CN
(Figura 8A a 8C) nado mostrou alteracdo das dimensdes do ligamento
periodontal, como esperado, pois nao recebeu nem ligadura e nem aplicacéo de
TFD (p=0,9). (Tabela 1; Figura 10).

44



Tabela 1 - Distribuicao das médias, seguidas de desvio padrao, de reabsorcédo éssea ou
espessura do ligamento periodontal em mm? segundo o tratamento e o periodo de indugao da
periodontite.

Grupos 7 dias 14 dias 21 dias p (Friedman intra)
CN 0,6+0,2 Aa 0,60+0,2 Aa 0,6+0,2Aa 0,9

Controle 1,60,5 Ba 1,4+0,4 Ba 1,2¢0,1Ba 0,2

TFD 1,7+0,6 Ba 1,7+0,5 Ba 1,5¢0,7Ba 0,3

p (K-Wallis inter) 0,0001 0,0001 0,0001

CN= Controle negativo; TFD= terapia fotodinamica. Intergrupos: Médias seguidas de letras maiusculas
distintas na vertical diferem entre si pelo teste de Kruskall-Wallis com andlise de comparagdes pelo método
de Dunn. Intragrupo: Médias seguidas de letras mindsculas na horizontal diferem entre si pelo teste de
Friedman.

7 dias 14 dias 21 dias

Figura 8 — Fotomicrografias ilustrando area do ligamento periodontal ou reabsorcdo Ossea
alveolar na regido de furca dos 1°° molares em aumento de 50x (5x objetiva e 10x ocular)
durante os periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias. TFD= terapia fotodindmica; CO= controle;
CN= controle negativo; d= dentina; tc= tecido conjuntivo proveniente da reabsorgdo 6ssea; ao=
0sso alveolar da furca; LP= ligamento periodontal; Barra= 200um.
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Figura 9 — Grafico representativo da distribuicdo intergrupo de médias e desvio padrao de
reabsorcdo 6ssea/mm?. *p<0,05.
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Figura 10 — Grafico representativo da distribuigdo intragrupo de médias e desvio padrdo de
reabsorgao 6ssea/mm?.
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A avaliagao intragrupo mostrou que no grupo TFD houve reducao do
namero de células TRAP-positivas ao longo do tempo (Figura 11A a 111), sendo
o numero de células TRAP-positivas verificado aos 21 dias menor que o
observado no baseline (p=0,04) (Tabela 2, Figura 11A, 11C, 11D, 11F, 11G,
111). Nos grupos Controle (Figura 12A a 121) e CN (Figura 13A a 13l) ndo houve
influéncia do tempo na contagem de osteoclastos (p=0,9 e p=0,27,
respectivamente) (Tabela 2, Figura 14).

7dias TFD 14 dias TFD 21 dias TFD
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d " - d tc

s
L

" ';.m“ *if’h* B L D b ',g{
Figura 11 — Fotomicrografias ilustrando células TRAP-positivas no grupo terapia fotodinamica.
Imagens A-C representam a regido de furca dos 1°° molares em aumento de 50x (5x objetiva e
10x ocular) durante os periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias e Barra= 200 um. Imagens D-
F representam crista 6ssea da regido de furca dos 1°° molares em aumento de 200x (20x
objetiva e 10x ocular) durante os periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias e Barra= 50 um.
Imagens G-l representam crista 6ssea da regido de furca dos 1°° molares em aumento de 400x
(40x objetiva e 10x ocular) durante os periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias e Barra= 25
um. Setas representam células TRAP-positivas = osteoclastos; d= dentina; tc= tecido conjuntivo
proveniente da reabsorcao éssea; ao= 0sso alveolar da furca; LP= ligamento periodontal.
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7dias CO 21 dias CO

Figura 12 — Fotomicrografias ilustrando células TRAP-positivas no grupo Controle. Imagens A-
C representam a regiéo de furca dos 1° molares em aumento de 50x (5x objetiva e 10x ocular)
durante os periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias e Barra= 200 pm. Imagens D-F
representam crista 6ssea da regido de furca dos 1° molares em aumento de 200x (20x objetiva
e 10x ocular) durante os periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias e Barra= 50 um. Imagens G-
| representam crista 6ssea da regido de furca dos 1°° molares em aumento de 400x (40x
objetiva e 10x ocular) durante os periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias e Barra= 25 um.
Setas representam células TRAP-positivas = osteoclastos; d= dentina; tc= tecido conjuntivo
proveniente da reabsor¢ao éssea; ao= 0sso alveolar da furca; LP= ligamento periodontal.
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7dias CN 14 dias CN 21 diasCN

Figura 13 — Fotomicrografias ilustrando células TRAP-positivas no grupo Controle Negativo.
Imagens A-C representam a regido de furca dos 1°° molares em aumento de 50x (5x objetiva e
10x ocular) durante os periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias e Barra= 200 um. Imagens D-

F representam crista 6ssea da regido de furca dos 1°° molares em aumento de 200x (20x

objetiva e 10x ocular) durante os periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias e Barra= 50 um.
Imagens G-I representam crista 6ssea da regido de furca dos 1° molares em aumento de 400x
(40x objetiva e 10x ocular) durante os periodos experimentais de 7, 14 e 21 dias e Barra= 25
pum. Setas representam células TRAP-positivas = osteoclastos; d= dentina; tc= tecido conjuntivo
proveniente da reabsorgao éssea; ao= 0sso alveolar da furca; LP= ligamento periodontal.

Na avaliacao intergrupos, o CN (Figura 13A, 13D e 13QG) teve valor
significativamente menor de células TRAP-positivas (osteoclastos) aos 7 dias
quando comparados aos demais grupos (p=0,01) (Figura 11A, 11D e 11G;
Figura 12A, 12D, 12G). Aos 14 dias nao houve diferenga entre grupos (p>0,05)
(Figura 11B, 11E, 11H; Figura 12B, 12E, 12H; Figura 13B, 13E, 13H). Ja aos 21
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dias, o numero de células TRAP-positivas (osteoclastos) observado no grupo
Controle (Figura 12C, 12F, 12l) foi significativamente maior que o CN (p=0,01)
(Figura 13C, 13F, 13I) e o numero de células TRAP-positivas (osteoclastos) no
grupo TFD (11C, 11F, 11l) ndo foi diferente do Controle (P>0,05) e nem do
grupo CN (P>0,05) (Tabela 2, Figura 15).

Tabela 2 - Distribuicao das médias, seguidas de desvio padrao, de células TRAP-positivas na
crista 6ssea em células/mm segundo o tratamento e o periodo de indugéo.

Grupos 7 dias 14 dias 21 dias p (Friedman intra)
CN 0,6+0,2 Ba 0,6+0,2 Aa 0,6+0,2Ba 027

Controle 9,617,0 Aa 5,415,0 Aa 7,5t3,6 Aa 0,9

TFD 11,6182 Aa 6,2t48 Aab  1,7£3,6 ABb 0,04

p (K-Wallis inter) 0,01 0,11 0,01

CN= Controle negativo; TFD= terapia fotodinamica. Intergrupos: Médias seguidas de letras maiusculas
distintas na vertical diferem entre si pelo teste de Kruskall-Wallis com analise de comparagdes pelo
método de Dunn. Intragrupo: Médias seguidas de letras minlsculas na horizontal diferem entre si pelo
teste de Friedman.
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Figura 14 — Grafico representativo da distribuicdo intragrupo de médias e desvio padrao de
células TRAP-positivas/mm. *p<0,05.
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Figura 15 — Grafico representativo da distribuicdo intergrupo de médias e desvio padrao de
células TRAP-positivas/mm.*p<0,05.

Quanto a contagem das colénias bacterianas, os resultados
intergrupo mostraram que aos 7 dias, 100% dos dentes dos ratos expostos a
TFD tiveram uma reducao significativa no nivel de infeccao, representado pela
reducdo no numero de colbnias bacterianas, de 10 a 55 vezes (redugéo de
1log10 a 5,5l0g910), com média de reducao de 26x (2,6 log1o) (p=0,0003) (Figura
16A e 16B). Aos 14 dias, 60% dos ratos tratados mostraram uma reducao
significativa no nivel de infeccao, representada por uma reducédo de 9 a 59
vezes do numero de coldnias bacterianas (0,9log1o a 5,9l0g10), com média de
reducédo de 19x (1,9log1o) (p=0,01) (Figura 17A e 17B). Aos 21 dias, 40% dos
ratos tratados mostraram uma redugao no nivel de infeccdo de 10 a 37 vezes
(1log1o a 3,7log19) com média de reducao de 4x (0,4log1o), porém sem mostrar
uma reducao significativa do numero de colbnias (p=0,27) (Tabela 3, Figura
18A e 18B, Figura 19).
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Figura 16 — Imagens representativas de culturas bacterianas dos grupos TFD (A) e Controle (B)
aos 7 dias. Figura 16A representando diluicées 10", 107'%, 10™. Figura 16B representando
diluigées 10%,10°, 107,

Figura 17 — Imagens representativas de culturas bacterianas dos grupos TFD (A) e Controle (B)
aos 14 dias. Figura 17A representando diluicdes 10%, 10, 10™°. Figura 17B representando
diluigées 10°, 108, 107.
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Figura 18 — Imagens representativas de culturas bacterianas dos grupos TFD (A) e Controle (B)
aos 21 dias. Figura 18A representando diluicées 107", 10", 107", Figura 18B representando
diluicoes 10", 1074, 107"

Tabela 3 - Distribuicao das médias seguidas de desvio padrao da redugao de colbnias
bacterianas devido a acdo antimicrobiana da TFD usando curcumina 10%.

Grupos Médiade Min. Max. p (t-Student p (Kruskall-
P reducao reducao Reducao intra) Wallis inter)

7 dias 26x+16x A 10x 55x 0,0003 Ns

14 dias 19x+22x A 0 (n=4) 59x 0,01 ns

21dias 4x+21xB 0 (n=6) 37x ns 0,02

Intragrupo: analise da redugéo entre grupo teste e controle pelo teste t-Student. Intergrupo: médias
seguidas de letras maiusculas distintas na vertical diferem pelo teste de Kruskall-Wallis com analise
de comparagodes pelo método de Dunn. ns= nao significativo.
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Figura 19 — Grafico representativo da distribuicdo intergrupo de médias e desvio padrao de
colénias bacterianas.*p<0,05.

Quando realizada avaliacao intragrupo para observar a influéncia do
tempo e da frequéncia de aplicacdo da TFD usando curcumina 10% no nivel de
infeccdo, representado pela redugdo do numero de coldnias bacterianas, notou-
se que quanto aos aspectos microbiolégicos, a TFD proporcionou resultados
semelhantes quanto a redugéo da infec¢do entre 7 e 14 dias (p>0,05). Porém,
aos 21 dias, a TFD agiu de forma menos efetiva no controle de infec¢do quando
comparada aos demais tempos, havendo menor reducdo do numero de
colénias bacterianas quando comparada ao 7° dia (p=0,02) (Tabela 3, Figura
20).
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Figura 20 — Grafico representativo da distribuicdo intragrupo de médias de reducéo de colbnias
bacterianas, mostrando a influénica do tempo no controle da infec¢do. *p<0,05 para reducao do
namero de coldnias bacterianas 21 dias x 7 dias.

55



6 DISCUSSAO

No presente estudo, decidiu-se avaliar a efetividade de um sal
curcumindide contendo 10% de curcumina enquanto  substancia
fotossensibilizadora, dentro da TFD, devido a sua capacidade de ser
fotoativada na presenca de comprimentos de onda baixos (Araujo et al., 2005),
possuir baixa toxicidade ao escuro (Dahl et al., 1989; Meisel & Kocher, 2005) e
ter acdo antimicrobiana uma vez fotoativada (Dahl et al., 1989; Martins et al.,
2009; Dovigo et al., 2011).

Diferentemente de antibidticos que agem em células-alvo
microbianas especificas, 0 mecanismo multifuncional da acao antimicrobiana da
TFD ocorre a partir da sintese de tipos hiper-reativos de oxigénio, permitindo
gue sua agao possa causar danos a varias estruturas celulares e reduzindo,
assim, a chance de desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Porém, nao
existe atualmente em Periodontia um consenso que mostre o beneficio da
aplicacao de um protocolo de TFD em detrimento do outro ou seu beneficio real
enquanto monoterapia ou terapia adjunta a RAR. Dessa forma, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a viabilidade de um novo protocolo de TFD, usando-
se curcumina 10% como fotossensibilizador, e suas implicagdes na evolucao da

periodontite experimental em ratos.

O presente estudo confirmou a efetividade do modelo de indugéo de
periodontite por intermédio de ligaduras e a habilidade do operador em sua
insercdo, mostrando diferencas significativas (p=0,0001) quanto a reabsorcéo
Ossea do o0sso alveolar da regido de furca de primeiros molares inferiores do
grupo CN quando comparado aos grupos Controle e TFD.

Diferentemente de Almeida et al. (2008a) que mostraram a influéncia
da TFD na evolugcdo da reabsorcdo Ossea alveolar da regidao de furca de
primeiros molares com ligadura dentro do tempo experimental de 7, 15 e 30

56



dias, o presente estudo ndo observou diferencas significativas intragrupo da
distribuicao das médias de reabsorcao éssea alveolar com relagdo ao tempo de
7, 14 e 21 dias (p=0,3), mostrando que a solu¢ao de curcumina 10% dentro do
protocolo de TFD aqui aplicado n&o foi capaz de alterar o padrao de destruigéo
Ossea alveolar ao longo do tempo experimental aqui aplicado.

Os mesmos autores (de Almeida et al., 2008a, de Almeida et al.,
2008b) observaram, também, menor reabsorgdo éssea no grupo tratado com o
protocolo por eles aplicado de TFD em 7 e 15 dias tanto como monoterapia
quanto como terapia coadjuvante. Isso mostra um beneficio adicional da técnica
por eles utilizada. Porém, os resultados intergrupo do presente estudo
mostraram que o protocolo de TFD aqui utilizado com crucumina 10% e LED
nao trouxe beneficios adicionais quanto ao controle da reabsorcdo Ossea
alveolar quando comparado ao grupo Controle em qualquer um dos periodos
experimentais (em 7 dias, p=0.65; 14 dias, p=0.31; 21 dias, p=0.19). Esse
resultado poderia ser explicado, em parte, pela diferenca de acao
antimicrobiana dos fotossensibilizadores usados nos microrganismos e o efeito
citotéxico nas células do hospedeiro. Dahl et al.(1989) e Dovigo et al. (2011)
mostraram, respectivamente, que o processo de fotoativacdo da curcumina néao
produzia ou produzia baixas taxas de oxigénio singleto, respectivamente.
Segundo esses autores, os produtos mais sintetizados na agao fotodinamica da
curcumina seriam anions de superdxido e peroxido de hidrogénio. Isso, talvez
alterasse o0 modo de interagdo desses radicais com os microrganismos Gram-
negativos. Dessa forma, isso poderia alterar a ac¢dao antimicrobiana desse
protocolo de TFD na redugéo da viruléncia do biofilme e, consequentemente,
nao exercer efeito na reducdo da reabsorcdo Ossea alveolar frente a esse

paradigma, e, portanto, ndo influenciou no desenvolvimento da periodontite.

Outra hipo6tese possivel que pode ser levantada seria sobre o tempo
de contato pré-irradiagdo da curcumina com o biofilme, ou seja, o tempo

necessario de contato do fotossensibilizador com o biofilme para que haja
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penetracao suficiente da solugdo em sua matriz, mostrando ser de uma variavel
de grande importancia para maximizar seu efeito antimicrobiano (Dovigo et al.
2011). No presente estudo, o tempo de contato da solugéo de curcumina 10%
com o biofilme foi de um minuto prévio a irradiagao, estando em concordancia
com o tempo padrado utilizado em outros protocolos de TFD (de Almeida et al.,
2008b; Fernandes et al., 2009; Theodoro et al., 2012; Cappuyns et al., 2012).
Porém, para essa concentragdo de curcumina, esse tempo de pré-irradiacao de
um minuto pode ter sido insuficiente para que a mesma penetrasse mais
profundamente no biofilme e exercesse acdao em microrganismos mais
complexos, podendo assim alterar o desenvolvimento da periodontite. Porém,
ainda sao necessarios estudos in vivo que avaliem o tempo de pré-irradiacao
necessario para que se obtenha acgdo inibitéria minima da curcumina no

biofilme e que o protocolo seja viavel para aplicacdo em Periodontia.

Os resultados da avaliacao intragrupo deste estudo sugerem que o
namero de células TRAP-positivas foi significativamente influenciado pela
frequéncia de aplicagbes no grupo TFD (p<0,05), mostrando um menor numero
de osteoclastos aos 21 dias quando comparado aos 7 dias. Aos 14 dias vé-se
uma reducdo numérica do numero de osteoclastos quando comparado aos 7
dias, mas sem diferengas estatisticas significantes. Nao foram detectadas
diferencas significativas nos grupos Controle e CN, mostrando que o tempo nao
foi capaz de influenciar o aumento da reabsorcdo 0ssea nos dentes com
ligaduras nos periodos de 7, 14 e 21 dias e nem alterar as dimensdes do
ligamento periodontal dos dentes que nao receberam ligadura. A menor
quantidade de osteoclastos notada aos 21 dias no grupo TFD poderia ser
explicada por um possivel efeito cumulativo do protocolo de TFD utilizando-se
curcumina 10%, visto que aos 21 dias esse grupo completou a terceira
aplicacdo. Comparagdes entre os resultados histométricos de reabsorcao 6ssea
aqui obtidos com o numero de células TRAP-positivas ndo se fazem possiveis,
pois os resultados obtidos com a histometria ndo traduzem o metabolismo
celular. Porém, o protocolo de TFD utilizando curcumina 10% aqui adotado
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poderia, por sua vez, estar biomodulando a resposta inflamatéria frente a
periodontite induzida, como mostrado ser possivel por Jagetia & Aggarwal
(2007), porém nao houve verificacdo histométrica de sua efetividade quanto a
reabsorcao 6ssea alveolar.

Como mostrado por Carvalho et al. (2011), que avaliaram outro
protocolo de TFD, a acdo da ativacdo por uma fonte de Iluz do
fotossensibilizador ndo € apenas sobre os microrganismos, mas também a
sobre a imunomodulacdo da resposta inflamatéria, constatada pelos autores na
reducédo do numero de neutrofilos e da expressdo de TNF-a. Lima et al. (2004),
por sua vez, verificaram a relagao direta na producao de TNF-a e a reabsorgao
do osso alveolar de dentes de ratos com periodontite induzida. Talvez, a
redugcdo do numero de osteoclastos aqui retratado tenha ocorrido pela reducéo
da inflamacao e da expressao de TNF-a. O aumento na frequéncia de aplicacao
desse protocolo de curcumina 10% na TFD talvez pudesse agir como
imunomodulador do processo inflamatorio e fosse capaz de reduzir o padrdo de
reabsorcdo Ossea alveolar deste modelo de periodontite induzida em ratos,
retardando, dessa forma, a evolucéo da periodontite.

A avaliagédo das unidades formadoras de colbénia no presente estudo
foi originada diretamente da dispersdgo do biofilme retido das ligaduras
coletadas e reflete a sua complexidade em cada periodo de coleta. Os
resultados deste estudo mostraram agao antimicrobiana efetiva significativa do
protocolo de TFD usando curcumina 10% e LED sobre as amostras de biofilme,
principalmente nos periodos iniciais de 7 e 14 dias (p<0,001 e p=0,01
respectivamente). Aos 21 dias, 40% dos ratos tratados tiveram redug¢ao no nivel
de infeccdo, porém sem haver diferenca significativa entre os grupos TFD e
Controle (p>0,05).

O efeito antimocrobiano reduzido da TFD aos 21 dias poderia ser
relacionado a maior dificuldade de penetracdo da curcumina no bifilme

possivelmente pelo aumento de sua espessura relacionado ao seu
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amadurecimento, necessitando, talvez, de um maior tempo contato do
fotossensibilizador com o biofilme para que ocorresse melhor difusdo do
fotossensibilizador (Dovigo et al. 2011). Fontana et al. (2009) verificaram um
maior efeito antimicrobiano da TFD sobre bactérias plantdnicas quando
comparadas ao efeito observado no em bactérias do biofilme e, possivelmente,
o amadurecimento do biofilme observado aos 21 dias neste experimento pode
ter permitido uma menor susceptibilidade a TFD devido ao desenvolvimento de
fendtipos bacterianos protetores realcionados a resisténcia do mesmo (Davies
et al., 1998). A avaliacdo intragrupo revelou eficacia do protocolo de TFD
utilizando-se curcumina 10%, mostrando redug¢des semelhantes quanto ao
namero de coldnias bacterias observadas aos 7 e 14 dias (p>0,05). Aos 21
dias, porém foi verificado uma reducéo da efetividade deste protocolo de TFD
quanto a reducdo do numero de colbnias bacterianas, mostrando-se
significativamente menos efetiva neste periodo (p<0,05). Ribeiro et al. (2012) e
Dahl et al. (1989) mostraram, respectivamente, que a acédo antimicrobiana da
curcumina fotoativada se da de forma menos efetiva em cepas resitentes de
bactérias e em bactérias Gram-negativas. O amadurecimento do biofilme
observado aos 21 dias, e possivelmente o aumento do numero de bactérias
Gram-negativas e a selecao de fendtipos bactérianos protetores, pode ter se
traduzido na redugédo da eficacia da TFD, constatando-se um aumento da
contagem de col6nias bacteriana nesse periodo.

Assim como neste estudo, diversos autores verificaram efeito
antimicrobiano significativo na utilizacdo de diversos protocolos de TFD como
monoterapia ou terapia coadjuvante a RAR sobre varias espécies bacterianas
(Sigusch et al., 200; Novaes Jr et al., 2011; Sgolastra et al., 2011). Dentro das
limitacbes de comparacdo deste estudo com os resultados de um estudo
clinico, Theodoro et al. (2012) também notaram o efeito antimicrobiano de outro
protocolo de TFD utilizado como coadjuvante da RAR sobre o biofilme de

pacientes, porém sem constatar nenhuma melhora clinica adicional. De forma
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semelhante, o presente estudo mostrou um efeito efetivo na reducao de
infeccdo, porém sem que fosse notada nenhuma melhora quanto a rebsorcéao

0ssea alveolar avaliada por histometria.

Por ser um novo protocolo de TFD proposto para utilizagcdo na
periodontite, a utilizagdo de uma solugdo de curcumina 10% como agente
fotossensibilizador e um LED de 450nm de comprimento de onda como fonte de
luz exige que diversos estudos metodologicos com finalidade de avaliar a
concentragao inibitéria minima da curcumina fotoativada sobre as bactérias do
biofilme periodontal, o tempo de fotoativagdo necessario para maxima agao
antimicrobiana da droga, assim como tempo necessario de pré-irradiacdo da
droga sobre o biofilme para que haja sua maxima efetividade sejam
desenvolvidos. Estudos para avaliar a importancia da biomodulagdo causada
pela curcumina nos tecidos periodontais e sua influéncia na evolugcdo da
periodontite, assim como estudos que utilizem esse protocolo como terapia
coadjuvante também fazem-se necessarios para que melhor se elucide seu
efeito no controle de infeccdo e no controle da periodontite, permitindo, assim,

ajustar o protocolo para futuras aplicagdes clinicas.
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7 CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo pdde-se concluir que a

curcumina, dentro do protocolo de TFD aqui avaliado:

1.

Nao foi capaz de alterar a reabsorcdo 6ssea alveolar da regiao de
furca de 1°° molares de ratos com periodontite induzida por ligadura.
Reduziu o nimero de célular TRAP-positivas em 1°° molares de ratos
com periodontite induzida por ligadura.

Reduziu significativamente a quantidade de col6nias bacterianas em
7, 14 dias, mas ndo em 21 dias, mostrando-se menos efetivo no
controle de infeccdo em periodos mais longos de acumulo de

biofilme.
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Anexo 1: Protocolo de Aprovacao do CEUA/UNICAMP

" (o, ¥
L] % : (’_,,‘(ﬁ

UNICAMP

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Avaliagdo periodontal do efeito da terapia

fotodinimica em_animais" (protocolo n® 2727-1), sob a responsabilidade de

Prof. Dr. Antonio Wilson Sallum / Mirella Lindoso Gomes Campos, esta de

acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a
legislagéo vigente, LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15
DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 05 de junho de
2012,

Campinas, 05 de junho de 2012.

[ Al t
Profa. Dt .AM@a A. Guaraldo FétimMso

Presidente Secretaria Executiva

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP — Brasil http://www.ib.unicamp.br/ceea/

73



