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RESUMO

A curcumina é um corante natural que apresenta propriedades anti-inflamatdrias,
antimicrobianas e antifingicas que podem ser exacerbadas quando associada a uma fonte de
luz. Devido a falta de um protocolo ideal para uso da terapia fotodindmica na Periodontia, o
presente estudo teve como objetivo avaliar morfometricamente e microbiologicamente a a¢io
da curcumina como fotosensibilizador na terapia fotodindmica antimicrobiana, como
coadjuvante ao tratamento periodontal ndo-cirdrgico, e suas implicacdes nos tecidos
periodontais de ratos acometidos por doenca periodontal experimental. Para isso, 30 ratos
Wistar receberam inser¢do de ligadura em um dos primeiros molares inferiores e outros 4
animais ndo receberam nem ligadura e nenhum tipo de tratamento, totalizando 34 animais no
experimento. Os animais foram divididos nos seguintes grupos: grupo doenga periodontal (n
= §8); grupo raspagem e alisamento radicular (RAR) (n = 8); grupo RAR + terapia
fotodinamica (RAR + TFD) (n = 8) e grupo curcumina (n = 6). A doenca foi induzida por 7
dias e apds esse periodo cada grupo recebeu o respectivo tratamento. Sete dias apds a
aplicagdo das terapias os animais foram submetidos a eutandsia. Morfometricamente, entre os
dentes do grupo doenga periodontal e os tratados, foi observada uma diferenca significativa (p
< 0,05). Contudo, nao foram verificadas diferencas no padrao de reparo entre os grupos de
tratamento (p > 0,05). Na avaliagdo microbioldgica, houve uma reducio significativa na
contagem bacteriana nos molares tratados com TFD quando comparados com o grupo
curcumina (p < 0,001) e o grupo doenca periodontal (p < 0,01). No entanto, dentre os molares
tratados com a curcumina, nao houve uma reducdo efetiva (p > 0,05) da contagem bacteriana
quando comparados ao grupo doenca periodontal. Sendo assim, pode-se concluir que quando
associada a uma fonte de luz, a curcumina apresentou uma boa efetividade antibacteriana
sobre os microrganismos totais. Contudo, embora a sua utilizacdo isolada ou quando
associada a uma fonte de luz como coadjuvante a RAR tenha mostrado um reparo no tecido

dsseo, ndo mostrou resultados superiores quando comparados com a RAR apenas.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica, curcumina, raspagem e alisamento radicular



ABSTRACT

Curcumin is a natural dye, which exhibits anti-inflammatory, antimicrobial, and
antifungal properties that can be exacerbated when associated with a light source. Due to the
lack of an ideal protocol for photodynamic therapy use in periodontics, the present study
aimed to evaluate, morphometrically and microbiologically, the action of curcumin as a
photosensitizer in photodynamic therapy, as an adjuvant to non-surgical periodontal
treatment, and its implications in rats periodontal tissues affected by experimental periodontal
disease. For this, thirty Wistar rats received ligature insertion in one of the first lower molars,
and another four animals received neither ligation nor any type of treatment, totalizing 34
animals on the experiment. The animals were divided into the following groups: periodontal
disease group (n = 8); scaling and root planning group (SRP) (n = 8); SRP + photodynamic
therapy group (SRP + PDT) (n = 8); and curcumin group (n = 6). Disease was induced for 7
days and, after that period, each group received the respective treatment. Animals were
submitted to euthanasia after the application of therapies. Morphometrically, a significant
difference (p < 0.05) was observed between teeth of periodontal disease group and the treated
ones. However, there were no differences in repair pattern among treatment groups (p > 0.05).
Microbiological evaluation showed a significant reduction in bacterial count in molars treated
with PDT when compared to teeth that received treatment with curcumin alone (p < 0.001)
and teeth which only periodontal disease was induced (p < 0.01). Nevertheless, among molars
treated with curcumin there was no effective reduction (p > 0.05) of bacterial count when
compared to periodontal disease group. Thus, it can be concluded that when associated with a
light source, curcumin showed a good antibacterial effectiveness over total microorganisms.
However, although curcumin’s use, alone or associated with a light source as an adjunct to
SRP, has shown bone tissue repair, it did not demonstrate superior results when compared to

SRP alone.

Keywords: photodynamic therapy, curcumin, scaling and root planing
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1 INTRODUCAO

A doenga periodontal € uma condi¢do inflamatéria cronica causada incialmente
por bactérias periodontopatogénicas presentes no biofilme dental, podendo afetar individuos
de todas as idades (Loe et al., 1986). Essas bactérias atuam por meio de mecanismos diretos,
causando destruicdo tecidual pela liberacdo de enzimas liticas e produtos citotoxicos, e
indiretos, desencadeando as reagdes de defesa do hospedeiro que podem resultar em
destruic@o progressiva da inser¢do conjuntiva e osso alveolar e em tltima instancia na perda
dentéria (Kinane & Lindhe, 1997).

Uma vez que a presenca do biofilme € o fator etiolégico primério envolvido no
inicio e progressdo da doenca periodontal, sua remog¢do ou desorganizacao passa a ser o
principal objetivo no tratamento da doencga. Juntamente com a instrucdo de higiene oral e
controle de placa, a raspagem e alisamento radicular (RAR) representa o principal passo no
tratamento ndo-cirtdrgico da doencga periodontal (Smulow et al., 1983; Magnusson et al.,
1984). Os efeitos benéficos deste tipo de tratamento € o restabelecimento da saude
periodontal, tendo como resultado a redu¢do do ndmero de microrganismos patogénicos
subgengivais e a melhoria nos parametros clinicos de profundidade de sondagem (PS), nivel
de insercdo clinica (NIC), indice de placa (IP), sangramento a sondagem (SS) e supuracdo
(Ximenez-Fyvie et al., 2000).

Entretanto, bolsas residuais sido frequentemente observadas apds o tratamento da
RAR. Isso pode ser explicado pelo fato de que os microrganismos periodontopatogénicos t€m
a capacidade de invadir os tecidos periodontais ou tdbulos dentindrios, tornando-se
inacessiveis ou porque eles se encontram em locais inalcancdveis aos instrumentos
periodontais. Esse pode ser o caso de bolsas periodontais profundas, concavidades na
superficie radicular ou dreas de furca (Addy, 1999; Del Peloso Ribeiro et al., 2006). Além
disso, sitios onde o tratamento foi bem-sucedido, podem ser recolonizados por patdgenos
periodontais que persistem em superficies ndo dentais como o dorso da lingua ou tonsilas
(Lindhe et al., 1999).

Diante disso, esses achados tém suportado o uso de diferentes terapias
coadjuvantes ao tratamento da RAR, como o uso de antibiéticos sist€émicos ou locais, no
intuito de promover a reducdo dos patégenos periodontais e dessa forma trazer beneficios
adicionais a terapia convencional (Quirynen et al., 2002; Slots, 2002; Lopes et al., 2010).

A terapia antibidtica sist€émica pode alcancar microrganismos em multiplos sitios

e atinge niveis variados de concentracdo por um longo periodo de tempo em diferentes partes
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do corpo. Porém, dentro da bolsa periodontal, muitas vezes a concentracdo do antibidtico
encontra-se abaixo da concentracdo minima para sua acdo bactericida (Schlagenhauf ef al.,
1990). Além disso, a administracdo sistémica de antibidticos pode causar significativos
efeitos colaterais, além de propiciar resisténcia bacteriana (Sherman et al., 1990, Wainwright,
1998; Usacheva et al., 2001). Todos esses fatores associadas aos antibidticos tem tornado o
seu uso restrito dentro da Periodontia (Meisel & Kocher, 2005).

Nesse contexto, no intuito de driblar as limitagdes do uso dos antimicrobianos,
novas abordagens de tratamento visando a redugdo bacteriana, tais como a terapia
fotodinamica (TFD), tem sido proposta como uma alternativa mais efetiva ao uso desses
farmacos como coadjuvante a terapia periodontal ndo cirdrgica (Yamada et al., 2004; De
Almeida et al., 2007). A TFD consiste na associacdo de um fotossensibilizador exdgeno e
uma fonte de luz, com o objetivo de provocar a morte bacteriana através de danos a
membrana celular (Wilson et al., 1995; Soukos et al., 1996; Dortbudak et al., 2001). A terapia
fotodinamica além de eliminar bactérias, tem acdo também sobre fungos, virus e protozodrios
(Wainwright & Crossley, 2004).

As vantagens da TFD em relagdo ao uso dos agentes antimicrobianos tradicionais
sdo: 1) eliminacdo rdpida da célula bacteriana, ndo sendo necessdria a manutencdo do agente
quimico em altas concentragdes sobre as lesdes por longos periodos de tempo, como ocorre
com os antibidticos; 2) a morte celular mediada pela liberacdo de radicais livres, que torna o
desenvolvimento de resisténcia pelos microrganismos improvavel; 3) terapia confinada a drea
da lesdo pela aplicacdo tépica cuidadosa do corante e restricdo da irradiacdo, ja que o uso do
fotossensibilizador ou da luz sozinhos ndo apresentam efeito significativo sobre a viabilidade
das bactérias (Wilson, 2004; Allison et al., 2005, 2006; Konopka et al., 2007).

Contudo, ainda ndo existe um consenso na utilizagdo dos agentes fotoativos para
TFD na descontaminacdo bucal. Diante disso, novas geragcdes de corantes tém sido estudadas,
no intuito de buscar novos compostos que apresentem melhorias em relacdo aos ja existentes
(Ushoa et al, 2007). Uma das opg¢des bastante estudadas € a curcumina, que tem sido descrita
em varios estudos como um potencial agente antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatorio
(Abe et al., 1999; Ramsewak et al., 2000; Literat et al., 2001).

Devido as suas propriedades terapéuticas, a curcumina, vem sendo estudada e
proposta como possivel agente fotossensibilizador na TFD. A curcumina em seu estado
natural possui acdo antimicrobiana somente em grandes concentracdes, porém uma vez
ativada por uma fonte de luz, desenvolve potente efeito fototdxico em concentracdes

micromolares (Dahl et al., 1989). Além disso, autores t&€m proposto que a curcumina auxilia a
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imunomodulacdo da resposta inflamatéria do hospedeiro, podendo atuar tanto na resposta
celular quanto humoral do mesmo, auxiliando o processo cicatricial (Jagetia & Aggarwal,
2007).

Sendo assim, diante dos beneficios observados com a curcumina e devido a falta
de um protocolo padrdao-ouro para uso da TFD na Periodontia, o objetivo deste trabalho foi
testar um protocolo utilizando a curcumina como fotosensibilizador na TFD e avaliar, através
de um estudo microbiolégico e morfométrico seu efeito como coadjuvante a RAR e suas
implicacdes nos tecidos periodontais acometidos por doenca periodontal experimental

induzida em ratos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tratamento periodontal nao cirdrgico

Ja estd bem documentado na literatura que existem por volta de 1000 espécies
bacterianas ja isoladas e identificadas na cavidade bucal (Wilson, 2004). Entretanto, poucas
sdo as que desempenham papel importante na patogenia da doenca periodontal (Socransky &
Haffajee, 2002). Socransky et al. (1998) avaliaram a prevaléncia e a incidéncia de 40 espécies
bacterianas na placa supra e subgengival de 25 individuos com periodonto sadio e em 160
individuos com periodontite cronica através da técnica hibridizagio DNA-DNA
checkerboard. Os autores concluiram que nos sitios doentes houve maior propor¢do de
bactérias do chamado complexo vermelho, composto pela Porphyromonas gingivalis (Pg),
Treponema denticola (Td) e Tannarella forsythia (Tf) e que quanto maior a severidade da
doenca, ou seja, quanto maior a profundidade da bolsa, maior a prevaléncia dessas espécies
microbianas.

Alguns estudos tém mostrado a efetividade da terapia periodontal inicial na
resolucao dos sinais clinicos da doenca periodontal (Lindhe et al., 1984; Kaldahl et al., 1996;
Santos et al., 2008). Essa terapia consiste em instru¢do de higiene bucal completa,
debridamento supra e subgengival e RAR (Kocher et al., 2001). Apds a realizacdo destes
procedimentos, sdo observados uma reducdo da inflamacdo clinica, mudanca de uma
microbiota mais patogénica para uma microbiota mais compativel com saude periodontal,
redugdo na profundidade de sondagem e ganho no nivel de inserc¢do clinica (Lindhe et al.,
1984; Ramfjord et al., 1987; Kaldahl et al., 1996).

Muitos estudos t€ém demonstrado a importancia clinica do controle regular do
biofilme supragengival (Loe et al, 1965; Nyman et al., 1975; Lindhe & Nyman, 1975;
Ximénez-Fyvie et al., 2000). Smulow et al. (1983) avaliaram o efeito do controle
supragengival relacionado ao nimero de microrganismos anaerébios em bolsas profundas e
observaram uma redu¢do no nimero desses microorganismos, quando realizada profilaxia
didria dos depdsitos supragengivais. Magnusson et al. (1984) relataram que um controle
meticuloso do biofilme supragengival estd associado a uma melhora nos parametros clinicos
(IP, SS e PS). Entretanto, com a presenga de biofilme supragengival observou-se uma rapida
recoloniza¢do microbiana dos sitios tratados.

Baderstein et al. (1984) estudaram os efeitos do tratamento mecanico de bolsas
periodontais associado as medidas de higiene oral em pacientes com doenca periodontal

avancada. Os indices de placa e sangramento foram reduzidos para menos de 20%,
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independente da profundidade de bolsa inicial. A reducdo na profundidade de bolsa foi
causada por uma combinacdo do aumento da recessdo gengival e ganho do nivel de insercao
clinica e os sitios com maiores profundidades iniciais foram os que apresentaram maiores
ganhos de insercao.

Haffajee et al. (1997a) examinaram os niveis de 40 espécies bacterianas incluindo
A. actinomycetemcomitans (Aa), Pg, Prevotella intermedia (Pi) e Td usando a hibridizacdo
DNA-DNA checkerboard antes e apds a raspagem e alisamento radicular em 57 individuos
adultos com periodontite. Apds o procedimento da raspagem, foram observados uma média
de ganho no nivel de inser¢io e uma reduc¢do na vermelhiddo gengival, sangramento a
sondagem e média de profundidade de sondagem. A prevaléncia média nos niveis de Pg, Td e
Tf foram significativamente reduzidos.

No entanto, embora a RAR associada aos corretos métodos de higiene oral seja a
terapia padrao para o tratamento da doenga periodontal (Axellson & Lindhe, 1978; Baderstein
et al., 1981), estudos longitudinais tém relatado que, alguns pacientes que receberam
tratamento periodontal ndo-cirdrgico, mesmo sob manuten¢do periodontal, apresentaram
persisténcia ou a recidiva de crescimento de certos microrganismos em alguns sitios (Lang et
al., 1996; Lindhe et al., 1999; Serino et al., 2001). A persisténcia de certos microrganismos
nas bolsas periodontais, como Aa, Fusobacterium nucleatum (Fn), Pi e principalmente
bactérias pertencentes ao complexo vermelho como Pg, Tf e Td, mesmo apds o tratamento
mecanico, tem sido descrita na literatura como um dos pontos de insucesso da terapia
periodontal (Haffajee et al.,1997b; Chaves et al, 2000; Mombelli et al., 2000).

A habilidade dos microrganismos em penetrar nos tibulos dentindrios e na
intimidade dos tecidos, pode agir como um reservatério desses patdgenos e, dessa forma,
reativar a doenca (Christersson et al., 1987). Outros sitios, como lingua, bochecha e tonsilas
também tém sido descritos como possiveis fontes para recolonizacdo das bolsas apds o
tratamento mecanico (Lindhe et al., 1999).

Além disso, outro fator associado ao fracasso da terapia mecanica ndo cirdrgica é
a inacessibilidade dos instrumentos manuais no fundo dos defeitos periodontais. Por
consequéncia, isso leva a remogdo incompleta de biofilme e cédlculo (Stambaugh et al., 1981;
Oda et al., 2004). Esse problema torna-se ainda mais critico quando se refere aos dentes
posteriores e lesdes de bi ou trifurcacdo. A dificuldade de instrumentacio nessas areas se deve
a sua complexa anatomia, com presenga de concavidades, convexidades e diferentes tamanhos
de entrada da furca, além das projegdes cervicais de esmalte (Svardstrom & Wennstrom,

2000).
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Em um estudo longitudinal com um periodo de observacdo de 52 semanas, L.oos
et al. (1988) investigaram os efeitos clinicos e microbioldgicos do controle de placa e
debridamento radicular em dentes com comprometimento de furca grau II. Eles relataram que
os sitios com perda de inser¢do exibiram maiores contagens microbiana e maiores propor¢des
de espiroquetas, unidades formadoras de colonias produtoras de pigmentos negros e Pg do
que nos sitios com ganho de insercao.

Diante disso, esses achados tém suportado o uso de novas abordagens
terapéuticas, como a terapia fotodindmica (TFD), como adjuntos ao tratamento mecanico,
com o objetivo de melhorar os resultados clinicos e microbiolégicos e dessa forma trazer

beneficios adicionais a terapia convencional (Quirynen et al., 2002; Slots, 2002).

2.2 Terapia Fotodinamica

2.2.1 Historico

A TFD comecou a ter relevancia cientifica a partir do século XX. Em 1900, Oscar
Raab e Von Tappeiner, constataram acidentalmente, durante um estudo da acdo da acridina
sobre culturas de paramécios, que estes microrganismos unicelulares, apds expostos a uma luz
intensa, morriam sob essas condicdes (Soukos & Godson, 2011). Dessa forma, os autores
descobriram a propriedade 6ptica de fluorescéncia e concluiram que ndo era a luz, mas sim
alguns produtos da fluorescéncia que induziam a toxicidade in vitro. Apds outros estudos,
estes mesmos autores postularam que tal efeito era produto da transferéncia de energia da luz
para a substancia quimica (Soukos & Godson, 2011).

O primeiro relatério da administragdo parenteral de fotossensibilizador em
humanos foi em 1900, por um neurologista francés, que usou eosina por via oral no
tratamento da epilepsia. Esta descoberta conduziu entdo a primeira aplicacao de uma interacao
entre um composto fluorescente e luz, na qual Von Tappeiner e Jesionek, utilizaram a
aplicacdo topica do corante eosina e exposi¢do a uma luz branca para o tratamento de tumores
de pele. Juntamente com Jodlbauer, Von Tappeiner demonstrou a presenca de oxigénio nestas
reacOes de fotossensibilizacdo e em 1907 introduziram o termo Terapia Fotodindmica, que foi
definido como “o processo de fotossensibilizacdo dependente do oxigénio” (Daniel & Hill,
1991; Ackroyd et al., 2001).

A partir de 1992, Wilson et al., utilizaram a terapia fotodindmica em bactérias

orais. E finalmente, a partir do ano 2000, estudos clinicos in vivo comegaram a ser realizados
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para tratamento de cdrie e biofilmes supra e subgengivais (Ackroyd et al., 2001; Takasaki et
al., 2009).

A TFD ¢ hoje aceita no meio cientifico como modalidade terapéutica para
tratamento de indmeras patologias e dependendo do tipo da célula-alvo, sua aplicacdo pode
ter acdo em células-alvo do hospedeiro, como varios tipos de canceres (Hsi et al., 1999; Ahn
et al., 2012; Nanashima et al., 2012), acne (Hong et al., 2013; Wang et al., 2012), psoriase
(Salah et al., 2009; Fernandez-Guarino et al., 2009), queratose actinica (Tschen et al., 2006) e
acdo em células-alvo de microrganismos responsdveis por infeccdes diversas (Hamblin ez al.,
2002; 2003).

Devido a promissora acao antimicrobiana da TFD, a técnica tem sido proposta em
Odontologia como alternativa ao uso de antimicrobianos sistémicos tradicionalmente

utilizados no controle de infeccdes orais (Wilson et al., 1995; Chabrier-Rosell6 et al., 2005).

2.2.2 Mecanismo de acao da TFD

A TFD ¢ baseada no principio de que um fotossensibilizador liga-se a célula alvo
e € ativado por uma luz com comprimento de onda especifico. Nesta reacdo, ocorre a
formacdo de oxigé€nio singleto e radicais livres, que sdo extremamente tOxicos para
determinadas células e bactérias, podendo levar a morte celular ou destruicao dos tecidos por
necrose ou apoptose (Wainwright, 1998; Konopka & Golinski, 2007; Maisch, 2007; Kikichi
et al., 2015).

No entanto, o mecanismo de acdo da TFD ainda ndo estd totalmente
compreendido. Existem duas hipéteses: a) transferéncia direta de elétrons entre o corante e
biomoléculas; e b) transferéncia de energia, pela excitacdo do corante, resultando na formacgado
de oxigénio singleto (!02) (Bhatti et al., 1997).

Ap0s irradiagdo com uma luz de comprimento de onda especifico, ressonante ao
corante, o agente fotossensibilizador absorve os fétons da fonte de luz, e suas moléculas
sofrem uma transi¢do, saem do seu estado fundamental e passam a um estado singleto
excitado de energia. Em seguida, estas moléculas podem retornar ao seu estado fundamental,
com emissdo de fluorescéncia, ou passar por um sistema intermedidrio e chegar a um estado
tripleto excitado de energia. Neste estado tripleto, as moléculas mais estdveis vao interagir, na
dgua, com o oxigénio e ao retornar a seu estado fundamental, transferem energia, produzindo
espécies altamente reativas, como € o caso do 10,, radicais livres e anions superéxidos. No

estado tripleto, existem dois mecanismos (tipo I e II) de interacdo com as biomoléculas
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(Wainwright, 1998; Meisel & Kocher, 2005; Konopka & Golinski 2007; Takasaki et al.,
2009).

Na reacdo Tipo I, o fotosensibilizador reage diretamente com o substrato, que
pode ser a membrana celular ou uma molécula, para formar radicais livres. Estes radicais irdo
posteriormente reagir com o oxigénio, produzindo as espécies reativas do oxigénio como 0s
radicais superdxido, hidroxila e peréxido, que provocam a destruicio da membrana celular de
macromoléculas (Bhatti et al., 1997). Na reacdo tipo II, o fotossensibilizador transfere sua
energia diretamente para o oxigénio molecular, para formar o oxigénio singleto. A vida util do
oxigénio singleto em sistemas bioldgicos € menor e estruturas que estiverem préximas da sua
area de producio sdo diretamente afetadas. Ambas as rea¢des podem ocorrer simultaneamente
e a razdo entre elas € influenciada pelas caracteristicas do fotossensibilizante, dos substratos
intracelulares e da concentragdo de oxigénio no meio (Fernandes et al, 2009) (Figura 1).

O fator que determina se vai ocorrer reagdes do tipo I ou tipo II, é a competi¢do
entre o substrato e o oxigé€nio molecular pelo estado excitado do sensibilizador. Atualmente,
nos sistemas utilizados a porcentagem de ocorréncia do mecanismo tipo I € de mais ou menos
10%, enquanto, a do tipo II € de até 90%. Estes valores podem variar, dependendo das
caracteristicas do fotossensibilizador e da natureza do alvo de sua acdo (Bhatti et al., 1997). O
oxigénio singleto é o fator intermedidrio no processo fotodindmico, sendo o principal

responsavel pela inativacao celular (Meisel & Kocher, 2005; Takasaki et al., 2009).

Figura 1 - Mecanismo de acdo da terapia fotodindmica. Adaptado de Kikuchi et al., 2015

Radicais ions/radicais livres

Substrato orgdnico - ’ ™ .. Oxigénio molecular
i Tipo | G
Estado g Espécies reativas
tripletodo FS | ) de oxigénio
. T~ Tipo Il
Oxigénio molecular
‘ Fotosensibilizador (FS) ‘ ‘ Oxigénio singleto ‘ — . |SSnesdat
(morte bacteriana)

I



23

2.2.3 Fontes de luz

A grande maioria dos estudos utilizando a terapia fotodinamica para obten¢do de
efeito antimicrobiano utiliza /lasers de baixa poténcia com diversos meios ativos e
comprimentos de onda. Recentemente, os diodos emissores de luz (LED) surgiram como
luzes alternativas a essa terapia. Estes dispositivos emitem luz por meio da movimentagdo de
elétrons através de diferentes materiais semicondutores, produzindo uma emissdo espontanea
de fétons ndo coerentes, diferindo-se dos lasers, que produzem emissdo estimulada de
radiacdo (Karu, 2003).

O uso do LED como fonte de luz na TFD tem sido discutido em alguns estudos e
quando comparados aos sistemas de lasers disponiveis, apresentam vantagens como menor
custo, melhor custo-beneficio e ainda possuem um tempo de vida maior (Dobson & Wilson,
1992; Meisel & Kocher, 2005; Giusti et al, 2008; Raghavendra et al., 2009). Por esses
motivos, essa técnica tornou-se mais atraente, permitindo sua maior implementacio (Ribeiro
et al., 2005).

A luz é medida em comprimentos de onda e expressa em unidades de nandmetros
(nm). Comprimentos de ondas sdo freqiientemente designados de acordo com sua cor
associada e incluem violeta (380-450nm), azul (450-495nm), verde (495-570nm), amarelo
(570-590nm), laranja (590-620nm), vermelho (620-750 nm) e infravermelho (acima de
750nm) (Wilson, 1993) (Figura 2).

Figura 2 - Visualizac@o do espectro eletromagnético. Adaptado de Soukos & Godson, 2011.
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Para que a luz exerca algum efeito sobre as células bacterianas, primeiramente ela
deve ser absorvida por um ou mais constituintes do microrganismo. Luzes com comprimento
de onda menores que 300nm (espectro ultravioleta da luz) sdo absorvidas por proteinas e
acidos nucléicos, o que pode resultar em morte principalmente devido a alteragdes na
estrutura do DNA Desse modo, devido ao seu potencial mutagénico, comprimentos de onda
situados no espectro ultravioleta da luz sdo impréprios para o tratamento de doencas
infecciosas em humanos (Wilson, 1993).

Os principais parametros da luz envolvidos na terapia fotodindmica sdo: energia,
que representa a quantidade de luz que estd sendo depositada no tecido; poténcia, que € a
energia capaz de provocar maior ou menor reacdo fotodindmica; irradiancia e densidade de
poténcia, € através do controle de irradidncia que o operador pode gerar fotoativagdo;
dosimetria e densidade de energia, que € a taxa de energia que estd sendo aplicada no tecido e
comprimento de onda, que define a profundidade de penetracdo no tecido (Meisel & Kocher,
2005). Em geral, quanto maior o comprimento de onda mais profunda € a penetracao tecidual

(Barolet, 2008).

2.2.4 Fotosensibilizador

A maioria das espécies bacterianas ndo apresenta componentes fotossensiveis, e
por isso a utilizacdo de um fotosensibilizador que atraia para si a luz e inicie a formacao de
radicais livres € importante (Wilson et al., 1992). Assim, células desprovidas de componentes
fotossensiveis endogenos podem se tornar sensiveis a luz se forem coradas com
fotossensibilizadores ou agentes cromoéforos exdgenos como o azul de metileno, azul de
toluidina, eosina e hematoporfirinas (Wilson, 1993). No entanto, a habilidade de um
componente em absorver uma luz incidente ndo significa necessariamente que ele possa atuar
como um fotossensibilizador. Para produzir efeito antimicrobiano, os fotossensibilizadores
devem apresentar picos de absor¢do proximos ao comprimento de onda da luz utilizado e ndo
devem apresentar danos téxicos ao hospedeiro (Wilson et al., 1992).

Para Yamada et al., (2004) um agente fotosensibilizador ideal deve ser
biologicamente estdvel, fotoquimicamente eficiente e ndo toxico aos tecidos normais do
hospedeiro. A penetracdo do fotossensibilizador através do epitélio e do tecido conjuntivo
pode ser importante uma vez que periodontopatégenos também podem se infiltrar através da

barreira epitelial para dentro dos tecidos periodontais. Essa observacao seria uma possivel

explicacdo para a efetividade da TFD (Sigush et al., 2005).
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Outros requisitos sdo importantes para o FS ser considerado ideal: apresentar
toxicidade local apenas apds a ativacdo pela luz; permanecer em estado excitado por tempo
suficiente para permitir a sua interacdo com as moléculas vizinhas e produzir espécies
citotoxicas capazes de causar a morte bacteriana; ter alta solubilidade em dgua, alta afinidade
e penetracdo no tecido doente em detrimento do tecido sauddvel (seletividade) (Meisel &
Kocher, 2005; Konopka & Goslinski, 2007).

A sensibilidade bacteriana a luz parece estar relacionada com o tipo do
fotossensibilizador. Em geral, fotossensibilizadores neutros ou anidnicos sdo efetivos para
eliminar bactérias gram-positivas, enquanto que nas bactérias gram-negativas somente se
acumulam na membrana externa. A porosidade relativa da membrana de espécies gram-
positivas facilita a entrada do FS nessas células, j4 a membrana externa das gram-negativas
atua como uma barreira fisica entre a célula e o ambiente. Para essas, as drogas devem ser
catidnicas ou entdo conjugadas com anticorpos monoclonais, que conseguem atravessar a
membrana (Wainwright, 1998; Rovaldi et al., 2000; Hamblin & Hasan, 2004; Kémerik &
Macrobert, 2006).

Outros fatores de relevancia, que na maioria das vezes s3o cruciais para 0 sucesso
da terapia fotodinamica, € a interagdo do corante com o alvo e a concentragdo do corante. Este
varia de um corante para outro, de acordo com as caracteristicas quimicas de cada composto e
de sua toxicidade, enquanto aquele varia de acordo com a interacdo desejada. Nas aplicacdes
tépicas da TFD antimicrobiana, espera-se que o corante se una aos microrganismos ou chegue
a ultrapassar a membrana citoplasmadtica, localizando-se no citoplasma da célula. Para que
isto ocorra é necessdrio um tempo de pré-radiacdo, ou seja, um tempo entre a aplica¢do do
fotossensibilizador no alvo e sua ativacdo pela fonte de luz. Os tempos utilizados na TFD

antimicrobiana variam de 1 a 10 minutos (Ribeiro et al., 2005).

2.2.5 Terapia fotodinamica na Periodontia

Desde o inicio da década de 1990, a fototerapia tem sido considerada como uma
abordagem de tratamento em Periodontia (Takasaki et al., 2009). Os primeiros trabalhos
utilizando a terapia fotodindmica sobre bactérias orais foram realizados por Wilson ef al. em
1992. O maior interesse dos autores era descobrir compostos quimicos que pudessem ser
efetivamente utilizados como fotossensibilizadores na terapia fotodindmica. Nesse estudo
foram testados 27 compostos e 16 deles tinham capacidade de reduzir S. sanguinis quando

associados a um laser HeNe. Os mais efetivos foram o azul de ortotoluidina (TBO), azul de
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metileno, aluminio dissulfonado fitalocianino, o cristal de violeta e a di-hematoporfirina éster.
Neste mesmo estudo, TBO e azul de metileno mostraram-se eficazes na reducao de Pg, Fn e
Aa in vitro. Em todos os casos, o uso do corante na auséncia da luz laser nao apresentou efeito
significativo sobre a viabilidade dos microrganismos testados.

Komerik et al. (2000) avaliaram a capacidade da TFD em afetar a poténcia de dois
fatores de viruléncia de bactérias gram-negativas: o lipopolissacarideo (LPS) e proteases. O
laser vermelho He-Ne de 632,8 nm (35mW) juntamente com o TBO foram utilizados neste
estudo. Os resultados demonstraram que a combinacdo de TFD + TBO foi capaz de reduzir
significativamente a capacidade de LPS a estimular a liberacdo de citocinas pr6 inflamatdrias.
Eles concluiram que TFD + TBO reduziu o excesso de produgdo de citocinas diminuindo seus
efeitos patoldgicos.

Como mencionado anteriormente, bactérias gram-negativas sdo em grande parte
resistentes a muitos fotossensibilizadores utilizados na TFD. Contudo, algumas espécies
microbianas, tais como as bactérias pigmentadas de negro, cont€ém fotossensibilizadores
naturais e sao susceptiveis a TFD (Malik et al, 1992). Em um estudo realizado por Soukos et
al (2005), os autores hipotetizaram que a morte de bactérias pigmentadas de negro € resultado
da excitacdo da luz sobre suas porfirinas endégenas. Foi demonstrado que a faixa de luz de
380 a 520 nm induz uma reducdo de trés vezes no crescimento de Pg, Pi, Prevotella
nigrescens e Prevotella melaninogenica em amostras de biofilme dental obtidos de individuos
com periodontite cronica, sugerindo que a exposi¢do a luz intraoral pode ser usada para
controlar o crescimento de bactérias pigmenatadas de negro e possivelmente trazer beneficios
aos pacientes com doenca periodontal. Com base nesses achados, 0 mesmo grupo propds uma
estratégia fototerapéutica pela qual a exposicao didria a luz suprimiria gradualmente o nimero
de bactérias pigmentadas de preto, levando a uma mudanca do ambiente microbiano para um
ambiente saudavel.

Em um estudo in vitro, utilizando a terapia fotodindmica para inativacdo de
bactérias periodontopatogénicas, Sousa (2007) comparou a sensibilizacio das bactérias
periodontopatogénicas (Fn, Aa e Pi), através da utilizacdo de lasers (660 nm) e LED
(emitindo entre 620 e 630nm), utilizando como fotossensibilizador azul de toluidina O a
0,01%. Os resultados demonstraram uma reducdo de 99,8% para o Aa e Fn e um resultado
ndo satisfatério de 49,5% para a Pi. Desta forma demonstrou-se que o corante azul de
toluidina O a 0,01% associado aos lasers e ao LED apresenta um potencial para a utilizacdo
em terapia fotodindmica antimicrobiana em relagdo ao Aa e Fn. Foi observado também que

ndo houve diferenga significativa do LED em relagdo ao laser de baixa intensidade.
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Mostrando assim que os LEDs podem ser uma nova e boa op¢ao para a terapia fotodindmica
antimicrobiana.

Ferreira (2001) realizou um estudo com o objetivo de avaliar a ac@o
antimicrobiana do Laser, de compostos fotossensibilizadores e da associagdo de ambos sobre
Actinomyces naeslundii, Treponema denticola, Eubacterium sp, bastonetes gram negativos
capnofilicos e Streptococcus sanguinis. Estes microrganismos apds cultura foram irrigados
com solugao de TBO e azul de metileno com concentragdes final de 50 pg/mL, com aplicagdo
ou ndo do Laser de diodo semicondutor por 60 e 120 segundos, depositando uma densidade
de energia de 150 J/cm? e 300 J/cm?. Apés tratamento, fragdes de 100ul foram coletadas e
mantidas em cultura de anaerobiose. A contagem das col6nias possibilitou concluir que o uso
isolado do Laser em baixa intensidade e de fotossensibilizadores, ndo promoveram alteracdes
significativas na viabilidade de microrganismos bucais. Diferencas estatisticas foram
evidentes quando se utilizou a associacdo do Laser com o fotossensibilizador, com efeitos
maiores nas amostras tratadas com TBO, quando comparada com o azul de metileno nao
importando o tempo de exposicao ao Laser.

Muitos autores tém relatado a ac¢do antimicrobiana da TFD sobre bactérias
crescidas em caldo de cultivo (Dobson & Wilson, 1992; Wood er al., 1999; Willians et al.,
2004; Zanin et al., 2005, 2006), mas poucos sdo os estudos que avaliam a a¢do antimicrobiana
dessa terapia na presenca de biofilme (Wood et al., 1999; O‘Neill et al., 2002; Soukos et al.,
2003, Fontana et al., 2009). Os estudos tém demonstrado que o crescimento de
microrganismos bucais em biofilme dificulta a eficicia da técnica, pois isso diminui a
absor¢do do fotossensibilizador e luz pelos microrganismos dentro da estrutura formada pelo
biofilme (De Beer et al., 1994; Soukos et al, 2003; Spratt et al, 2001; Fontana et al, 2009).

Fontana et al. (2009), avaliaram a habilidade da TFD em reduzir o nimero de
bactérias orais, comparando os efeitos da TFD em microrganismos planctonicos e em
biofilme. Amostras de biofilmes foram obtidas de 10 individuos com periodontite crdnica.
Suspensodes de microrganismos do biofilme de 5 individuos foram sensibilizados com azul de
metileno (25pug/mL) por 5 minutos e expostos a luz vermelha. Biofilmes de vdrias espécies
desenvolvidas da mesma amostra de placa foram entdo expostos ao azul de metileno
(25pg/mL), sob as mesmas condi¢des de luz utilizadas no experimento com microrganismos
planctonicos. A TFD eliminou aproximadamente 63% das bactérias presentes na suspensao,
enquanto que em biofilme a terapia teve um efeito menor na viabilidade das bactérias,
suprimiu no maximo 32% dos microrganismos. Os autores concluiram entdo que as bactérias

orais em biofilmes sao menos afetadas pela TFD do que em microganismos planctonicos,
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porém ndo no mesmo grau que tem sido relatado para o tratamento com antibidtios sob
condi¢Oes similares.

Alguns estudos em animais e estudos clinicos tém introduzido a terapia
fotodindmica na préitica da Periodontia como coadjuvante ao tratamento periodontal ndo
cirtrgico (Sousa, 2007; Tavares et al., 2010; De Oliveira et al., 2011; Campos et al., 2013; De
Oliveira et al., 2016).

Qin et al., (2008) compararam a eficicia da TFD com a RAR em periodontite
induzida em ratos. Apds 6 semanas de indu¢cdo da periodontite nos molares superiores, 0s
sitios foram tratados com: aplicacdo de 1mg/ml de azul de toluidina O e irradiado com laser
no vermelho do espectro eletromagnético com 12J/cm?, ou com RAR. A eficicia da terapia
foi avaliada pela redugdo bacteriana, alteracOes histologicas e alteracdo dos tecidos
periodontais. Como resultado, observaram reducdo bacteriana significativa em ambas as
terapias. Os sinais de inflamacdo, indice de placa e indice gengival, sangramento a sondagem
e infiltrado inflamatério, foram reduzidos sem qualquer prejuizo aos tecidos do hospedeiro. A
TFD e a terapia convencional mostraram resultados terapéuticos semelhantes.

De Oliveira et al., (2011), avaliaram o efeito de uma aplicag¢do tnica da TFD no
perfil microbioldgico e no padrdo de citocinas em cachorros. Os animais foram tratados com:
TFD (cloreto fenotiazinico como fotossensibilizador), RAR ou RAR + TFD. Amostras de
biofilme foram coletadas no baseline, 1, 3 e 4 semanas e a contagem média de 40 espécies
bacterianas foram determinadas usando hibridizacdo DNA-DNA. Foram feitas bidpsias
gengivais e a expressio de TNF-a, RANKL, osteoprotegerina, MMP-1, interleucina 6,
interleucina 10 e a carga bacteriana total pela anélise do rRNA gene 16S foram avaliados por
meio de qPCR. Os resultados mostraram que os niveis da maioria das espécies foram
reduzidos 1 semana pds-terapia para todos os tratamentos, entretanto, um aumento na
contagem de P. intermedia, P. nigrescens e T. forsythia foi observado para TFD e RAR +
TFD. Apés 4 semanas, um novo crescimento de P. gingivalis e T. denticola, foi observado
para todos os tratamentos. Foi observada também uma redu¢do considerdavel das contagens de
Aa para a TFD. Para os padrdes de citocinas, os resultados foram similares para todos os
tratamentos e uma redugdo na expressao de citocinas e carga bacteriana foi observada em todo
o estudo. Os autores concluiram que a RAR e a TFD em aplicacdes unicas e a RAR + TFD
associadas, afetam diferentes espécies microbianas e tem efeitos similares na expressiao de
citocinas avaliadas durante o tratamento da periodontite induzida por ligaduras.

De Oliveira et al. (2016), realizaram um estudo avaliando o efeito adjunto da TFD

antimicrobiana associada a RAR em doenca periodontal induzida em ratos. A doenca
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periodontal foi induzida com a inser¢do de ligadura nos molares inferiores de 60 ratos. Apds
14 dias de inducao da doenga, as ligaduras foram removidas e os animais foram divididos em
6 grupos: 1) sem tratamento; 2) RAR; 3) LED; 4) RAR + TFD; 5) TFD e 6) eritrosina. Os
animais foram eutanizados com 3, 7 e 15 dias apdés inducdo da doenca. Na andlise
histomorfométrica da perda 6ssea linear o grupo da RAR + TFD mostrou uma diferenca
significativa com relacdo aos outros grupos experimentais apds 3 e 15 dias, além de
apresentar um menor nimero de células TRAP* quando comparado ao grupo que recebeu sé
raspagem, ap6s 3 dias. Os autores concluiram, que a TFD associada a RAR mostrou melhores
resultados terap€uticos no tratamento da doenca periodontal em ratos.

No intuito de avaliar a acdo antimicrobiana da TFD quando associado com a
RAR, Andersen et al., (2007), através de um estudo clinico, verificaram que a terapia
combinada RAR + TFD (laser diodo; 670nm; 150mW; 60 segundos; 10-20J/cm? com azul de
metileno 0,005%) melhorou significativamente os parametros clinicos investigados (PS, SS e
NIC), 12 semanas apds o tratamento quando comparada com a RAR sozinha. Os resultados
revelaram um ganho no NIC de 0,86mm; redu¢do na PS de 1,11mm e uma melhora no SS de
59% no grupo que foi tratado com RAR + TFD. O grupo da RAR obteve um ganho no NIC
de 0,36mm; reducdo na PS de 0,74mm e melhora no SS de 56%.

Campos et al. (2013), avaliaram em um estudo clinico, controlado, randomizado
de boca dividida, o efeito de uma unica aplicacdo da TFD como adjunto a RAR em bolsas
residuais de dentes unirradiculares. Os individuos deveriam apresentar no minimo duas bolsas
residuais com PS > 5mm e sangramento a sondagem. Os sitios selecionados foram atribuidos
para receber (1) TFD + RAR e (2) RAR. Nos sitios tratados com TFD como adjunto a RAR, o
laser utilizado foi um laser diodo com comprimento de onda de 660nm, com poténcia de
60mW e densidade de energia de 129J/cm? junto com o azul de metileno como
fotossensibilizador (10mg/ml). Os parametros clinicos foram avaliados no baseline e 3 meses
apos as terapias, e mostraram melhoras significantes apds ambas as terapias. Entretanto, uma
maior redu¢do na profundidade de sondagem das bolsas e ganho no NIC foram observados no
grupo que recebeu TFD + RAR nos 3 meses de avaliagdo. Além disso, os sitios tratados pela
abordagem combinada, apresentaram uma reducdo significante no nimero de sitios com PS <
Smm sem SS apds os 3 meses quando comparados aos sitios tratados apenas com a RAR. A
TFD como um adjunto ao debridamento mecéanico demonstrou beneficios clinicos adicionais
em bolsas residuais em dentes unirradiculres e pode ser uma estratégia terapéutica alternativa

na terapia periodontal de suporte.



30

No entanto, alguns trabalhos t€ém mostrado resultados controversos a respeito dos
efeitos benéficos da TFD como auxiliar a terapia convencional (Oliveira et al., 2007,
Christodoulides et al., 2008; Braun et al., 2008; Lopes et al. 2008; Oliveira et al., 2009; Al-
zahrani et al., 2009; Macedo, 2009; Chondros et al., 2009; Lulic et al., 2009; Pinheiro et al,
2010).

De Almeida et al., (2007) avaliaram através de microscopia Optica e andlise
radiogréfica, o efeito da terapia fotodindmica no controle da doenga periodontal induzida em
ratos. Os animais foram divididos em 4 grupos (I — controle, II — tratamento tépico com azul
de metileno 100pg/ml, III — tratamento apenas com laser e IV — tratamento com TFD). O
grupo da TFD foi tratado com azul de metileno a 100pg/ml e irradiado com laser de baixa
intensidade com dose de 4,5J/cm?. Os animais foram sacrificados 5, 15 e 30 dias apos o
tratamento e avaliados histologicamente e radiograficamente. O grupo da TFD apresentou
menor perda dssea comparada ao grupo controle nos 5 e 15 dias. Nao houve diferenca
estatistica nos 30 dias. Apdés 15 dias, os resultados histolégicos mostraram diferenca
estatistica na extensdo da reacao inflamatoria no tecido gengival. Concluiu-se, portanto, que a
TFD pode reduzir a destruicao dssea periodontal transitoriamente.

Oliveira et al., (2007) ndo encontraram diferengas clinicas entre pacientes com
periodontite agressiva tratados com TFD isoladamente (laser diodo 660nm; 60mW/cm?; 10
segundos e cloreto de fenotiazina a 10mg/ml) ou com RAR apenas. Os pacientes tratados com
TFD nao receberam a RAR. Posteriormente, ao analisarem o nivel de citocinas (TNF-a ¢
receptor ativo de fator nuclear ligante kappa B (RANKL)) no fluido crevicular gengival
(FCG) desses pacientes, concluiram que a RAR e a TFD promoveram efeitos similares nos
niveis desses marcadores. Esse resultado pode ser atribuido ao fato da TFD ter sido aplicada
diretamente sobre o biofilme; o que pode ter impedido a penetragdo dos fotossensibilizador as
camadas mais profundas do biofilme diminuindo a efetividade da TFD.

Braun et al, (2008) estudaram vinte pacientes portadores de periodontite cronica
ndo tratados, onde todos os dentes receberam terapia periodontal tradicional. Por meio de um
modelo de boca dividida, dois quadrantes (grupo teste) foram adicionalmente tratados com
terapia fotodinamica. Nao foram observadas diferencas, estatisticamente significantes, entre
os grupos para profundidade de sondagem, sangramento a sondagem e nivel de insercdo
relativo apds uma semana. Entretanto, houve uma reducao significativa para os valores dos
mesmos parametros clinicos apds trés meses de tratamento no grupo controle, com um maior

impacto sobre os sitios tratados com a TFD como adjuvante.
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Resultados interessantes foram alcancados por Christodoulides et al., (2008) ao
realizarem um estudo em pacientes periodontais. Nessa pesquisa o grupo controle foi
submetido a RAR, e o grupo teste, exposto a TFD (laser diodo 670nm; 75SmW; 1 minuto e
cloreto de fenotiazina) associada a RAR. Verificou-se que uma unica aplicacao da TFD
associada a RAR fracassou em melhorar adicionalmente a PS, o NIC e a quantidade de
periodontopatégenos, mas resultou em uma alta reducdo do indice gengival no grupo teste
comparado com o grupo controle nos 3 e 6 meses ap0s a terapia.

Uma revisao sistematica foi realizada por Schwarz et al., (2008) para avaliarem o
efeito da aplicac@o do laser na terapia periodontal ndo-cirdrgica. Detectaram existir evidéncias
cientificas insuficientes que suportem a aplicacdo dos lasers de CO2, Nd:YAG, Nd:YAP e
diodo. Constataram que o laser Er:YAG aplicado na terapia periodontal ndo-cirtrgica
apresentou resultados clinicos similares ao tratamento mecanico convencional em pacientes
com periodontite cronica. Em outra revisdo, Karlsson et al., (2008) sugeriram que o uso,
como primeira op¢do, da RAR conjuntamente com o laser deve ser feito com cautela até o
surgimento de novas pesquisas com maior valor estatistico.

Chondros et al., (2009) pesquisaram clinicamente e microbiologicamente a
efetividade da associagdo RAR + TFD nos pacientes periodontais em manutengdo. Os 12
pacientes do grupo controle foram tratados com instrumentacdo subgengival e os 12 pacientes
do grupo teste apds a instrumentacdo receberam uma dnica aplicagdo de TFD (laser diodo
670nm; 75SmW/cm?; 1 minuto e cloreto de fenotiazina 10mg/ml). As varidveis clinicas IP, PS,
NIC, recessao gengival, SS e amostras de biofilme bacteriano subgengival foram coletadas no
baseline, 3 e 6 meses apds as terapias. Mudancas estatisticamente significantes na PS e no
NIC foram encontradas nos dois grupos. No grupo teste as diferencas na PS foram 0,6mm aos
3 meses e 0,8mm aos 6 meses; os valores correspondentes ao NIC foram 0,5mm aos 3 meses
e 0,7mm aos 6 meses. No grupo controle essas mudancas aos 3 e 6 meses foram
respectivamente de 0,6mm e 0,9mm na PS; 0,4 mm e 0,5mm no NIC. Os autores afirmaram
que apesar da TFD ter fracassado em melhorar adicionalmente a reducdo da PS e o ganho no
NIC, houve uma diminui¢do significante no SS no grupo teste comparado com o controle. A
andlise microbioldgica revelou um declinio significante no grupo teste de Fn e Eubacterium
nodatum aos 3 meses e de Eikenella corrodens e Capnocytophaga species aos 6 meses.

Oliveira et al. (2009), estudaram dez pacientes que foram aleatoriamente tratados
com TFD ou RAR objetivando mensurar os niveis de TNF-a e RANKL no fluindo gengival
apos a execucao de ambas terapias. Amostras do fluido foram coletados, e as concentracdes

de TNF-a e RANKL foram determinados pelo ELISA. Encontrou-se redugdes
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estatisticamente significantes no nivel de TNF-a 30 dias apds o tratamento, com ambas
modalidades terapéuticas, entretanto os valores de reducdo foram semelhantes entre o TFD e a
raspagem.

Em um estudo clinico controlado, duplo-cego e randomizado, Lulic et al. (2009)
avaliaram o efeito da TFD em pacientes em manutencdo periodontal, apresentando pelo
menos um sitio com PS residual > Smm com ou sem sangramento. Para tanto, os autores
selecionaram pacientes em terapia de suporte periodontal e os pacientes foram divididos em
dois grupos: 1) RAR + TFD e 2) RAR + fotossensibilizador + frequéncia do laser que nao
fotoativava o cloreto de fenotiazina. O fotossensibilizador (cloreto de fenotiazina) foi aplicado
nas bolsas periodontais (3 minutos de pré-irradiacdo), e em seguida fotoativado (laser de
diodo com comprimento de onda de 670nm e 75mW/cm? de densidade de energia) por um
minuto. Esse procedimento foi realizado apds a RAR no baseline, 1, 2, 7 e 14 dias,
totalizando 5 aplicacdes. Os autores verificaram uma reducao significativa na média da PS
entre o baseline e seis meses apds o tratamento. O tempo ndo influenciou a reducao da PS no
grupo RAR + fotosensibilizador + frequéncia do laser que ndo fotoativava o cloreto de
fenotiazina. Apos seis meses, foram detectadas maiores reducdes na PS e ganho no NIC no
grupo RAR + TFD quando comparado ao outro grupo. Os autores detectaram reducao
significativa de SS a favor do grupo RAR + TFD em 3, 6 e 12 meses. Os autores concluem
que a repeticao desse protocolo de TFD associado a RAR foi capaz de melhorar os padrdes
clinicos periodontais.

Sgolastra et al. (2013a,b), numa revisao sistematica com metandlise investigando
trabalhos que avaliaram a eficécia e seguranca da TFD antimicrobiana usada sozinha ou como
adjuvante a RAR em pacientes com periodontite cronica, mostraram que a maioria dos
trabalhos em 3 meses, mostraram uma diferenga estatisticamente significante no ganho do
NIC e reducdo da PS quando a RAR foi associada a TFD enquanto nenhuma diferenca foi
encontrada para a TFD usada isoladamente. Aos 6 meses, no entanto, ndo foram observadas
diferencas significativas para qualquer dos pardmetros investigados. Os autores concluiram
que o uso da TFD como coadjuvante a RAR proporcionou beneficios a curto prazo. No
entanto, ndo houve evidéncias suficientes na literatura investigada para apoiar a eficacia da
TFD como adjuvante a RAR a longo prazo. Mais estudos clinicos, randomizados controlados
sdo necessdrios para considerar a TFD como um tratamento confidvel, rotineiro e previsivel
na prética clinica.

Como pode-se observar, existem muitos trabalhos na literatura acerca do uso da

TFD na Periodontia, porém sem um protocolo ideal definido quanto ao melhor
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fotosensibilizador, concentragdo do corante e tempo necessario de pré-irradiacdo ou de
exposicdo do corante a luz. Por isso, se faz necessdria a busca de novas substincias que
possam ser utilizadas como fotosensibilizador nos procedimentos de TFD com finalidade de
potencializar o efeito antimicrobiano sobre o biofilme periodontal. Uma das opg¢des bastante
estudadas € a curcumina, que tem sido descrita em varios estudos como um potencial agente
antioxidante, antimicrobiano, anti-inflamatério e antiftingico (Abe et al., 1999; Ramsewak et

al., 2000; Literat et al., 2001; Ushoa et al, 2007).

2.2.6 Uso da curcumina como Fotossensibilizador

A curcumina € um componente fendlico, membro da familia curcuminéide, o qual
pode ser extraida de rizomas da Curcuma Longa (Dovigo et al., 2013; Ribeiro et al, 2013;
Quishida et al., 2015). A curcumina tem sido tradicionalmente usada como tempero culinério
(Downham & Collins, 2000), mas muitos estudos in vitro e in vivo tém sugerido que a
curcumina tem um grande potencial terapéutico, incluindo efeito anti-inflamatério (Epstein ef
al., 2010), antisséptico (Dahl et al., 1989), antifingico (Dovigo et al, 2011a,b), antioxidante
(Tonnesen et al., 1987; Jayaprakasha et al., 2006) e especialmente efeito antiviral contra a
hepaptite B (Jim Kim et al., 2009) e HIN1 (Chen et al., 2010).

A curcumina foi isolada do rizoma da planta Curcuma longa L. pela primeira vez
por Vogel em 1842, e obtida em forma cristalina em 1870. E um composto considerado
hidrofébico, insolivel em dgua e no éter etilico, mas solivel no etanol e no DMSO
(dimetilsulfoxido) e pode sofrer rapida degradac@o em vdrias condi¢des (Pereira & Stringheta,
1998; Gonzalez, 2012). Devido aos efeitos toxicos apresentados pelos solventes organicos
etanol e DMSO, pesquisas t€m sido desenvolvidas para encontrar a melhor forma de diluicao
da curcumina em solu¢@o aquosa, com solubilidade e estabilidade aceitdveis. Estudos como
de Bhawana er al. (2011) e de Abdel et al. (2012) vém avaliando métodos de
nanoparticularizacdo ou de alteracdo molecular da estrutura da curcumina para torna-la
solivel em dgua.

Com relagdo a estabilidade da curcumina, Tonnensen et al. (1985), verificaram
que a curcumina € instdvel em pH maior que 8,0. Resultados semelhantes foram observados
por Rusig et al. (1992), os quais constataram a faixa de pH entre 4 e 8 como a que
proporcionou maior estabilidade a molécula curcumina e que em pH superior a 8, a

velocidade de degradacao foi significativamente maior.
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No intuito de conseguir uma 6tima solubilidade da curcumina em dgua, Bhawana
et al. (2011) incorporaram moléculas de curcumina a nanoparticulas. Os autores avaliaram a
eficdcia antimicrobiana de solu¢des com microconcentragdes de curcumina diluidas em dgua
(nanoparticulada) e em DMSO (natural) e observaram que menores concentracdes inibitérias
minimas de solucdes com curcumina nanoparticulada eram necessdrias para inibir o
crescimento de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Aspergillus niger. Da mesma forma, o halo de inibi¢do desses microrganismos,
mostrou ser maior na solu¢do nanoparticulada quando testadas solucdes com curcumina
natural diluida em DMSO e nanoparticulada. Os autores acreditam que a melhor acdo
antimicrobiana ocorreu devido ao tamanho reduzido das nanoparticulas (2-4nm), permitindo
uma melhor penetracdo celular, enquanto as dissolvidas em DMSO eram significativamente
maiores (500-800nm). 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 lesando a estrutura dos componentes internos celulares,
aumentando ainda mais sua efetividade.

Jagetia & Aggarwal (2007), numa revisao de literatura abordaram os os efeitos da
curcumina no sistema imunolégico. Os autores mostraram que a curcumina apresenta um
efeito imunomodulador nas células e que modular a ativagdo de células T e B, macréfagos,
neutréfilos, células natural killers (NK) e células dendriticas. Além disso, os autores
mostraram que a curcumina tem funcdes de imunomodular a resposta de citocinas e
quimiocinas reduzindo a producao de fator de necrose tumoral (TNF) e de interleucinas pro-
inflamatorias (IL) IL-1, 1L-2, IL-6, IL-8, IL-12 e inativando a transcri¢do de fator NF-«kf3.

Estudos também té€m sugerido que alguns dos efeitos terapéuticos da curcumina
sdo acentuados com a sua exposi¢do a uma fonte de luz (Wilson & Mia, 1994; Cavalcante et
al., 2009). A alta capacidade de absor¢do de luz em comprimentos de onda proximos ao azul
(300-500nm — maximo de aproximadamente 430nm) faz com que a curcumina seja um
potencial fotossensibilizador para o tratamento de lesdes superficiais, uma vez que estas nao
requerem profunda penetracio da luz nos tecidos para seu tratamento (Aratjo et al., 2012a).

O mecanismo fotossensibilizador da curcumina ainda nao é bem conhecido, mas
parece depender da presenga de oxigé€nio para que ocorra (Dahl et al., 1989; Tgnnesen et al.,
1987). Atualmente, sabe-se que o efeito citotéxico das moléculas de curcumina submetidas a
fotossensibiliza¢do ocorrem devido a produgdo de formas téxicas de oxigénio, como oxigénio
singleto (Chignell et al., 1994), peroxido de hidrogénio e superoxido (Dahl er al., 1989;
Dovigo et al., 2011).
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Dahl et al. (1989) avaliaram o efeito citotdxico da curcumina na presenca da luz
em suspensOes de bactérias gram-positivas (Sacrina lutea, atualmente denominada de
Micrococcus luteus e Staphylococcus aureus) e sobre bactérias Gram-negativas (Salmonella
typhimurium e Escherichia coli). Os autores verificaram uma maior agdo citotdxica da
curcumina fotoativada sobre as bactérias gram-positivas, sendo o Staphylococcus aureus a
bactéria que melhor respondeu a terapia. Além disso, foi observado que a reacdo de
fotoativagdo da curcumina ndo produz oxigénio singleto, mas sim peréxido de hidrogénio
que, apesar de ser menos citotoxico, possui periodo de agdo relativamente mais longo
participando ativamente no efeito anitmicrobiano desse protocolo. Os autores relataram
também que a curcumina, quando utilizada sozinha, mostrou ter efeito bactericida somente em
concentracdes muito elevadas e, quando iluminada, exerceu potentes efeitos fototéxicos em
quantidades micromolares. Outro aspecto importante destacado nesse estudo, foi que o tempo de
pré-irradiacdo da curcmina, ou seja, o periodo requerido para o corante permanecer em
contato com 0 micro-organismo antes da irradiagcdo, ndo teve efeito significativo na reducao
das espécies bacterianas estudadas.

Dovigo et al., (2011a) avaliaram a viabilidade de utilizagdo da curcumina como
agente fotossensibilizador na TFD para inativagdo de uma cepa referéncia de Candida
albicans e seu efeito sobre células de macrofagos. Suspensodes planctonicas e biofilme de C.
albicans foram expostas a nove concentracdes de curcumina (0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5;
10 e 20uM) e sete doses de luz (1,32; 2,64; 3,96; 5,28; 6,60; 13,20 e 26,4)/cm?). O efeito de
diferentes tempos de pré-irradiag@o (5 e 20 minutos), a possivel captagdo de curcumina pelas
células fungicas e participacdo do oxigénio singleto na fotoinativagdo também foram
avaliados. O tempo de ativacdo utilizado foi de 29 minutos. Os resultados mostraram que as
suspensoes planctonicas de C. albicans foram completamente inativadas com a utilizacao de
20uM de curcumina e 5,28J/cm” e o tempo de pré-irradiacdo ndo influenciou na inativagio do
micro-organismo. Sobre o biofilme de C. albicans, o efeito fotodinamico foi acentuado pela
presenca da curcumina durante a iluminag@o e uma reducao significativa foi observada ap6s a
utilizacdo de 20 minutos de pré-irradiacdo, concluindo que para ser efetivo e alcancar
camadas mais internas do biofilme se faz necessdrio um tempo de pré-irradiacdo maior.

Araujo et al., (2012a), avaliaram a susceptibilidade geral de patégenos da saliva
na TFD apés sensibilizacdo com cucumina (5 min) e exposi¢do a luz azul de 450nm (5 min).
As amostras de saliva foram coletadas de 13 pacientes. Os seguintes grupos foram analisados:
1) grupo controle — sem luz nem curcumina; 2) grupo curcumina — tratado apenas com a

curcumina e 3) grupo TFD — tratado com luz e curcumina. As amostras de saliva foram
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coletadas para contagem bacteriana no baseline e apds a fase experimental. Apds contagem
das unidades formadoras de colonias observou-se que houve uma diferenca significativa entre
os dois grupos experimentais com relacdo a efetividade da redug@o bacteriana. No grupo sé
curcumina (9%), a reducdo bacteriana foi consideravelmente menor do que no grupo TFD,
que apresentou 68% de reducdo. Uma reducdo significante da populacdo bacteriana foi vista
apenas no grupo da TFD. Os autores concluiram entdo que a TFD foi efetiva na redugdo de
microrganismos salivares.

Aradjo et al., (2012b) avaliaram a suscetibilidade de culturas planctdnicas de S.
mutans e L. acidophilus a terapia fotodindmica apds sensibilizacdo com curcumina e
exposicdo a luz LED azul, com comprimento de onda de 450nm. As suspensdes bacterianas
isoladas e combinadas foram preparadas e entdo avaliadas. Quatro diferentes grupos foram
analisados: sem nenhuma terapia (grupo controle), aplicacdo apenas da curcumina (grupo do
fotossensibilizador), aplicacdo apenas do LED (grupo da luz) e o grupo que recebeu tanto a
luz quanto a corante (grupo da TFD). Duas diferentes concentragdes de curcumina foram
testadas (0,75 and 1,5g/L) associado com um LED com 5,7 J/cm? de densidade de energia.
Diminui¢des significativas na viabilidade de S. mutans foram observadas apenas nas
suspensoes bacterianas que foram expostas ao grupo da TFD. Reducdes na viabilidade de até
99,99% foram observadas quando foi usado 1,5g/L. do fotossensibilizador. A susceptibilidade
de L. acidophilus foi consideravelmente menor (21% e 37,6%) para ambas as concentragdes
de curcumina. Os autores concluiram que a TFD foi efetiva na redugdo de S. mutans e L.
acidophilus em culturas planctonicas.

Ribeiro et al, (2013), investigaram o efeito da TFD da curcumina em
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) comparado ao S. aureus suscetiveis a
meticilina (MSSA) e fibroblastos 1.929. Suspensdes de MSSA and MRSA foram tratados com
diferentes concentragdes de curcumina (0,1; 0,5; 1; 5; 10 e 20uM) e expostos a luz LED.
Diluicdes seriadas foram feitas de cada amostra e as contagens das colOnias foram
quantificadas. Para os fibroblastos, a viabilidade das células subsequente foi avaliada usando
ensaios de MTT (metil tiazol tetrazolio) e mudancas morfolégicas foram avaliadas por
andlises de microscopia eletronica de varredura. As concentragdes de curcumina variando de
5 a 20uM em combinacdao com o LED resultou em morte de MSSA. Entretanto, apenas a
concentracdo de 20uM da curcumina com o LED resultou em morte do MRSA. Essa
combinagdo também promoveu uma reducdo em 80% no metabolismo € na mudanca da
morfologia dos fibroblastos, indicando que as membranas celulares foram os principais alvos

dessa fototerapia. A combinag¢do de curcumina com LED causou a morte de ambas as cepas
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de S. aureus e pode representar uma alternativa de tratamento para reduzir o nimero de
MRSA.

Paschoal e colaboradores (2013), estudaram o efeito da TFD in vitro na
viabilidade de S. mutans em suspensdo planctonica, utilizando curcumina como
fotosensibilizador e luz LED azul. Suspensdes de 0,5mL contendo 1 x 10" UFC mL™! foram
preparadas e divididas em quatro grupos: 1) grupo controle (sem tratamento), 2) grupo
curcumina sem luz (aplicagdo de curcumina em trés concentragdes: 2000 uM, 4000 uM e
8000 uM e trés condicdes experimentais), 3) grupos luz sem curcumina (irradiacdo do LED

em trés dosagens: 24, 48 e 72 J/cm?

e trés condi¢des experimentais) e 4) grupo TFD
(curcumina nas respectivas concentracdes combinada com as dosagens do LED e nove
condi¢cdes experimentais). ApOs cultura em placas de Petri e incubacdo, a contagem das
unidades formadoras de colonia foi realizada. Os resultados mostraram que todas as
associacoes de curcumina e LED foram capazes de diminuir o nimero de bactérias vidveis
comparadas ao grupo controle. Uma reducgdo significante de S. mutans foi alcancada com a
associacdo de 4000uM de curcumina e exposi¢do a 48 e 72J/cm?, promovendo reducdes de
60,66% e 71,07%, respectivamente. Apesar desses resultados, uma diminui¢do na contagem
bacteriana com a curcumina na concentracdo de 8000uM, mostrou que a taxa de morte
bacteriana ndo demonstrou efeito acumulativo, indicando uma relagdo nao dependente da
dose. Os grupos s6 com curcumina e s6 a irradiacdo da luz ndo apresentaram uma reducdo
significativa da contagem bacteriana. Os autores concluiram que a curcumina associada a
TFD foi capaz de reduzir o nimero de células viaveis da bactéria S. mutans.

Gomes-Filho er al., (2016), avaliaram os efeitos da curcumina como
fotosensibilizador na TFD na viabilidade dos fibroblastos e producdo de citocinas (IL-1p e IL-
6). Para o teste de citotoxicidade os grupos foram divididos em: 1) meio de cultura (controle);
2) hipoclorito de sédio 5%; 3) solucdo salina e 4) TFD (500mg/L curcumina + LED azul). A
curcumina foi aplicada e aguardou-se um periodo de 1 minuto de pré-irradiagdo. Em seguida
o corante foi fotoativado por 5 minutos. As solucdes foram diluidas em meio de cultura
DMEM (1x10* células) e colocadas em placas de 24 pogos, com linhagem de fibroblastos de
camundongos (L.929). Depois de 6, 24 e 48 horas, o ensaio de MTT foi utilizado para avaliar
a viabilidade celular e o ensaio de ELISA foi utilizado para avaliacdo de citocinas no
sobrenadante. A TFD e a solugdo salina apresentaram baixo efeito citotoxico, similar ao
grupo controle; enquanto o hipoclorito de sédio a 5% foi mais citotoxico que a TFD em todos
os periodos de tempo. Todos os materiais expressaram similarmente IL-1f e IL-6

independente do periodo experimental. Os autores concluiram que a curcumina associada a
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uma fonte de luz ndo foi citotéxica em cultura de fibroblastos 1.929 e em todos os grupos
houve expressao similar de IL-1 e IL-6.

Semelhante aos resultados encontrados por Dovigo e colaboradores em 2011,
Andrade et al., (2013), avaliaram os efeitos do tempo de pré-irradiacdo da curcumina mediada
pela TFD em culturas planctonicas e biofilme de Candida albicans, Candida glabrata e
Candida dubliniensis. Suspensdes e biofilmes das espécies de Candida foram mantidos em
contato com diferentes concentragdes de curcumina (5, 10, 20, 30 e 40uM) por intervalos de
tempo de 1, 5, 10 e 20 minutos antes da ativacdo do LED por 4 minutos. Adicionalmente,
amostras foram tratadas apenas com curcumina sem iluminacdo ou apenas com luz sem
curcumina. Amostras controles ndo receberam nem curcumina nem luz. Microscopia a laser
confocal foi feita para fornecer um melhor entendimento da penetragdo da curcumina através
do biofilme. Os diferentes tempos de pré-irradiagdo ndo mostraram diferencas estatisticas nas
suspengdes de células de Candida spp. Houve uma completa inativacdo das trés espécies de
Candida com a associacdo de 20uM de curcumina apos 5, 10 e 20 minutos de tempo de pré-
irradiacdo. As culturas de biofilmes mostraram reducdo significante na viabilidade celular
com a associacdo de 40uM de curcumina e 20 minutos de pré-irradiacdo. Além disso, as
observacdes da microscopia a laser confocal mostraram diferentes intensidades de emissoes
de fluorescéncia apds 5 e 20 minutos de incubagdo. Os autores concluiram que a fotoativacao
de culturas planctonicas ndo € dependente do tempo de pré-irradiacdo. No entanto, a
dependéncia do tempo de pré-irradiacdo foi observada nas culturas de biofilme e esta difere
entre as espécies avaliadas. Também, as observagdes da microscopia confocal confirmaram a
necessidade de um maior intervalo de tempo para a curcumina penetrar as camadas mais
internas do biofilme.

Najafi et al. (2016), realizaram um estudo in vitro comparando os efeitos
antimicrobianos do digluconato de clorexidina (2%), curcumina (Smg/ml), da luz LED
(120J/cm?) e do LED + curcumina (120J/cm? + 2,5mg/ml) sobre a espécie Aa. Todos os
tratamentos apresentaram uma boa atividade antimicrobiana, sendo a clorexidina a que
apresentou melhores resultados, seguidos pela curcumina associada ao LED, a curcumina
sozinha e por fim o LED sozinho. Todos os grupos mostraram diferencas estatisticamente
significantes, exceto para o grupo do LED sozinho. Os autores concluiram que a curcumina é
uma substancia eficaz na prevencao do crescimento da Aa, cujo impacto € reforcado quando

utilizado simultaneamente com a luz.
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Aplicacio da curcumina em modelos experimentais

Estudos pré-clinicos em animais tém sido realizados para avaliar a acdo da
curcumina nos tecidos periodontais e sua influéncia no controle da inflamagao (Guimaraes et
al., 2011; Zhou et al., 2013; Correa et al.; 2016).

Guimardes e colaboradores em 2011, avaliaram a acdo da curcumina sobre o0s
tecidos periodontais em periodontite experimental em ratos. A doenca periodontal foi
induzida em 60 ratos, a partir da insercdo de ligaduras ao redor dos primeiros molares
inferiores. Os animais foram divididos em 6 grupos:1) sem ligadura; 2) s6 ligadura; 3)
30mg/kg de curcumina sem ligadura; 4) 30mg/kg de curcumina com ligadura; 5) 100mg/kg
de curcumina sem ligadura e 6) 100mg/kg de curcumina com ligadura. A curcumina foi
administrada intragastricamente por 15 dias. A reabsorcdo Ossea foi avaliada por
microtomografia computadorizada e o padrdo inflamatério foi avaliado por estereometria.
Para determinar a expressdo de IL-6, TNF-a e sintese de prostaglandinas E> (PGE2) no tecido
gengival foram feitos testes de ELISA e qPCR. A reabsorcio dOssea foi efetivamente induzida
no periodo experimental, mas nao foi afetada por qualquer uma das doses de curcumina. A
curcumina mostrou uma redugdo efetiva no infiltrado de células inflamatdrias e aumento no
contetido de coldgeno e no nimero de células fibroblasticas. No entanto, a reabsor¢do Ossea
nio foi afetada pela administracdo de curcumina, que também ndo modulou de forma
marcante a expressdo de RANKL nos tecidos gengivais.

Zhou et al. (2013), avaliaram se a administragdo intragéstrica de curcumina pode
inibir a inflamacao e a reabsor¢do Gssea alveolar em periodontite experimental induzida por
ligadura em ratos. Trinta ratos Wistar foram divididos em trés grupos: sem colocacdo de
ligadura e administracdo de solugdo salina; ligadura e solugdo salina e ligadura e curcumina.
Doses de 100mg/kg da curcumina foi administrada diariamente por 30 dias. Apds eutandsia
dos animais, as mandibulas foram coletadas para andlises morfoldgicas, histoldgica e imuno-
histoquimica. Os tecidos gengivais também foram coletados para avaliagdo das citocinas. A
reabsor¢do Ossea foi significativamente maior nos animais onde foram administrados solugao
salina comparado ao grupo que recebeu tratamento com curcumina ou o grupo controle. Além
disso niveis de expressao de RANK, RANK-L, osteoprotegina (OPG), TNF-a e interleucina-6
(IL-6) foram maiores nos animais tratados apenas com solug¢do salina comparado ao grupo
tratado com curcumina ou o grupo controle. Sendo assim, os autores concluiram que a

curcumina pode diminuir a perda dssea alveolar na periodontite experimental induzida em
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ratos via supressao de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-6) e moléculas relacionadas a
osteoclastogénese (RANKL e RANK).

Com o objetivo de investigar o efeito da administracdo continua de resveratrol e
curcumina e a associacdo de ambos na progressdo da periodontite experimental em ratos,
Corréa et al. (2016), utilizaram 40 ratos Wistar que foram divididos nos seguintes grupos de
tratamento: grupo 1— periodontite experimental + placebo; grupo 2 — periodontite
experimental associado ao resveratrol; grupo 3 — periodontite experimental + curcumina e
grupo 4 — periodontite experimental + resveratrol + curcumina. A periodontite foi induzida
nos ratos pela inser¢do de ligaduras de algoddo ao redor dos primeiros molares inferiores e
aplicacdes didrias de solugdo placebo, 10mg/kg de resveratrol, 100mg/kg de curcumina ou
10mg/kg de resveratrol + 100mg/kg de curcumina foram feitas do dia 0 ao dia 30. No final do
periodo experimental os animais foram eutanaziados e as mandibulas foram processadas para
andlises morfométricas de perda éssea e o tecido gengival ao redor dos primeiros molares
foram coletados para quantificagdo de interleucina (IL-1p), IL-4, interferon-gama (IFN-Y) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) usando ensaio de Luminex/MAGPIX. O resultado
morfométrico revelou maior perda dssea no grupo placebo quando comparado com os grupos
resveratrol, curcumina e curcumina associada ao resveratrol. Ndo houve diferenca na perda
Ossea entre os grupos resveratrol, curcumina e curcumina + resveratrol. O ensaio
imunoenzimatico do tecido gengival mostrou uma menor concentracdo de IL-B no grupo
curcumina + resveratrol em comparagdo com o grupo placebo. Valores maiores de IL-4 foram
demonstrados nos grupos resveratrol, curcumina e curcumina + resveratrol em comparagdo
com o grupo placebo. Apenas o grupo resveratrol mostrou uma reducao nos niveis de IFN-Y".
Nao houve diferenca na concentragdo de TNF-a para os quatro grupos. Os autores concluiram
que o resveratrol e curcumina sdo capazes de reduzir a perda dssea alveolar no modelo
experimental de periodontite em animal, quando usados isolados ou em combina¢do um com

0 outro, mas parece ndo mostrar efeitos sinérgicos ou adicionais.

Estudos clinicos da curcumina

Atualmente, alguns trabalhos clinicos t€ém sido publicados utilizando a curcumina
como coadjuvante a terapia periodontal ndo cirdrgica e como fotosensibilizador na TFD
(Bhatia et al., 2014; Hugar et al., 2016; Elburki et al., 2016).

Bhatia et al., (2014), avaliaram a eficacia clinica e microbioldgica da liberacao

local de gel de curcumina 1% como adjunto a RAR no tratamento da periodontite cronica. O
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grupo teste recebeu gel de curcumina a 1% associda a RAR e o grupo controle recebeu apenas
RAR. Os parametros clinicos de IP, SS, PS e NIC foram avaliados e amostras
microbioldgicas foram tomadas no baseline, 1, 3 e 6 meses. O gel de curcumina forneceu
melhoras significantes nos parametros clinicos avaliados e a contagem microbiana mostrou
uma reducado significativa de Pg, Pi, Fn e capnocytophaga ap6s 6 meses quando comparados
com o grupo controle. Dessa forma, os autores concluiram que a aplicacdo de gel de
curcumina a 1% foi mais efetiva na reducdo de periodontopatégenos quando usado como
coadjuvante a RAR no tratamento da periodontite cronica.

Sreedhar er al., (2015), compararam a acdo da curcumina sozinha e como
fotosensibilizador na TFD, como adjunto ao debridamento ultrassonico, com o debridamento
sozinho no tratamento de quinze pacientes com periodontite cronica. O estudo foi de boca
dividia, e cada quadrante recebeu as seguintes modalidades de tratamento: quadrante 1)
debridamento ultrassonico; quadrante 2) Debridamento associado a curcumina em gel (5
minutos de aplicagcdo); quadrante 3) Curcumina (5 minutos) associada ao LED azul (5
minutos de irradiagdo) no dia “0” e quadrante 4) Curcumina (5 minutos) associada ao LED
azul (5 minutos de irradiacdo) nos dias 0, 7 e 21. O debridamento foi realizado em uma unica
sessdo. Os parametros clinicos avaliados foram: IP, SS, sangramento gengival, PS e NIC.
Todos os pardmetros foram avaliados no baseline e 3 meses apds o tratamento. Os sitios com
maiores PS foram selecionados de cada quadrante para amostras bacterianas e cultura para
Aa, Pg e Pi. Os sitios tratados com curcumina associada ao LED, mostrou um efeito
significante na redu¢do dos patdgenos periodontais quando comparados com os sitios tratados
apenas com o debridamento ou com a curcumina sem ativacdo da luz. O estudo mostrou
também que os resultados nos parametros clinicos e microbioldgicos foram melhorados
quando multiplas aplicagdes de TFD foram feitas.

Com o objetivo de avaliar a eficacia da aplicagdo do gel de clorexidina e o gel de
curcumina como adjunto a RAR, Hugar er al., (2016) conduziram 30 pacientes com
periodontite cronica em dois grupos: RAR + gel de clorexidina 0,2% (grupo controle) e RAR
+ gel de curcumina 2%. O desenho experimental foi boca dividida e todos os pacientes foram
tratados com RAR e apds esse procedimento receberam, nos respectivos lados, tratamento
com gel clorexidina e gel curcumina no interior das bolsas periodontais. indice de placa, SS,
PS foram registrados no baseline, 30 e 45 dias apds o tratamento. Os resultados revelaram que
ambos os tratamentos tiveram efeito sobre bolsas periodontais de média a moderada, mas uma
maior redu¢do foi observada no grupo que recebeu o gel de curcumina do que no grupo que

recebeu tratamento com gel de clorexidina. Os autores concluiram que as duas terapias podem
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ser usadas como adjunto a terpaia periodontal ndo cirdrgica, porém o gel de curcuima 2% foi
mais efetivo do que o gel de clorexidina 1% no tratamento de bolsas periodontais médias a
moderadas com uma redug¢do significativa dos parametros avaliados.

Diante do exposto, a curcumina tem mostrado resultados satisfatérios como
antimicrobiano e como agente imunomodulador do processo inflamatério quando associado a
uma fonte de luz, podendo ser utilizada como coadjuvante no tratamento de doencgas

infecciosas como a doenca periodontal.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivos:

Determinar um protocolo de aplicacdo da curcumina como fotosensibilizador na

TFD.

Avaliar, morfometricamente, a a¢do da curcumina na TFD como coadjuvante a
terapia periodontal ndo-cirdirgica no reparo Osseo de dentes acometidos por

periodontite experimental induzida em ratos.

Avaliar a a¢c@o antimicrobiana da curcumina sozinha e associada a uma fonte de luz

sobre o biofilme dentéario.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Fase experimental in vitro

Determinacio da concentracio e tempo de fotosensibilizacao do corante

O fotossensibilizador utilizado nesse estudo foi a curcumina/sacarose. O corante
foi proveniente da empresa farmacéutica PDT Pharma®, Cravinhos, Brasil e consistiu de uma
variagdo molecular da curcumina, a qual na tentativa de melhorar as suas caracteristicas de
solubilidade em dgua e minimizar os efeitos téxicos provocados por solventes organicos,
como o etanol e 0 DMSO, incorporou-se o insumo em sacarose. O saché com o p6 do corante,
continha curcumina/sacarose numa concentracao de 1%.

Dessa forma, no intuito de criar um protocolo para utilizagdo da curcumina como
fotosensibilizador na TFD, foram testadas duas diferentes concentracdes (0,01% e 0,5%) e
dois diferentes tempos de fotoativacdo da curcumina (1 e 5 minutos). Para isso, inicialmente a
curcumina foi diluida em dgua destilada, segundo orienta¢des do fabricante, de forma que se
obtivesse uma concentracdode final de 0,01% e 0,5%. Uma vez diluida a curcumina, a
solucdo foi acondicionada em frascos ambar envoltos em papel aluminio para que nao
sofressem influéncia da luz ambiente.

Para determinacdo da concentra¢do do corante e tempo de fotoativacdo, a andlise
foi feita in vitro sobre cepas de Pg (Strain ATCC BAA-308/W83). Estas estavam
criopreservadas a - 80°C e foram inoculadas em meio 4gar Brucella (Acumedia®)
suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro (New Prov®), 0,2% de extrato de
levedura (Acumedia®), Sug/mL de solu¢do de hemina (Sigma®) e 1ug/mL de solucio de
vitamina K (Sigma®), seguindo-se de incubacdo em cAmara de anaerobiose (Plas Lab®) em
atmosfera de 85% N2, 5% de CO2 e 10% H: a temperatura de 37°C, por 4 dias.

Apo6s o desenvolvimento das colonias bacterianas, essas foram transferidas para
tubos contendo 10ml de Caldo Infusdo de Cérebro e Coracio (BHI) (Acumedia®)
suplementado com 0,6% de extrato de levedura, Sug/mL de hemina e 1pg/mL de vitamina K.
Ap6s trés dias de incubacdo em anaerobiose, aliquotas de 100ul do caldo contendo o micro-
organismo foram inoculadas em uma placa de cultura de 96 pogos preta (Brand®) juntamente

com 100ul de meio puro. A placa foi entdo incubada em camera de anaerobiose por mais 18

horas.
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ApOs esse tempo, as seguintes amostras foram aplicadas na placa: somente Pg
(C*), clorexidina a 0,2%, curcumina a 0,01% por 1 minuto, curcumina a 0,01% por 5 minutos,
curcumina a 0,5% por 1 minuto e curcumina a 0,5% por 5 minutos. Aliquotas de 50ul de cada
amostra foram inoculadas em triplicata nos pogos (Figura 3).

Nos pogos que continham a curcumina, inicialmente aguardou-se um tempo de 1
minuto de pré-irradiacdo e em seguida a luz foi incidida por 1 e 5 minutos nos respectivos
pocos. Apods realizacdo dessa fase experimental a placa foi preparada para quantificacdo

bacteriana no qPCR real time.

Figura 3 — Desenho esquematico representando a fase experimental in vitro da determinagdo da concentragdo e
tempo de fotoativagdo do corante.

1'/0,01% 5'/0,01%

CLX 0,2%

1'/0,5% 5'/0,5%

4.2 Fase experimental in vivo

4.2.1 Animais

O estudo incluiu trinta e quatro ratos Wistar, machos, com idade de doze semanas
e pesando de 300-350g, adquiridos do CEMIB-Unicamp (Centro Multidisciplinar para
Investigacio Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério). Os animais foram
acondicionados no biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP-UNICAMP) e

mantidos em gaiolas pldsticas com acesso a comida e agua ad libitum. Antes dos
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procedimentos cirdrgicos, os animais passaram por um periodo de 5 dias para a aclimatagcdo
ao ambiente do laboratério a uma temperatura de 22°C a 24°C. Todos os procedimentos
executados estavam de acordo com as normas €ticas regidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentagio

Animal (CEEA) - IBUNICAMP sob o protocolo de nimero 2727-1 (Anexo 1).

4.2.2 Delineamento do estudo

Dos trinta e quatro animais utilizados no experimento, trinta receberam, no
baseline, ligaduras em um dos primeiros molares inferiores para indugdo da periodontite
experimental. Os outros quatro animais ndo receberam ligadura e nenhum tipo de tratamento,
sendo alocados no grupo controle negativo (CN). Todos os animais foram eutanasiados 14

dias ap6s a indugdo da doenca periodontal (Figura 4).

Figura 4 — Delineamento do estudo.

Baseline 7 dias 14 dias
Inducdo da doenga Remogio das ligaduras Eutanasia
periodontal e aplicagao das terapias

4.2.3 Inducao da periodontite experimental

Os animais foram inicialmente pesados para o cdlculo da correta dosagem do
anestésico geral a ser administrada. Os animais foram anestesiados por meio da administracao
intramuscular de ketamina (Iml/kg) (Dopalen®; Vetbrands LTDA, Jacarei, SP, Brasil) e
cloridrato de xylasina (0,3ml/kg) (Virbaxil®; Virbac do Brasil Inddstria e Comércio LTDA,
Roseira, SP, Brasil).

Ap6s anestesia, os animais foram posicionados em aparato de Doku modificado
(Doku, 1966) e os maxilares dos animais foram mantidos abertos por meio de bandas eldsticas
presas aos incisivos inferiores e a lingua tracionada com o auxilio de um fio de algodao

espesso. Em seguida, um espacador endoddntico modificado foi introduzido entre o 1° e o 2°
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molares inferiores, em um dos lados, escolhido por sorteio, para que fosse obtido um espaco
entre os dentes para posterior insercao das ligaduras de algoddo (fio de algodao n° 10, Coats
Corrente, Sao Paulo, BR). As ligaduras foram colocadas no baseline, ao redor dos primeiros
molares inferiores, de forma que ficassem posicionadas o mais subgengival possivel, com o
objetivo de favorecer o acimulo de biofilme (Jonhson, 1975). Para fixacdo das ligaduras

foram feitos trés nds simples voltados para mesial.

4.2.4 Divisao dos grupos e aplicacao das terapias

Sete dias apds a inducdo da doenca periodontal os animais foram anestesiados e

dividos nos seguintes grupos:

e Doenca periodontal (n = 8)

Os animais alocados nesse grupo, tiveram suas ligaduras removidas sete dias apds
a indugdo da doenca periodontal e as mesmas foram coletadas e transferidas para microtubos
de plastico (Eppendorf AG®, Hamburg, Alemanha) contendo 450ul de solugdo fluida
reduzida de transporte (RTF) (Syed & Loesche, 1972) para andlise microbioldgica.

e RAR(n=238)

Uma vez removidas as ligaduras dos dentes dos animais pertencentes a esse
grupo, a RAR foi realizada com o auxilio de curetas manuais Gracey Mini-Five 11/12 e 13/14
(Hu-Friedy®, Chicago, IL, EUA), ao redor de todo o dente, de forma que todo depésito de
biofilme e/ou célculo fosse removido. As ligaduras desse grupo, apds removidas, foram

descartadas.

e RAR+TFD (n=38)

Nos molares que receberam tratamento com RAR + TFD, inicialmente foi feito a
aplicacdo da terapia fotodinamica sobre a ligadura, no intuito de remové-las posteriormente

para anédlise microbioldgica. O seguinte protocolo foi adotado para realizagdao da TFD:
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Fotossensibilizador

Como determinado anteriormente o fotossensibilizador utilizado no estudo foi a
curcumina/sacarose a 0,01%. Uma vez diluida a curcumina, a solucdo foi acondicionada em

frascos ambar envoltos em papel aluminio para que nao sofressem influéncia da luz ambiente.

Fonte de luz

O equipamento utilizado nesse experimento como fonte de luz foi um aparelho
tipo LED (Optilight Max, Gnatus®, Ribeirdo Preto/SP, Brasil). O aparelho possuia uma ponta
de fibra optica que emitia luz azul com comprimento de onda de 450nm, poténcia de 310mW

e poder de densidade de 122,04mW/cm?.

Nos dentes tratados com RAR + TFD, inicialmente com o auxilio de uma gaze,
realizou-se um isolamento relativo na regido lingual dos primeiros molares ligados a fim de
que ndo houvesse escoamento do fotosensibilizador para o lado antagonista ou que 0 mesmo
fosse deglutido pelo animal. Em seguida, 150ul da solucdo de curcumina a 0,01% foram
aplicadas sobre a ligadura de forma que essa fosse totalmente embebida pelo corante.
Aguardou-se um tempo de pré-irradiacdao de 1 minuto do produto e apds esse periodo, a luz do
LED foi incidida sobre a ligadura por mais 1 minuto para que ocorresse a fotoativagdo do
fotosensibilizador. Em seguida a ligadura foi removida e colocada em microtubos contendo
450ul de RTF para analise microbioldgica.

Ap6s remocao da ligadura foi realizada a raspagem e alisamento radicular com o
auxilio de curetas manuais Gracey Mini-Five 11/12 e 13/14 (Hu-Friedy®, Chicago, IL, EUA)
e posteriormente foi realizada mais uma aplica¢do da terapia fotodindmica primeiro com 1

minuto do corante no sulco gengival, seguida da irradiagcdo da fibra de luz por mais 1 minuto.

e Curcumina (n=6)

Nos dentes que receberam tratamento somente com curcumina, inicialmente
realizou-se um isolamento relativo na regiao lingual dos primeiros molares ligados com uma
gaze a fim de que ndo houvesse escoamento do fotosensibilizador para o lado antagonista ou
que o mesmo fosse deglutido pelo animal. Em seguida, 150ul da solugdo de curcumina a
0,01% foram aplicadas sobre a ligadura de forma que essa fosse totalmente embebida pelo

corante. Aguardou-se um tempo de acdo de 1 minuto do produto e apds esse periodo as
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ligaduras foram removidas e colocadas em microtubos contendo 450ul de RTF para anélise
microbioldgica. Apds remogdo da ligadura foi realizada uma nova aplica¢do da curcumina no
interior do sulco gengival por 1 minuto e em seguida o excesso do corante foi removido com

uma gaze.

4.2.5 Eutanasia dos animais

Sete dias ap6s a realizaciao dos tratamentos os animais que receberam tratamento e
os pertencentes ao grupo CN foram submetidos a anestesia geral através de inje¢do
intramuscular de 1ml/kg de ketamina (Dopalen®; Vetbrands LTDA, Jacarei, SP, Brazil) e 0,3
ml/kg de cloridrato de xylazina (Virbaxil®; Virbac do Brazil Inddstria e Comércio LTDA,
Roseira, SP, Brazil) e eutanasiados por decaptacdo. As mandibulas foram removidas e

separadas em sua sinfise e todo o tecido mole ao redor das hemimandibulas foi retirado.

4.3 Preparo das mandibulas para analise morfométrica

As hemimandibulas foram imersas em solu¢do de hipoclorito de sédio a 8%, por 4
horas para que todo residuo de tecido mole fosse removido. Em seguida, as pecas foram
lavadas em 4gua corrente e secas. Posteriormente, as mesmas foram mergulhadas em solucao
de azul de metileno a 1% (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, USA) por 1 minuto, no intuito
de demarcar a juncdo cemento-esmalte, e em seguida lavadas em dgua corrente para remog¢ao

do excesso do corante.

4.4 Avaliacdo morfométrica

Fotografias foram feitas com uma camera digital de 6.1 megapixel (EOS 40D;
Canon®, New York, NY, USA) que foi colocada em um tripé para manter a cAmera paralela
ao chdo na distancia focal minima. Os espécimes foram fixados em cera de forma que seus
planos oclusais ficassem paralelos ao chao e perpendicular ao longo eixo da camera. As
fotografias das faces vestibulares foram feitas em ambos os lados, teste e controle. Para
validar as conversdes de medida, todas pecas foram fotografadas ao lado de uma régua
milimetrada.

O software Image]® foi usado para avaliar a perda Gssea alveolar na face

vestibular dos primeiros molares inferiores, medindo a distancia da juncdo cemento-esmalte a
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crista Ossea, a partir da metade de cada raiz (Figura 5). A média da altura dssea alveolar de

cada dente foi calculada.

Figura 5 — Imagem ilustrando a medida morfométrica. Linhas verticais nas raizes mostram as medidas lineares da
jungdo cemento-esmalte (JCE) a crista éssea (CO).

4.5 Calibracao da Examinadora

Para avaliar a calibracdo da examinadora, previamente as leituras finais, foi
realizada a correlagdo intraclasse das medidas de reabsorcdo. Dez imagens referentes a
reabsor¢do foram aleatoriamente selecionadas e suas medicOes foram realizadas duas vezes

dentro de 24 horas. A correlagdo intraclasse mostrou 96% de reprodutibilidade.

4.6 Cultura dos micro-organismos totais

As ligaduras que foram coletadas dos dentes onde sé foram induzidas a doenga
periodontal e dos dentes que receberam os tratamentos com TFD e curcumina, foram agitadas
em vortex por aproximadamente 2 minutos para que houvesse o total desprendimento do
biofilme da ligadura e sua dispersdo. Em seguida, com auxilio de uma pipeta, 50ul da
suspensdo foram retirados e diluidos em série decimal de 10! a 10 em eppendorfs contendo
450ul de RTF. Posteriormente, aliquotas de 25ul de cada uma das dilui¢des foram inoculadas

em triplicata diretamente na superficie do meio de cultura dgar sangue (Brucella Agar with
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Hemin and Vitamin - Sigma cat#B2926 - suplementados com 5% de sangue desfibrinado de
carneiro). As placas foram entdo incubadas a 37°C, em camara de anaerobiose (atmosfera de
80% N2, 10% de CO2 e 10% Hz) por 48 horas, para posterior contagem das unidades
formadoras de coldonias (UFC) no contador manual (Contador de coldénias CP 600 -

Phoenix®).

4.7 Analise estatistica

Para anélise da atividade antimicrobiana da TFD e da curcumina sobre o biofilme
dentério, inicialmente, a fim de promover a normalizacdo dos dados, a andlise estatistica foi
feita com os dados transformados em logio. Isso significa dizer que a cada 1 log de reducao
houve uma redu¢do microbiana de 10 vezes. Reducdo a partir de 1 log foi considerada com
significancia bioldgica. Para determinar se houve diferenca entre os grupos de tratamento,
utilizou-se o teste ANOVA one way/Tukey.

Para andlise morfométrica, médias representativas de cada animal foram obtidas
apos os dados serem adquiridos. Os dados de reabsor¢do Ossea alveolar foram inicialmente
avaliados quanto a homogeneidade pelo teste de Shappiro-Wilk. Tendo detectado a
homogeneidade, para andlise intergrupo foi utilizado o teste ANOVA one way/Tukey.

O programa estatistico utilizado para realizacdo das anlises foi o BioStat 5.0%° e o

nivel de significncia adotado em todas as andlises foi de 5%.
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S RESULTADOS

5.1. Concentracao e tempo de fotoativaciao do corante

Na determina¢@o da melhor concentracio e tempo de fotoativagdo da curcumina,
foi possivel observar que tanto a clorexidina a 0,2% e todas as concentracdes e tempo de
ativacdo testados foram efetivos na redugdo bacteriana, mostrando uma diferenca significativa
quando comparados com a amostra contendo apenas a bactéria (p < 0,01). Diferencas
significativas também foram observadas entre as diferentes concentracdes e tempo e a
clorexidina (p < 0,01), mostrando um resultado positivo para a clorexidina. No entanto, ndo
foi possivel observar diferencas estatisticas entre as diferentes concentracdes e tempo de
fotoativagdo da curcumina (p = 0,08).

Diante disso, uma vez que a concentracdo de 0,01% e o tempo de fotoativacao de
I minuto foi suficiente para reduzir efetivamente a contagem bacteriana de Pg, esse foi o

protocolo adotado para realizacdo do presente estudo.

Grafico 1 — Grafico representativo da reducido dos niveis bacterianos de Pg (logw) nas diferentes
concentracoes e tempo de ativacdo da curcumina. Clorexidina (CLX 0,2%), curcumina a 0,01% por 1
minuto (1°/0,01%), curcumina a 0,5% por 1 minuto (1°/0,5%), curcumina a 0,01% por 5 minutos
(5°/0,01%), curcumina a 0,5% por 5 minutos (5°/0,5%). Letras distintas indicam que ha diferenca
estatistica intergrupo (p < 0,01). Letras iguais indicam que nao ha diferenca significante intergrupo (p =
0,08).
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5.2 Avaliacao morfométrica e microbiolégica

Na avaliagdo morfométrica de todas as terapias testadas e nos dentes que
receberam somente ligadura (DP), apds 14 dias de estudo, foi possivel observar uma area de
reabsor¢do dssea alveolar provocado pela induc¢ido da doenca periodontal. Nas mandibulas que
nao receberam nenhum tipo de tratamento (CN) a média da distdncia da jungcdo cemento-
esmalte a crista 6ssea foram significativamente menores (p < 0,05) quando comparados aos
animais que receberam somente ligadura e nos grupos que receberam ligadura e tratamento,
refletindo assim a efetividade do modelo de periodontite induzida por ligadura aplicada nesse

estudo (Figura 4).

Figura 4 — Imagens representativas ilustrando os achados morfométricos dos grupos: a) controle negativo
(CN); b) doenca periodontal (DP); ¢) raspagem e alisamento radicular (RAR); d) raspagem e alisamento
radicular + terania fotodinAmica RAR + TFD) e e) curcumina (CUR).




54

Entre os dentes que receberam somente ligadura e os tratados, houve também uma
diferenca estatistica significativa (p < 0.05), mostrando que todos os tratamentos utilizados no
estudo foram capazes de promover reparo 6sseo. Contudo, ndo foram verificadas diferencas
no padrio de reabsor¢do alveolar em todos os grupos de tratamento indicando que ndo houve
um beneficio adicional nos dentes tradados com RAR + TFD ou curcumina quando

comparados com a RAR sozinha (Tabela 1).

Tabela 1: Média e desvio padrao da perda 6ssea (mm) para os grupos de tratamento, doenca e controle negativo

Grupos Perda é6ssea
CN 0,41+0,06A
DP 0,78+0,07B
RAR 0,70+0,12C
RAR + TFD 0,73+0,05C
CUR 0,71+0,06C

Letras maiusculas distintas indicam que ha diferenca estatistica intergrupo. Letras
maiulsculas iguais indicam que ndo ha diferenca significante intergrupo
(ANOVA/Tukey one way, p<0.05).

Na quantificacdo da eficiéncia antimicrobiana dos tratamentos com TFD e
curcumina sobre o biofilme dentério, observou-se que somente os dentes que receberam a
TFD mostraram um resultado antibacteriano significativo sobre os microrganismos totais
(Grifico 2).

Nos dentes tradados com a TFD foi observada uma média de reducdo de 94% da
contagem bacteriana quando comparados ao grupo doencga periodontal (p < 0,01). Com a
curcumina, entretanto, houve uma reducdo apenas de 11% da contagem microbiana, nao
sendo possivel observar uma redugdo significativa na contagem dos microrganismos totais
quando comparado aos dentes onde s6 foram induzidas a doenca periodontal (p > 0,05)
(Griéfico 3).

Sendo assim, considerando o nimero de molares que responderam positivamente
ao tratamento, a TFD mostrou-se mais eficaz do que o tratamento com a curcumina sozinha (p

<0,0001).



Grafico 2 - Grafico representativo das médias e desvio padrido da redugio bacteriana nos grupos doencga
periodontal (DP), curcumina (CUR) e terapia fotodinamica (TFD) (Ioglo). *p <0,01
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Grafico 3 - Grafico representativo das porcentagens da redugdo bacteriana nos grupos Terapia
fotodinamica (TFD) e curcumina (CUR). *p < 0,0001
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6 DISCUSSAO

A necessidade de procedimentos coadjuvantes a terapia periodontal convencional
parece promover uma mobiliza¢do cientifica em busca de alternativas eficazes (Rosling et al.,
1986; Wennstrom, 1987; 1997; Veronica & Bissada, 1998; Ciancio, 1998; Van Steenberghe
et al., 1999). Embora o uso de antimicrobianos seja uma alternativa adjuvante eficiente na
terapia periodontal ndo-cirtrgica, seus efeitos colaterais muitas vezes os impedem de serem
utilizados a longo prazo. Tendo em vista a efetiva acdo antimicrobiana da TFD (Sarkar &
Wilson, 1993; Komerik et al., 2000; Chan & Lai, 2003; Almeida et al., 2007; Qin ef al.,
2008a,b; Polansky et al., 2009), essa parece ser uma estratégia terapéutica alternativa
promissora para utilizagdo no controle do biofilme bucal, com minimos efeitos colaterais
locais e sist€micos. Sendo assim, o presente estudo avaliou a acdo da TFD na redugdo
microbiana, utilizando como protocolo a curcumina/sacarose a 0,01% como fotosensibilizador
e a acdo dessa terapia como coadjuvante a RAR na reabsorcdo ¢ssea de dentes acometidos por
periodontite experimental em ratos.

O sucesso da TFD na eliminacdo de microrganismos o indica como uma terapia
para infec¢des microbianas localizadas, como a doenga periodontal (Jori, 2006; Komerik &
MacRobert, 2006). Ainda ndo hd um consenso na literatura acerca de um protocolo ideal para
uso da TFD em Periodontia. A grande diversidade de trabalhos com diferentes metodologias
tem mostrado uma grande variabilidade nos resultados. Portanto, pesquisas de novas
substancias fotossensibilizadoras que possam ser utilizadas nos procedimentos de TFD com
finalidade de potencializar o efeito antimicrobiano sobre o biofilme periodontal se fazem
necessarias.

Nos dltimos anos, um nimero crescente de estudos tem confirmado o potencial
terapéutico da curcumina, como seu efeito anti-inflamatério, antioxidante, antibacteriano,
antifiingico e antitumoral (Richards et al., 1999; Haukvik et al., 2009). Nos resultados
microbioldgicos apresentados nesse estudo, o tratamento apenas com a curcumina nao foi
eficiente na redugdo bacteriana. No entanto, quando associada a uma fonte de luz esse
resultado foi significativamente efetivo. Isso mostra que o efeito bactericida da curcumina s6
¢ acentuado quando utilizada em associa¢do com a luz, como confirmado por outros estudos
(Dahl et al., 1994; Chignell et al., 1994; Wilson & Mia, 1994; Cavalcante et al., 2009).

Resultado semelhante também foi observado por Araujo et al., (2012b) quando
avaliaram a suscetibilidade de culturas planctonicas de S. mutans e L. acidophilus a terapia

fotodindmica apds sensibilizacdo com curcumina e exposi¢do a luz LED azul, com
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comprimento de onda de 450nm. Quatro diferentes grupos foram analisados: sem nenhuma
terapia (grupo controle), aplicacdo apenas da curcumina (grupo da droga), aplicacdo apenas
da luz (grupo da luz) e o grupo que recebeu tanto a luz quanto a droga (grupo da TFD). Duas
diferentes concentragdes de curcumina foram testadas (0,75 and 1,5g/L) associado com uma
LED com 5,7 J/cm? de densidade de energia. Diminuicdes significativas na viabilidade de S.
mutans foram observadas apenas nas suspensdes bacterianas que foram expostas ao grupo da
TFD.

Em um outro trabalho Aratjo et al., (2012a), avaliaram a susceptibilidade geral de
patégenos da saliva de 13 pacientes na TFD apds sensibilizacio com cucumina (5 min) e
exposi¢do a luz azul de 450nm (5 min). Os seguintes grupos foram analisados: 1) grupo
controle — sem luz nem curcumina; 2) grupo curcumina — tratado apenas com a curcumina €
3) grupo TFD — tratado com luz e curcumina. As amostras de saliva foram coletadas para
contagem bacteriana no baseline e apés a fase experimental. Apds contagem das unidades
formadoras de coldnias observou-se que houve uma diferenca considerdvel entre os dois
grupos experimentais com relagdo a efetividade da redugdo bacteriana. No grupo sé
curcumina, a reducdo na contagem bacteriana foi consideravelmente menor (9%) do que no
grupo TFD, que teve 68% de declinio bacteriano; mostrando uma reducio significante da
populacdo bacteriana apenas no grupo da TFD.

Da mesma forma, Tonon et al. (2015), avaliando o efeito da curcumina sozinha e
associada a luz azul sobre cepas de S. mutans observaram que o uso da curcumina sozinha
obteve uma leve redu¢do na contagem desses microrganismos enquanto que quando associada
ao LED houve uma redu¢@o maior do que 70%.

O presente estudo confirmou também a efetividade do modelo de indugdo de
periodontite por intermédio de ligaduras, mostrando diferencas significativas (p < 0,05)
quanto ao padrdo de reparo do osso alveolar na regido dos primeiros molares inferiores do
grupo CN quando comparado aos grupos em que s6 houve inducdo da doenca e os grupos de
tratamento.

O método utilizado nesse estudo para avaliagdo da perda dssea, foi a analise
morfométrica. Essa metodologia j4 é bem aceita na literatura, mostrando resultados
semelhantes ao encontrados pela histometria; atualmente, a técnica padrdo-ouro para
avaliacdo de perda dssea em animal (Fernandes et al., 2007; Souza et al., 2011; Calisir et al.,
2016). Isso foi mostrado por Fernandes et al., (2007), onde os autores realizaram um trabalho
comparando os dois métodos de avaliacdo da perda dssea alveolar na doencga periodontal

experimental induzida por ligadura em ratos. Os resultados mostraram que ndo houve
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diferencas estatisticas entre os dois métodos na detec¢do da altura 6ssea. O estudo contribuiu
para o entendimento de que o uso de analises morfométricas podem ser uma alternativa por
ser mais rapido, mais facil e mais barato, particularmente quando a proposta € apenas o estudo
da perda Gssea.

Morfometricamente, tanto a RAR + TFD quanto a RAR sozinha e a curcumina
mostraram uma capacidade de reducdo da perda Ossea alveolar, porém sem diferenca
significativa entre os grupos (p > 0,05). A TFD pode favorecer o processo de reparo quando
associado com terapia a laser de baixa poténcia, que tem como vantagem promover a
biomodulacdo no tecido a ser raparado e reduzir a inflamagdo do tecido periodontal (Qadri ef
al., 2005). No presente estudo, a utiliza¢do da curcumina sozinha e da curcumina associada ao
LED, pode ter apresentado um efeito imunomodulador do processo inflamatorio.

Isso ja foi mostrado por Carvalho e colaboradores (2011), que afirmaram que a
acdo da ativacdo do fotosensibilizador por uma fonte de luz ndo é apenas sobre os
microrganismos, mas também sobre a imunomodulag¢do da resposta inflamatéria, constatada
pelos autores na reducdo do nimero de neutréfilos e da expressio de TNF-a. Lima er al.
(2004), por sua vez, verificaram a relagdo direta na produciao de TNF-a e a reabsor¢ao do osso
alveolar de dentes de ratos com periodontite induzida. A utilizacdo nesse trabalho de um
protocolo com curcumina/sacarose a 0,01% talvez possa ter agido como imunomodulador do
processo inflamatério e foi capaz de reduzir o padrao de reabsorcdo Ossea alveolar deste
modelo de periodontite induzida em ratos, retardando, dessa forma, a evolugdo da
periodontite.

No entanto, a associacdo da TFD a RAR ndo mostrou um resultado superior ou
beneficio adicional ao apresentado pela raspagem e alisamento radicular sozinha. Esse
resultado difere de alguns trabalhos ja publicados na literatura. Almeida et al., (2007, 2008),
no intuito de avaliar a acdo da TFD na reducdo da perda Gssea alveolar decorrente de
periodontite, demonstraram a ocorréncia de menos perda dssea em animais tratados com esse
RAR + TFD quando comparados a RAR e ao grupo que recebeu tratamento apenas com o
fotosensibilizador (azul de metileno e azul de toluidina), nos periodos de avaliacdo de 7, 15 e
30 dias.

Da mesma forma, De Oliveira et al., (2016), mostraram uma diferenca
estatisticamente significantes na perda dssea alveolar favordvel para o grupo RAR+TFD
quando comparado com a RAR sozinha. E 0 ganho na porcentagem do tecido dsseo foi maior

no grupo RAR + TFD nos 3, 7 e 15 dias de avaliacao.
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Uma das possiveis razdes para o resultado encontrado nesse estudo pode ser o
nimero de episédios de aplicagdes da TFD utilizado e o tempo de acompanhamento. O
presente trabalho utilizou um protocolo fazendo apenas uma unica aplica¢do da TFD apds a
RAR e um acompanhamento de apenas sete dias. Christodoulides et al. (2008) e Chondros et
al. (2009) num desenho de estudo semelhante em pacientes com periodontite crdnica,
investigaram o efeito da TFD como adjuvante no tratamento periodontal convencional ndo
cirdrgico. Avaliaram as caracteristicas clinicas e microbioldgicas de 24 pacientes e ambos
acharam que nio houve melhorias estatisticamente significantes na adi¢do da TFD utilizando
um Unico episddio de aplicacdo, mas resultou numa diminui¢cdo do sangramento a sondagem
em compara¢do com a raspagem e alisamento radicular sozinho.

Lulic et al., (2009), em um estudo clinico com pacientes em fase de manutencao
periodontal, revelaram que sessdes adicionais de TFD (5 sessdes) apds terapia ndo-cirurgica,
forneceram beneficios adicionais nos resultados clinicos em bolsas residuais até 6 meses apos
a aplicacdo da terapia, suportando o uso de repetidas doses de TFD. Da mesma forma,
Moreira et al, (2015), mostraram que ap0s a aplicagcdo de quatro sessdes de TFD associadas a
RAR, houve beneficios clinicos, microbioldgicos e imunolégicos no tratamento de bolsas
periodontais profundas em pacientes com periodontite agressiva. Pode-se especular que os
efeitos de uma udnica dose de TFD ap6s a RAR e o acompanhamento de apenas sete dias,
como realizado nesse estudo, pode ndo ser suficiente para contribuir em resultados superiores
ao encontrado pelo tratamento padrdo-ouro da periodontite, a RAR.

A auséncia de um protocolo ideal para uso da TFD torna dificil chegar a uma
conclusdo definitiva sobre a real eficicia da TFD como coadjuvante 8 RAR. Embora a TFD
traga beneficios adicionais a curto prazo, sdo necessarios mais estudos clinicos, controlados e
randomizados que comprovem essa eficdcia da TFD como coadjuvante a terapia periodontal
ndo cirurgica a longo prazo.

O sucesso da TFD é baseado em alguns fatores tais como o tipo, concentragao,
tempo de pré-irradiagdo e irradiacdo do fotosensibilizador, bem como o tipo de fonte de luz e
dosagens. O protocolo proposto nesse estudo, utilizando uma solu¢do de curcumina a 0,01%,
como agente fotossensivel associado a um LED de luz azul, mostrou uma boa efetividade
sobre o biofilme dental e no reparo do tecido 6sseo, porém mais estudos metodolégicos sao
necessdarios com a finalidade de avaliar a concentracdo inibitéria minima da curcumina
fotoativada sobre as bactérias do biofilme periodontal, o nimero de aplicacdes da terapia, o
tempo de fotoativacdo necessdrio para maxima acdo antimicrobiana da droga, assim como

tempo necessdrio de pré-irradiacdo da droga sobre o biofilme para que sua méxima
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efetividade seja obtida e assim possa elucidar melhor seus efeitos no controle da infecg¢ao,

permitindo assim sua aplicag@o na pratica clinica de forma mais segura.
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7 CONCLUSAO

II.

III.

Dentro dos limites do presente estudo, pode-se afirmar que:

O protocolo utilizando a concentragdo de 0,01% e o tempo de fotoativagdo do
corante por 1 minuto, foi suficiente para reduzir efetivamente a contagem

bacteriana de Pg.

A utilizagdo da curcumina como fotosensibilizador na TFD, mostrou-se eficaz na

redugdo da contagem bacteriana.

Embora a curcumina sozinha e associada a uma fonte de luz, quando utilizada
como coadjuvante a RAR, tenha sido eficiente no reparo do tecido Osseo, nao
mostrou resultados superiores ou sinérgicos quando comparados com a RAR

sozinha.
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