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EPIGRAFE

“Veni, vidi, vici.”

Caio Julio Cesar, Lider militar e Consul romano.



FERRO-ALVES, ML. Efeito fotodindmico da curcumina no tratamento da periodontite
induzida em ratos: Estudo histométrico. 2013. 30 f. Trabalho de Conclusao de Curso -
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2013.

Resumo
O objetivo do presente estudo foi avaliar do ponto vista histométrico a influéncia da
Curcumina como agente fotossensibilizador associada a irradiacdo com LED na aPDT(terapia
fotodindmica antimicrobiana), para o tratamento da periodontite experimentalmente induzida
em ratos. Noventa e seis animais foram submetidos a indugdo da periodontite via instalacao
de um fio de algodao ao redor dos primeiros molares inferiores, o qual foi mantido durante 7
dias. A seguir os animais foram separados aleatoriamente em 4 grupos com 24 animais cada
um, que receberam os seguintes tratamentos: G1 (n=24) - representado por animais que nao
sofreram nenhum tratamento local; G2 (n=24) — irrigagao com solu¢ao da Curcumina(40uM);
G3 (n=24) — irradiagdo com LED (Light emitting diode); G4 (n=24) — irrigagcdo com solucao
de Curcumina(40uM) seguido da irradiacdo com LED. Os tratamentos locais foram realizados
7 dias apos a indugdo da periodontite. O LED, que foi utilizado no presente estudo para a
realizagdo da aPDT, ¢ um emissor semicondutor de Nitridio de Indio e Gélio (InGaN), com
comprimento de onda de 465 a 485nm e irradiancia de 600mW/cm?. A irradiagdo com LED
foi realizada durante 60 segundos na face vestibular dos primeiros molares inferiores do lado
esquerdo. O tratamento com LED no G4 foi realizado apds 60 segundos da irrigacdo com o
fotossensibilizador curcumina. Os animais, em nimero de 8 para cada grupo/tempo, foram
eutanasiados nos intervalos de 7, 15 e 30 dias apos os tratamentos. Apds a eutanasia os
espécimes foram submetidos ao processamento histoldégico e corados com a técnica da
hematoxilina e eosina. Foi realizada a avaliacdo histometrica da PO na regido de furca dos
primeiros molares inferiores do lado esquerdo. Os dados da perda 6ssea foram submetidos a
analise estatistica com nivel de significincia de 5% (Anova e Teste Tukey). Na andlise
observou-se que houve maior perda dssea alveolar na regido da furca no G1 aos 15 (2,05
+0,17) e aos 30 dias (1,81 +£0,64), quando comparados aos animais dos grupos G2 (0,55
+0,21;0,82 +0,39), G3(1,14 +0,39; 0,67 £0,52) e G4 (0,97 £0,58; 0,66 +£0,29) respectivamente
(p<0,01). Aos 7 dias houve menor perda 6ssea alveolar apenas nos animais do G4 (0,8 +0,62)
quando comparado aos do Gl (1,49 +0,71) (p<0,01). Diante dos resultados do presente
estudo, e com os parametros utilizados, pode-se concluir que a aPDT utilizando o LED como
fonte de luz e a Curcumina como fotossensibilizador parece ser um tratamento promissor para

o controle da PO alveolar na periodontite induzida experimentalmente em ratos.



FERRO - ALVES , ML . Curcumin photodynamic effect in the treatment of induced
periodontitis in rats: a histometric study . In 2013 . 30 f. Completion of course work - Faculty

of Dentistry, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2013 .
Abstract

The objective of this study was to evaluate the viewpoint histometric the influence of
curcumin as a photosensitizing agent associated with LED in irradiating APDT (antimicrobial
photodynamic therapy) for the treatment of experimentally induced periodontitis in rats.
Ninety-six animals were subjected to induction of periodontitis installation via a cotton thread
around the first molars, which was maintained for 7 days. Then the animals were randomly
divided into 4 groups of 24 animals each, which received the following treatments: G1 (n =
24) - represented by animals suffered no local treatment G2 (n = 24) - irrigation solution
curcumin (40uM) , G3 (n = 24) - irradiation with LED (Light emitting diode) , G4 (n = 24) -
irrigation with a solution of curcumin (40uM) followed by irradiation with LED. Local
treatments were carried out 7 days after the induction of periodontitis. The LED, which was
used in this study to achieve the APDT is a semiconductor emitter of indium gallium
nitridium ( InGaN ) with a wavelength of 465 to 485nm and irradiance of 600mW/cm 2. The
LED irradiation was performed for 60 seconds in the buccal surface of the first lower molar
on the left. Treatment with the LED G4 was performed after 60 seconds of irrigation with the
photosensitizer curcumin . The animals, eight in number for each group / time were sacrificed
at intervals of 7, 15 and 30 days after treatment. After euthanasia, the specimens were
histologically processed and stained with hematoxylin and eosin technique. We assessed the
OPs Histometry in the furcation area of the first molar on the left side. The data of bone loss
were analyzed statistically with a significance level of 5% (ANOVA and Tukey test). The
comparative analysis of the measures between the treatments, it was observed that there was a
greater alveolar bone loss in the furcation in G1 at 15 (2.05 = 0.17) and 30 days (1.81 + 0.64),
when compared to groups G2 (0.55 + 0.21, 0.82 + 0.39) , G3 (1.14 £ 0.39, 0.67 £ 0.52) and
G4 (0.97 £ 0,58, 0.66 £ 0.29), respectively (p < 0.01). At 7 days was lower alveolar bone loss
only in the G4 animals (0.8 £+ 0.62) when compared to G1 (1.49 £ 0.71) (p < 0.01). From the
results of this study and the parameters used, it can be concluded that the APDT using the
LED as the light source and photosensitizer as curcumin seems to be a promising treatment

for the control of alveolar PO experimentally induced periodontitis in rats.
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1 INTRODUCAO

A periodontite ¢ uma doenca inflamatoria que resulta na destruicdo e degradag¢do dos
tecidos periodontais. A inflamagdo e destruicdo dos tecidos periodontais sdo largamente
considerados como resultado da resposta da susceptibilidade do hospedeiro ao biofilme
microbiano contendo bactérias patégenas (SCHENKEIN, 2006).

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

Clinicamente ha evidéncias de que a Raspagem e Alisamento Radicular (RAR) com
instrumentos manuais ¢ a terapia mais efetiva no tratamento da doenga periodontal (AINAMO
et al., 1992; CATON et al., 2001). Porém, a efetividade deste procedimento ¢ limitada em
determinadas condigdes clinicas como em areas de bi ou trifurcagdes, depressoes radiculares
ou at¢ mesmo por condi¢des relativas a dimensdo da ponta ativa dos instrumentos
periodontais que mostram-se incapazes de atingir a plenitude de efetividade nestas areas.

Estudos recentes tém apresentado resultados satisfatérios com a utilizacdo da terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT) na periodontite experimental induzida em animais
(KOMERIH, 2003; SIGUSH et al., 2005; ALMEIDA et al., 2007; YAMADA 2007
ALMEIDA et al.,, 2008; FERNANDES et al. 2009; LUAN et al. 2009; GUALBERTO
JUNIOR, 2010; GARCIA et al., 2011). Esta terapia ¢ definida como uma reagao fotoquimica,
oxigénio-dependente na qual a ativagdo de um corante (fotossensibilizador) por uma luz de
comprimento de onda ressonante ao espectro do fotossensibilizador, leva a geracao de
espécies de oxigénio reativo, como o oxigénio singleto ou radicais livres, que sdo tdxicos aos

microorganismos (OCHSNER 1997; OCHSNER et al., 1997; MAISCH, 2007).
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Os efeitos antimicrobianos da aPDT tém sido estudados utilizando diferentes agentes
fotossensibilizadores como o azul de metileno, azul de toluidina O, verde de malaquita,
fitalocianina disulfonada, porfirinas, fenotiazinas, cianinas, acridinas, corantes fitoterapicos e
as clorinas em diferentes concentracdes (RAMS e SLOTS, 1996; KOMERICK, 2003).

Observa-se ainda que os estudos apresentam resultados promissores do uso da aPDT na
redu¢do da viabilidade microbiana (PE et al.,, 1993; KOMERICK et al., 2002) e
principalmente na doenga periodontal experimentalmente induzida onde pode ser observado a
acdo da aPDT na reducdo do processo inflamatério (SIGUSH et al., 2005; QIN et al. 2008) e
na redu¢do da perda 6ssea (KOMERICK et al. 2003; ALMEIDAet al. 2007; ALMEIDAet al.
2008). No entanto, observa-se que os agentes fotossensibilizadores utilizados nestes estudos
foram o azul de toluidina e o azul de metileno e a luz foi o de laser de baixa poténcia.

A curcumina, que ¢ um composto isolado da Curcuma Longa 1., tem sido utilizado a
séculos como medicamento, pigmento na dieta € como especiarias € possui uma variedade de
indicagdes, incluindo tratamento de ferimentos, doengas hepaticas e como antimicrobiano
(AGGARWAL et al.,, 2007). A curcumina provou nao ter efeito toxico em estudo em culturas
de células e em animais tem um amplo pico de absor¢do na gama de 300-500nm (méximo
430nm) e exerce um potente efeito fototéxico em quantidade micromolar (HAUKVIK et al,.
2010). Um elevado numero de investigacdes tém sugerido que a curcumina exibe potencial
para aplicacdo terap€utica, face suas propriedades anti-inflamatoria, antioxidante,
antimicrobiana, antifingica (MARTINS et al., 2009) e anticancerigena (EPSTEIN et al.,
2010). Alguns estudos também propuseram que esses efeitos podem, eventualmente, ser
reforgados pela combinagdo de luz (BRUZELL et al., 2005; DUJIC et al., 2009), além disso,
este produto tem uma grande vantagem econdmica, considerando o seu baixo custo, simples
manipulacio e grande eficacia (ARAUJO et al., 2012), o que atrai pesquisadores interessados
em explorar a sua utilizagdo em diversas areas, incluindo fotoquimica e fotobiologia
(DOVIGO et al., 2011).

Existem alguns estudos que vem avaliando os efeitos da aPDT (Terapia fotodinamica)
utilizando a curcumina como composto fotossensivel para a redugdo de microrganismos
bucais (DOVIGO et al., 2011; ARAUIJO et al. 2012) . No entanto, ainda s3o limitados os
estudos que avaliaram o efeito da curcumina na doenga periodontal (GUIMARAES et al.,

2011) ou que tem utilizado a curcumina como fotossensibilizador e luz LED (Light- Emitting
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Diode) como fonte de luz, na aPDT (Terapia fotodinamica) como terapia coadjuvante ao

tratamento periodontal.
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2 OBJETIVO

Avaliar do ponto vista histométrico a influéncia da curcumina como agente

fotossensibilizador na aPDT, utilizada para o tratamento da periodontite induzida em ratos.
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3 MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados 96 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) com idade entre 3
e 4 meses, pesando entre 180 a 250g, provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia
do Campus de Aragatuba-SP - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
UNESP). Os animais foram mantidos em laboratério com ciclo de 12 horas de luz por dia e
temperatura ambiente entre 22 e 24° C. Durante todo o experimento, os animais consumiram
ragdo solida adequada e agua ad libitum. O protocolo experimental do presente projeto foi
submetido a andlise do Comité de Experimentacdo Animal da Faculdade de Odontologia -
Universidade Estadual Paulista — UNESP — Campus de Aracatuba e aprovado dentro das
normas vigentes adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (Protocolo

n°00725-2012) (Anexo A).

Periodontite experimental induzida

A anestesia geral foi obtida pela associacao de ketamina (0,4 ml/Kg) e xilazina (0,2
ml/Kg) por injecdo via intramuscular. O primeiro molar inferior do lado esquerdo de cada
animal, recebeu a inducdo da periodontite experimental através da colocacdo de um fio de
algodao (Corrente Algodao n°.24; Coats Corrente, Sao Paulo, SP, Brasil) que foi mantido em

posicao sub-gengival (NOCITI et al., 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Técnica da indugdo da periodontite. (A) Posicionamento do animal na mesa
cirargica; (B) Acesso ao primeiro molar inferior onde sera induzida a doenga periodontal;
(C) Pinga modificada usada para adaptacao do fio de algodao em torno do primeiro molar
inferior esquerdo; (D) Adaptacao do fio de algodao inicialmente pela distal do molar; (E)
Adaptacao do fio em torno do dente; (F) Fio de algodao adaptado.

Grupos experimentais

Ap6s 7 dias de evolucdo da periodontite experimental induzida, a ligadura foi removida
em todos os animais. A seguir os animais foram separados em 4 grupos de 24 animais cada
um que receberam os seguintes tratamentos: G1 — os animais ndo receberam nenhum
tratamento local; G2 — irrigacdo com solu¢do de curcumina (40uM); G3 — irradiagdo com
LED; G4 - irrigagdo com solucdo de curcumina (40uM)) seguido da irradiagdo com LED.
As solucdes de curcumina foram depositadas no interior da bolsa periodontal utilizando uma

seringa ¢ agulha para inje¢ao de insulina (Figura 2).

Figura 2. Realizagdo dos tratamentos locais. (A) G2 - Irrigagdo com solucdo de
Curcumina(40uM). (B) G3 - Irradiagdo com LED. (C) G4 - Irrigacdo com solucdo de
Curcumina(40uM)) seguido da irradiacdo com LED (Kon-lux; 465 a 485 nm).

Preparacdo do composto fotossensivel.

O fotossensibilizador CUR natural (Fluka Co.) foi obtido a partir de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO). Uma solugao stock de CUR (600 uM) foi preparada em DMSO e em seguida
diluida em solug¢do salina obtendo a concentracdo testada (DOVIGO et al. 2011a). A solucdo
de curcumina foi depositada no interior da bolsa periodontal (ao redor do primeiro molar)

utilizando uma seringa e agulha para inje¢do de insulina. Os animais foram separados
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aleatoriamente em grupos (para os tratamentos locais) utilizando um sistema de tabela
computacional, sendo que o primeiro animal foi do primeiro grupo, o segundo do segundo
grupo e assim até completar todos os grupos, para melhor padronizagdo(FERNANDES et al.,

2009).

aPDT (Terapia fotodindmica antimicrobiana)

A aPDT foi realizada baseada em trabalhos anteriores de pesquisadores do GEPLO e
teve o seguinte protocolo: por intermédio de seringa de insulina a area sofreu irrigagdo com 1
ml de solu¢do de curcumina (Figura 3) na concentracdo de 40uM (DOVIGO et al., 2011).

Decorrido 1 minuto ap6s permanéncia da droga no tecido foi realizada a irradiacdo com LED.

Figura 3. (A) Fotossensibilizador
curcumina  Sigma. (B) P6 da
curcumina . (C) Preparo da solugdo da
curcumina na concentragao de 40uM.

LED (Light- Emitting Diode)

O LED (Figura 4) que foi utilizado no presente estudo para realizacdo da aPDT ¢ um
emissor semicondutor de Nitridio de Indio e Gélio (InGaN) com comprimento de onda de 465
a 485nm (Kon-lux, Kondortech Equip. Odontologicos Ltda., S3o Carlos, SP, Brasil). O LED
foi utilizado nos animais dos grupos 3 e 4 com o seguinte protocolo: irradidncia de 600

mW/cm?, poténcia de 0,3 W com area de saida do feixe de 0,5 cm®.

Figura 4. LED (Kon-lux, 600 mW/cm?, Kondortech Equip. Odontolégicos Ltda., Sdo Carlos,
SP, Brasil)
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O LED foi aplicado 60 segundos apds a aplica¢do da solugdo de Curcumina na face
vestibular dos primeiros molares inferiores do lado esquerdo, durante 60 segundos com

fluéncia de 18 J/cm?.

Periodos experimentais

Oito animais de cada grupo experimental foram eutanasiados aos 7, 15 e 30 dias apds
o tratamento da periodontite experimental induzida pela administracdo de dose letal de
thiopental (150 mg/kg, Cristalia, Produtos quimicos farmacéuticos Ltda, Itapira,SP, Brasil).
As mandibulas foram removidas e fixadas em solu¢do de formol tamponado a 4% por um

periodo minimo de 48 horas.

Processamento Laboratorial

Os espécimes foram desmineralizados em wuma solugio de Acido
Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 18% por 6 a 8 semanas. Apos inclusao dos espécimes em
parafina, cortes semi-seriados de 4 um foram obtidos no sentido mesio-distal e corados com

hematoxilina e eosina (HE).

Andlise Histométrica

A andlise histométrica do presente estudo foi realizada utilizando um microscopio
optico modelo Axiostar Plus (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740 Jena, Alemanha)
acoplado a uma camera AxioVision (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740 Jena,
Alemanha). Apos exclusdo da primeira e da Gltima sec¢ao na qual a regido de furca esteve
evidente, cinco secc¢des eqiiidistantes de cada dente foram selecionadas para andlise
histométrica. A selecdo das seccdes histologicas e histométricas foram realizadas por um
examinador treinado e cego ao experimento (ML). A area (mm?) da perda éssea na regido da
furca foi histometricamente determinada pela area compreendida entre a crista O0ssea € a
superficie do cemento (NOCITI et al., 2000). A area foi mensurada utilizando um sistema de
andlise de imagem (Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740 Jena,

Alemanha; Figura 5). Um examinador cego ao experimento e calibrado realizou a anélise
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histométrica. Os dados da PO de cada espécime foram medidos trés vezes pelo mesmo
examinador (MLFA), em dias diferentes (ALMEIDA et al., 2007) e os valores médios para

cada espécime foram obtidos e comparados estatisticamente.

Figura 5. (A) Lamina histologica com medida de area de PO em mm?. (B) Equipamento sendo
utilizado para obten¢do de imagem e posterior medida.

Anadlise Estatistica

A normalidade e a homocedasticidade dos dados foram analisadas pelo teste de
Shapiro-Wilk e os mesmos submetidos a Andlise de Varidncia (ANOVA), tendo sua
significancia verificada posteriormente pelo teste de Tukey, utilizando um software (Bioestat
5.0, Instituto de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud, Tefé, AM, Brasil). Para todos os

testes, o nivel de 5% de significancia foi adotado.
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4 RESULTADOS

Anadlise histométrica

Aos 7 dias ap6s o tratamento houve menor PO apenas nos animais do G4 (0,8 £0,62)
quando comparados aos do G1 (1,49 +0,71) (p<0,01; Figura 6), enquanto que nao houve
diferenca significante quando comparou-se a PO do G2 e G3 com o GIl. Na andlise
comparativa das medidas de PO entre os tratamentos, observou-se que houve maior PO nos
animais do G1 aos 15 (2,05 £0,17) e aos 30 dias (1,81 +£0,64), quando comparados aos
animais dos grupos G2 (0,55 +0,21;0,82 +0,39; Figura 7), G3 (1,14 +0,39; 0,67 +0,52; Figura
8) e G4 (0,97 +£0,58; 0,66 +0,29; Figura 9) respectivamente, nos mesmos periodos de

avaliagdo (p<0,01). Os resultados da avaliagcdo intragrupo deste estudo ndo demonstraram

diferenca entre os diferentes periodos para os mesmos tratamentos (p>0,05) (Figura 10).

Figura 6: Fotomicrografia representativa do Grupo G1, Representados por animais que ndo
sofreram nenhum tratamento local, aos 7, 15 e 30 dias respectivamente. Coloragdo H&E.
Aumento Original de 5X.

19



Figura 7: Fotomicrografia representativa do Grupo G2, irrigagdo com solugdo da curcumina
(40uM), aos 7, 15 e 30 dias respectivamente. Coloragdo H&E. Aumento Original de 5X.

Figura 8: Fotomicrografia representativa do Grupo G3, irradiagdo com LED, aos 7, 15 e 30
dias respectivamente. Coloragdo H&E. Aumento Original de 5X.
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Figura 9: Fotomicrografia representativa do Grupo G4, irrigagdo com solugdo da curcumina

(40uM) seguida da irradiacdo com LED aos 7, 15 e 30 dias respectivamente. Coloragdao H&E.
Aumento Original de 5X.
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Figura 10. Médias e Desvios Padrao de PO em mm? apds 7, 15 e 30 dias em animais com

periodontite induzida experimentalmente. *Diferenca estatisticamente significante comparado

ao G1 no mesmo periodo (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, optou-se em avaliar a efetividade da associacdo de Curcumina
enquanto substancia fotossensibilizadora, na aPDT, devido a sua capacidade de ser
fotoativada na presenca de comprimentos de ondas baixos (ARAUJO et al., 2005), e ter agio
antimicrobiana uma vez fotoativada (MARTINS et al., 2009; DOVIGO et al., 2011).

Diferentemente de antibioticos que agem em células-alvo microbianas especificas, o
mecanismo multifuncional da a¢do antimicrobiana da aPDT ocorre a partir da sintese de tipos
hiper-reativos de oxigénio, permitindo que sua acdo possa causar danos a varias estruturas
celulares e reduzindo, assim, a chance de desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Porém,
ndo existe atualmente em Periodontia um consenso que mostre o beneficio da aplicacdo de um
protocolo de aPDT em detrimento do outro ou seu beneficio real enquanto monoterapia ou
terapia adjunta 8 RAR. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a viabilidade de
um novo protocolo de aPDT, usando-se a Curcumina como fotossensibilizador e LED como
fonte de luz, e suas implica¢des no controle da periodontite experimental em ratos.

Confirmou-se neste estudo que todos os tratamentos foram efetivos no controle da PO
na area de furca nos periodos de 15 e 30 dias, o que demonstrou a eficacia tanto das terapias
isoladas (Curcumina ou LED), quanto das mesmas associadas (Curcumina ¢ LED) nos
periodos tardios, quando comparado aos animais que nao receberam tratamento.

Outros estudos em animais observaram também menor perda dssea em um grupo
tratado com o protocolo de aplicacdo de aPDT utilizando laser (630-680 nm) e Azul de
metileno ou Azul de toluidina aos 15 e 30 dias, tanto como terapia exclusiva (ALMEIDAet
al., 2008a), quanto como terapia coadjuvante (ALMEIDAet al., 2008b).

Em 2011 GUIMARAES et al. apresentaram resultados nos quais observaram o
potencial anti-inflamatério da Curcumina administrada por gavagem em ratos, sugerindo o
potencial terapéutico da mesma no tratamento da doenca periodontal, corroborando os
resultados do presente estudo, quando utilizou-se apenas a Curcumina nos periodos de 15 e 30
dias, os quais demonstraram significante diminuicdo da PO, que pode estar correlacionada
com a reduc¢do do processo inflamatoério.

Com relacao a irradiacdo dos tecidos periodontais com LED um estudo demonstrou,
na doenga periodontal induzida experimentalmente em ratos, a eficacia do LED, emitindo na

faixa do 600-700 nm, na reducdo da inflamagdo, proliferagdo fibroblastica e neoformacao
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ossea (CHANG et al., 2012). Outro estudo com animais anémicos demonstrou o potencial do
LED (A 700 + 20 nm) emitindo com 10 J/cm? como monoterapia no reparo, concluindo que
esta irradiagdo ocasiona uma biomodulacdo positiva na proliferagdo de fibroblastos
(OLIVEIRA-SAMPAIO et al., 2012). Estes resultados de estudos prévios podem justificar os
resultados do presente estudo com relagdo a efetividade do tratamento apenas nos periodos
mais tardios utilizando 18 J/cm?, pois o LED pode ter promovido a redugdo do processo
inflamatdrio e a biomodulagdo da reparacdo 6ssea, apds o periodo agudo de infecgdo, apesar
do comprimento de onda utilizado no presente estudo ter sido na faixa dos 465-485nm.

Os resultados do presente estudo demonstraram ainda, que quando utilizou-se o LED
ou a Curcumina isoladamente, como monoterapias na doenga periodontal experimental no
periodo de 7 dias, ndo houve beneficios no controle da PO. Estes resultados sugerem que
nos periodos iniciais a PO pode estar relacionada mais com o controle do biofilme bacteriano,
o que provavelmente ndo deve ter ocorrido nestas modalidades de tratamento. Por outro lado,
no periodo de 7 dias houve menor PO nos animais tratados com aPDT, quando comparado
aos animais que ndo receberam tratamento, demonstrando que a associa¢do de Curcumina
com irradiacdo com LED ¢ efetiva no controle da doenca periodontal. Esse resultado pode ser
explicado pela a¢do antimicrobiana da aPDT que gera um efeito citotdxico sobre as bactérias,
ocasionado pelo processo de fotoativagdo da Curcumina, que pode induzir a formacao de
radicais livres e oxigénio singleto, os quais s@o altamente citotoxicos para as bactérias
(SOUKOS et al., 2009).

Corroborando os achados do presente estudo CARVALHO et al. (2011), utilizando a
associagao de Eosina com LED (440-480 nm), com densidade de poténcia de 0,69 W/cm?
durante 60 segundos, demonstraram reducdo da PO alveolar e imunomodulagido da resposta
inflamatoria, constatada pelos autores na redug¢do do numero de neutréfilos. Por outro lado,
como no presente estudo o LED utilizado isoladamente ndo foi capaz de reduzir
significantemente a PO alveolar, quando utilizado como tratamento coadjuvante.

Com relagdo a concentragdo da Curcumina, estudo recente demonstrou o efetivo
controle de espécies de Candida in vitro, através da aPDT utilizando a mesma concentracao
de Curcumina como fotosensibilizador do presente estudo, ativado por LED emitindo na
faixa de 440-460 nm(DOVIGO et al., 2011). Com relagdo a fluéncia os autores demonstraram
que 5 J/em? e 18 J/em? foram efetivas no controle de espécies de Candida. No presente

estudo, o tempo de contato da solu¢do de Curcumina com o biofilme foi de um minuto prévio
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a irradiacdo, estando em concordancia com o tempo padrio utilizado em outros protocolos de
aPDT (ALMEIDAet al., 2008b; FERNANDES et al., 2009; GARCIA et al., 2011; GARCIA
et al., 2013). Porém, esse tempo de pré-irradiacio de um minuto pode ser insuficiente para
que a mesma penetre mais profundamente no biofilme e exer¢a agdo em microrganismos mais
complexos, podendo assim alterar o desenvolvimento da periodontite. Sendo assim sdo
necessarios estudos in vivo e clinicos que avaliem o tempo de pré-irradiagdo necessario para
que se obtenha agdo inibitoria minima da Curcumina no biofilme e que o protocolo seja viavel
para aplicacdo no tratamento da doencga periodontal.

Os resultados da avaliagdo intragrupo deste estudo sugeriram que nao ha diferenga
entre os diferentes periodos para os mesmos tratamentos, indicando a presenca de doenca em
todos os periodos. Ja nos grupos de tratamento a auséncia de diferenca estatistica significante,
entre os tratamentos pode estar relacionada a uma menor efetividade destes tratamento como
monoterapia, uma vez que os animais nao receberam o tratamento de remog¢do mecanica do
biolfilme dentério previamente aos tratamento propostos.

Diante destes fatos observa-se que ¢ necessario a realizacdo de outros estudos que
avaliem o efeito da aPDT, utilizando a Curcumina como agente fotossensibilizador e LED
como fonte de luz ativadora, adjuvante a terapia mecanica de raspagem e alisamento

radicular.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados do presente estudo, € com os parametros utilizados, pode-se
concluir que a aPDT utilizando o LED como fonte de luz e a Curcumina como
fotossensibilizador, parece ser um tratamento promissor para o controle da PO alveolar na

periodontite induzida experimentalmente em ratos.
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