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Resumo 

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aPDT (antimicrobial photodynamic 

therapy), com o fotossensibilizador Hipericina-glucamina (Hy-g), ativado por LED âmbar 

(34,10 J/cm2), no tratamento e progressão da doença periodontal (DP) induzida 

experimentalmente em ratos. Dois estudos distintos foram conduzidos. No Estudo 1, foi 

avaliada a fetividade da aPDT como tratamento adjuvante à raspagem e alisamento radicular. 

Em um período de 15 dias, 60 ratos permaneceram com ligadura ao redor do segundo molar 

superior para indução da DP. No dia seguinte a sua remoção, os animais foram distribuídos 

entre 4 grupos experimentais (n =5): IDP (Indução da Doença Periodontal); RAR (Raspagem 

e Alisamento Radicular); aPDT e RAR+aPDT. Em 7, 15 ou 30 dias após a aplicação dos 

tratamentos os animais foram eutanasiados. Análises: histológica, histométrica, 

microtomográfica e estereométrica. No Estudo 2, após 7 dias de indução da DP, 30 ratos 

foram divididos em 3 grupos experimentais (n=5): Hy-g; LED e aPDT. Os animais foram 

eutanasiados em 7 ou 15 dias após a aplicação dos tratamentos. Análises: microtomográfica, 

histométrica, e imuno-histoquimica para Fosfatase Ácida Tartarato Resistente. Os dados 

foram submetidos a análise estatística (α=0,05). Como resultados, observamos que no Estudo 

1 o grupo IDP apresentou alterações morfológicas mais severas do que os demais grupos 

devido ao processo inflamatório propagado pela DP. No período de 7 dias após os 

tratamentos, a análise estereométrica mostrou uma proporção significativamente maior de 

fibroblastos nos animais dos grupos RAR e RAR+aPDT, com relação aos animais do grupo 



IDP. Entretanto, as demais análises não demonstraram diferenças significativas entre os 

grupos experimentais. No Estudo 2, a microtomografia computadorizada mostrou que em 7 

dias o grupo aPDT apresentou porcentagem de tecido ósseo significativamente maior do que 

os demais grupos, assim como na avaliação histométrica em área de furca. No período de 15 

dias, o grupo tratado com LED apresentou as maiores porcentagens de volume ósseo, sendo 

significativamente superior aos grupos tratados com Hy-g e aPDT. Na análise histométrica, 

os grupos controle (hemimaxila contra-lateral), mostraram perda significativamente maior 

de nível ósseo nas regiões proximais com relação aos grupos tratados. Em 7 e 15 dias, o 

tratamento com aPDT resultou em menor atividade osteoclática. Concluímos que a aPDT 

tem efeitos positivos no tratamento da DP, promovendo condições favoráveis ao reparo do 

periodonto. 

Palavras-chave: Fotoquimioterapia, Periodontite, Hypericum 



Macedo PD. Effect of Photodynamic Therapy using Hypericin-Glucamine activate by LED, 

in the progression and treatment of periodontal disease induced in rats [Tese de Doutorado]. 

Araraquara: Faculdade de Odontologia da Unesp; 2017. 

Abstract 

This research aims at evaluating the effect of aPDT (antimicrobial photodynamic therapy) 

using the Hypericin-glucamine (Hy-g) as photosensitizer, activated by LED amber (34.10 

J/cm2), on the treatment of experimental induced periodontal disease (PD) in rats. Two 

different studies were conducted. In the Study 1, we assessed the effectiveness of aPDT as 

an adjunctive treatment to root scaling and straightening. The PD was induced in the second 

upper molar of 60 rats using ligature for 15 days. In the day after removing the ligature, the 

animals were divided randomly in 4 experimental groups (n=5): IPD (Induced Periodontal 

Disease); RAR (Root Scaling and Smoothing); aPDT; and RAR+aPDT. At 7, 15 or 30 days 

after applying the treatments, the animals were euthanized. Analyses: histological, 

histometric, microtomographic and stereometric. In the Study 2, after 7 days of inducting the 

PD, 30 rats were distributed into 3 experimental groups (n=5): Hy-g; LED e aPDT. The 

animals were euthanized after 7 or 15 days from the treatments. Analyses: microtomographic, 

histometric, and immunohistochemical for Resistant Tartarate Acid Phosphatase. All data 

was submitted to statistical analysis (α=0,05). The results from Study 1 indicated that the IPD 

group had more severe morphological changes than the other groups due to the inflammatory 

process disseminated by the PD. The stereometric analysis showed a significantly higher 

proportion of fibroblasts in the animals from the 7-days-after-treatment groups RAR and 

RAR+aPDT than the group IPD. However, the other analyses did not demonstrate 

significantly differences among the experimental groups. In the Study 2, the computerized 



microtomography for the 7-days-after-treatment group aPDT had percentage of bone tissue 

significantly higher than the other groups, as well as observed in the histometric evaluation 

in the furcation areas. For the 15 days after treatment, the group treated with LED had the 

highest percentages of bone volume, which were significantly higher than the groups treated 

with Hy-g e aPDT. The histometric analysis exhibit that the control groups had a significantly 

higher loss of bone levels in the proximal regions when compared to the treated groups. In 

the 7 and 15 days, the treatment with aPDT resulted with less activity of osteoclastic. We 

concluded that the aPDT has positive effects on the treatment of PD by promoting favorable 

repairs in the periodontium. 

Keywords: Photochemotherapy, Periodontitis, Hypericum 
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1 INTRODUÇÃO 

A periodontite é a doença inflamatória crônica mais prevalente em humanos. Segundo a 

Organização Mundial da Saúde, em média, de 15% a 20% da população mundial de adultos de 

meia idade (35-44 anos) sofrem de doença periodontal severa, sendo essa a causa de 5% a 15% das 

perdas dentais na maioria das populações1,2  

A Periodontite se caracteriza por um conjunto de reações inflamatórias e imunológicas, que 

o indivíduo desenvolve em resposta a agressão causada pelo biofilme bacteriano e seus

subprodutos. Sua progressão e desenvolvimento dependem da ocorrência simultânea de fatores 

como a susceptibilidade local e sistêmica do hospedeiro, e da presença e manutenção de um 

ambiente adequado para o crescimento polimicrobiano3,4. 

Smiley et al.5, desenvolveram um guia para a prática clínica do tratamento não cirúrgico da 

periodontite crônica. Por meio de revisão sistemática da literatura, analisaram os benefícios e 

potenciais efeitos adversos das terapias aplicadas pelos autores e sugerem que a raspagem e 

alisamento radicular (RAR), deve ser a escolha para tratamento inicial nos casos de periodontite 

crônica.  

Na maioria dos casos clínicos, a terapêutica de raspagem e alisamento radicular consegue 

bons resultados, pois consiste na remoção mecânica dos elementos contaminantes da superfície 

radicular1,3,6. O sucesso da terapia por RAR é baseado no controle quantitativo e qualitativo da 

microbiota do biofilme subgengival, que resulta clinicamente na regressão dos sinais 

inflamatórios3.  

No entanto, em exames de reavaliação, clinicamente se observa que muitos sítios parecem 

não ser capazes de recuperar e manter a saúde periodontal3,6. Estes sítios, em sua maioria, são 
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profundos ou envolvem regiões de furca, invaginações ou concavidades, o que dificulta o acesso 

para a realização de uma instrumentação adequada7. Deste modo, é grande o número de 

profissionais que optam por métodos auxiliares à RAR. 

A Terapia Fotodinâmica (TFD) é parte da fotomedicina, divisão da medicina que utiliza a 

luz como tratamento. Os primeiros relatos de experimentos baseados na terapia fotodinâmica datam 

de 1900, quando Raab e Von Tappeiner avaliaram o efeito da acridina vermelha em cultura de 

paramécios, o causador da malária, e suspeitaram que a luminosidade do ambiente estaria alterando 

os resultados do experimento. Postularam, portanto, que haveria transferência de energia da luz 

para a substância química, assim como acorre nos processos de fotossíntese. Deste modo, Von 

Tappeiner chamou o processo de “Ação Fotodinâmica”, e os estudos prosseguiram com novos 

corantes, agora denominados fotossensibilizadores (FS), e lâmpadas convencionais. Observou-se 

que, no entanto, a luz branca provocava aquecimento e consequentemente danos teciduais14. Hoje, 

sabe-se que a TFD deve ser realizada com fonte de luz capaz de ser absorvida pelo 

fotossensibilizador, obtendo-se melhores resultados com lasers e LEDs8.  

Wilson9, 1993, em um artigo de revisão sobre fotólise em bactérias orais, expôs que 

algumas bactérias possuem compostos endógenos, e podem absorver luz de comprimento de onda 

visível, o que levaria a excitação das moléculas destes pigmentos, que poderiam interagir com o 

oxigênio molecular formando oxigênio singleto reativo e consequentemente ocasionar a morte 

celular. 

Quando a TFD é indicada para o tratamento de lesões infectadas, é chamada de terapia 

fotodinâmica antimicrobiana ou “aPDT” (do inglês, Antimicrobial Photodynamic Therapy), sendo 

direcionada para o controle microbiano pela indução da morte celular bacteriana10–17. 
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Na aPDT, o fármaco denominado fotossensibilizador (FS), é aplicado sobre a lesão e após 

um período de incubação no escuro, é aplicada uma fonte de luz com comprimento de onda capaz 

de ativar o FS utilizado. Ao ser estimulado, o FS transfere energia às moléculas circundantes, 

geralmente ao oxigênio molecular, produzindo radicais livres e moléculas altamente reativas e 

citotóxicas, como o oxigênio singleto18–20. Estes subprodutos podem modificar as estruturas das 

membranas plasmáticas39 e causar morte celular através de diversos mecanismos, incluindo: 

peroxidação lipídica, inibição do sistema enzimático e aglutinação proteica21,22. 

A eficácia do tratamento com terapia fotodinâmica também está relacionada à fonte de luz 

utilizada, laser ou díodos emissores de luz (LEDs), e a variação de seus padrões de aplicação, como: 

comprimento de onda, intensidade e tempo de exposição18,22–25.  

A literatura comprova a eficácia do laser para acelerar a reparação tecidual em áreas 

normais ou infectadas, com ou sem o uso de fotossensibilizantes8. De um modo geral, os laseres 

terapêuticos apresentam uma série de indicações, podendo ser usados isoladamente ou como 

coadjuvante de outros tratamentos, sempre que se necessite de efeito biológico local, uma vez que, 

modulam as células do sistema imune, estimulam a microcirculação, ativam a liberação de 

endorfinas e estimulam também a proliferação e a migração celular, desempenhando ação 

analgésica, anti-inflamatória e bioestimulante ou cicatrizante26,27. Estes efeitos estão 

provavelmente relacionados com a capacidade do laser em promover angiogenese, proliferação 

celular e  aceleração da síntese de colageno26,28–30.  

O sucesso no tratamento com aPDT depende também do tipo, da concentração e do modo 

de ação do fotossensibilizador, que por sua vez é influenciado pelo sítio de ação. O sítio de ação 

depende das características físico-químicas da interação microrganismo-fotossensibilizador, o que 
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significa, que deve-se considerar: a coloração do tecido, presença de sangramento ou fluidos, a 

condutividade térmica, pH, entre outros fatores locais15,21,24. 

Braun et al.32, 2008, após estudo clínico randomizado, concluiram que a aplicação de um 

único episódio de aPDT (fotossensibilizador cloreto de fenotiazina, ativado por laser diodo com 

660nm e 100Mw), à raspagem e alisamento radicular, resulta em maior redução dos escores de 

sangramento, quando comparado aos sítios tratados apenas com RAR. E, utilisando o mesmo 

protocolo para aPDT, Chondros et al.6, 2009, observaram que 3 meses após a terapia, houve 

redução de Fusobacterium nucleatum e Eubacterium nodatum no grupo tratado com raspagem e 

alisamento radicular associada a aPDT.  

Fontana et al.31, 2009, avaliaram a eficácia da terapia fotodinâmica antimicrobiana sobre 

espécies subgengivais em biofilmes e em fase planctônica. As amostras foram obtidas de pacientes 

com periodontite crônica. Para a aPDT, foi empregado o corante azul de metileno (25µg/ml), 

incubação durante 5 min e exposição a luz vermelha. Os autores concluíram que bactérias em fase 

planctônica são mais afetadas pela aPDT do que em biofilmes. No entanto, a efetividade do 

tratamento com aPDT em biofilmes não é tão prejudicada quanto o tratamento com antibióticos 

para condições semelhantes. 

Os estudos do grupo de pesquisa de Garcia et al.33 e Theodoro et al.34 que avaliaram a 

utilização da terapia fotodinâmica em associação a raspagem e alisamento radicular, em modelo 

experimental animal, concluíram que a aplicação de aPDT como tratamento adjunto à RAR reduziu 

significativamente os níveis de A. actinomycetemcomitans33, além de observarem menor perda 

óssea em área de furca quando realizada apenas uma aplicação da aPDT, não havendo melhoria no 

caso de aplicações sucessivas de aPDT34.  

A Hipericina é um fotossensibilizador natural, presente em plantas herbáceas conhecidas 

como erva de São João (gênero Hypericum perforatum)35. Possui propriedades anti-inflamatórias, 
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antissépticas, anti-infecciosas, antivirais, estimula a circulação sanguínea e elimina 

hematomas18,35–38. 

Na TFD, estudos têm mostrado o grande poder fototóxico da hipericina no tratamento da 

psoríase e outras doenças de pele39, potente atividade anticâncer induzindo tanto apoptose quanto 

a necrose de células tumorais40 e na aPDT, capacidade de promover a inativação de 

microrganismos41, sendo considerada como um dos mais potentes fotossensibilizadores 

encontrados na natureza16,42 

O princípio de ação da terapia fotodinâmica está na formação das “ROS” do inglês Reactive 

Oxygen Species, ou espécies reativas de oxigênio. A hipericina é uma quinona policíclica, que 

quando ativada reage com moléculas vizinhas por transferência de energia ao oxigênio induzindo 

a produção do oxigênio singlete (1O2). Sendo assim, apresenta um alto rendimento quântico no 

estado triplete e formação de oxigênio singlete, mesmo em baixas concentrações (<0.1 μg/mL), 

sendo considerada mais potente, e fotoestável que a maioria dos fotossensibilizadores35,36,43,44. 

A literatura mostra que as bactérias Gram-positivas podem ser eliminadas por vários 

fotossensibilizadores e doses mais baixas de irradiação do que bactérias Gram-negativas10,19. Os 

parâmetros importantes do fotossensibilizador para esta interação incluem: solubilidade relativa 

em água e lipídios, constante de ionização, fatores específicos como as características de absorção 

de luz, e a eficiência da formação do estado excitado triplete ou da produção de oxigênio 

singleto19,21,45. Portanto, para uma maior eficiência da inativação dos microrganismos essas 

diferenças devem ser superadas modificando o FS quanto a sua hidrofobicidade e carga, de acordo 

com a característica celular de cada microrganismo45. 

O fotossensibilizador hipericina possui característica hidrofóbica e perde a sua ação 

fotossensibilizadora quando em meio biológico, devido a auto agregação em meio aquoso e em 
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muitos casos a uma subsequente precipitação que reduz drasticamente a capacidade de gerar 

oxigênio singleto, diminuindo sua efetividade na aPDT38. Uma estratégia proposta por estudiosos 

em química é a indução da formação de espécies supramoleculares hidrofílicas. Supramolécula é 

uma espécie química constituída por duas ou mais moléculas, unidas por interações moleculares, 

visando a obtenção de uma determinada propriedade ou funcionalidade46. No caso da hipericina, 

como representado na Figura 1A, para a formação de uma supramolécula hidrofílica, é induzida 

uma reação a partir do grupo fenólico, que cede o próton H+, formando a hipericina-glucamina 

(Figura 1B). A presença de vários grupos hidroxila na supramolécula hipericina-glucamina, 

fornece os sítios onde as ligações de hidrogênio serão estabelecidas, aumentando sua 

hidrofilicidade. 

Figura 1 – Estrutura quimca do fotossensibilizador Hipericina (1A) e sua espécie 

supramolecular Hipericina-glucamina (1B). 

Fonte: Autoria própria. 

Em estudos prévios in vitro, foram avaliadas diferentes concentrações do 

fotossensibilizador hipericina. Os resultados mostraram que a concentração de 10mcg/mL foi capaz 

de eliminar bactérias G- positivas e G-negativas 41.  



24 

 Em suma, observa-se que a aPDT demonstrou efeito bactericida contra 

periodontopatogenos como P. gingivalis, Agregactibacter actinomycetemcomitans, 

Capnocytophaga gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia e Streptococcus 

sanguis13,47. Além de ser capaz de reduzir fatores-chave de virulência como lipopolisacarídeos e 

proteases13,30,48,49, e inativar citocinas inflamatórias do hospedeiro, tais como interleucina 1β e 

TNFα48. 

 Observando que estudos clínicos demonstram que a RAR apresenta resultados melhorados 

quando associada a aPDT e sabendo das propriedades hidrofílicas e anti-inflamatórias do 

fotossensibilizador hipericina-glucamina, objetivamos avaliar in vivo a influência da aPDT, 

utilizando o fotossensibilizador hipericina-glucamina, no tratamento e progressão da doença 

periodontal induzida em ratos. 
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5 CONCLUSÃO 

De acordo com as metodologias utilizadas podemos concluir que na aPDT com o 

fotossensibilizador hipericina-glucamina: 

1. O fotossensibilizador não causa danos aos tecidos periodontais, e demonstrou que sua

característica anti-inflamatória agrega benefícios ao tratamento da doença periodontal;

2. O LED âmbar, na dosagem de (34,10 J/cm2), possui atividade biomoduladora e influência

positivamente no desenvolvimento da doença periodontal;

3. A aPDT interfere na progressão e desenvolvimento da doença periodontal, diminuindo a

proporção da perda óssea, quando comparada a sítios não tratados;

4. A aPDT apresentou resultados semelhantes aos obtidos com a terapia de raspagem e

alisamento radicular, no entanto, para a manutenção dos resultados é necessário que haja a

remoção mecânica dos fatores etiológicos locais;
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