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Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar do ponto vista microbioldgico a influéncia da
curcumina como agente fotossensibilizador associada a irradiagdo com Light Emitting Diode
(LED), na terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT), para o tratamento da periodontite
experimentalmente induzida em ratos. Noventa e seis animais foram submetidos a inducdo da
periodontite via instalagdo de um fio de algoddo 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, os quais receberam os seguintes tratamentos, nos periodos
de 7, 15 e 30 dias: G1 (n=24) - nao sofreram nenhum tratamento local; G2 (n=24) — irrigag¢ao
com solucdo de curcumina (40uM); G3 (n=24) — irradiagdo com LED; G4 (n=24) — irrigacao
com solucdo de curcumina (40uM) seguido da irradiagdo com LED. Os tratamentos locais
foram realizados 7 dias ap6s a indugdo da periodontite. O LED (emissor semicondutor de
Nitridio de Indio e Galio) utilizado no presente estudo para a realizacdo da aPDT, possui
comprimento de onda de 465 a 485nm, irradidncia de 600mW/cm? e o tratamento usando 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 apos 60
segundos da irrigagdo com o fotossensibilizador curcumina. Foram coletadas amostras de
biofilme subgengival utilizando cones de papel absorventes estéreis, os quais foram
introduzidos no sulco gengival, em direcdo apical até que uma leve resisténcia fosse sentida,
permanecendo no local por 30 segundos na regido vestibular do primeiro molar inferior
esquerdo no baseline, aos 7, 15 e 30 dias pods-tratamento. As amostras obtidas foram
processadas para obtengdo do DNA bacteriano e submetidas a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para a identificagdo das seguintes espécies bacterianas: Porphyromonas
gingivalis (Pg) e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa). Os resultados mostraram no
baseline a presenca de Aa. No G1 aos 15 dias, 20% das amostras foram positivas para Aa e
para Pg, enquanto que no mesmo grupo aos 30 dias observou-se uma quantidade maior de
bactérias para Aa, onde 60% das amostras foram positivas, enquanto que para Pg foram
mantidos os mesmos 20% de marcagdo. O G2 foi o Gnico grupo que ndo foram identificados

Aa e Pg em nenhum dos periodos (7, 15, 30 dias). No G3 aos 15 dias, 20% das amostras



foram positivas para Aa e para Pg e no periodo de 7 e 30 dias nao foi detectado Aa nem Pg.
No G4 foi possivel observar auséncia das duas bactérias supracitadas no periodo de 7 e 15
dias apos o tratamento, enquanto que no periodo de 30 dias houve 20% das amostras positivas
tanto para Aa quanto para Pg. Dentro dos limites deste estudo pode-se concluir que a
curcumina isolada ou em associagdo com LED, foi capaz de produzir uma redugdo de
Porphyromonas gingivalis em areas com periodontite experimentalmente induzida por
ligadura em ratos.

Palavras-Chave: Periodontite; Ratos; Fotoquimioterapia; Curcumina; Andalise microbiologica.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the viewpoint microbiological the influence of
curcumin as a photosensitizing agent associated with irradiation Light Emitting Diode (LED),
in antimicrobial photodynamic therapy (aPDT), 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, at 7, 15 and 30 days: G1 (n = 24) - represented by animals suffered no
local treatment; G2 (n = 24) — irrigation with a solution of curcumin (40uM); G3 (n = 24) -
irradiation with LED; 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 (semiconductor Nitridio emitter of indium gallium) used in this study
for the realization of aPDT, has a wavelength of 465 to 485nm, irradiance of 600 mW / cm 2
and the treatment using the LED irradiation was performed for 60 seconds at buccal face of
the first lower left molars. Treatment with the LED G4 was performed after 60 seconds of
irrigation with the photosensitizer curcumin. Subgingival biofilm samples were collected
using sterile absorbent paper cones, which were introduced into the gingival sulcus in apical
direction until a slight resistance was felt, remaining in place for 30 seconds in the vestibular
region of the left mandibular first molar at baseline, the post-treatment 7 days 15 and 30.The
samples were processed by the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) researching
the presence of Porphyromonas gingivalis (Pg) and Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(Aa).Was not detected at baseline the presence of Aa. The results showed the presence at
baseline of Aa. In G1 at 15 days, 20% of samples were positive for Aa and Pg, whereas the
same group at day 30 there was a higher amount of bacteria Aa, where 60% of the samples
were positive, while for Pg are kept the same 20% markup. G2 was the only group that does
not Aa and Pg have been identified in any of the periods (7, 15, 30 days). G3 in 15 days 20%
of the samples were positive for Aa and Pg and after 7 and 30 days was not detected Aa or Pg.
G4 was observed in the absence of the aforementioned two bacteria after 7 and 15 days after

treatment, whereas in the period of 30 days was 20% of positive samples for both Pg to as



Within the limits of this study it can be concluded that isolated or in association with LED,
curcumin was able to produce a reduction of Porphyromonas gingivalis in periodontitis areas

with experimentally induced in rats by ligation.

Key- Words: Periodontitis; Rats; Photochemotherapy; Curcumin; Microbiological analysis.
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1 Introducao

A periodontite ¢ uma doenga inflamatoria que resulta na destrui¢do dos tecidos
periodontais como consequéncia da resposta do hospedeiro ao biofilme microbiano contendo
bactérias patogenas (SCHENKEIN, 2006).

O estado da periodontite impacta marcadamente sobre a composi¢ao do biofilme. Com
o amadurecimento gradual do biofilme dental ocorrem sucessdes bacterianas que alteram a
ecologia do biofilme relacionado a saude periodontal, primariamente constituido por bactérias
gram-positivas aerdbias, para um biofilme mais complexo composto de bactérias gram-
negativas anaerébias (LOE et al., 1965; SOCKRANSKY et al., 1998). E geralmente aceito
que um pequeno grupo de anaerdbios predominantemente gram-negativos ou bactérias
microaerdfilas estd associado com a iniciagdo e progressdo da periodontite (EICK et al.,
2013). Organismos fortemente associados com formas cronicas e agressivas da periodontite
incluem Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia e Treponema denticola (EICK et al., 2013). Porphyromonas gingivalis (Pg) é um
anaerobio assacarolitico, com elevado nivel de atividade proteolitica, o qual ¢ considerado um
dos mais importantes fatores de viruléncia. Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa)
sintetiza muitas toxinas, como leucotoxina ¢ citotoxina (EICK et al., 2013). Tem-se
observado que Fusobacterium nucleatum se coagrega com varias espécies de bactérias e pode
funcionar como uma ponte entre a primeira e a Ultima espécies para colonizar o biofilme.
Desta forma, estudos anteriores relataram que a coloniza¢do por Fusobacterium spp. é um
pré-requisito para o surgimento de conhecidos patdégenos periodontais, como Treponema
denticola, Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia (DUARTE et al., 2010).

O controle microbiologico do biofilme é, portanto, o foco da terapia periodontal no
qual a cura da doenca esta intimamente relacionada. Clinicamente, ha evidéncias de que a
Raspagem e Alisamento Radicular (RAR) com instrumentos manuais ¢ a terapia mais efetiva
no tratamento da periodontite (AINAMO et al., 1992; CATON et al., 2001). Porém, a
efetividade deste procedimento ¢ limitada em determinadas condi¢des clinicas como em areas
de bi ou trifurcacdes, depressdes radiculares ou até mesmo por condigdes relativas a dimensao
da ponta ativa dos instrumentos periodontais que mostram-se incapazes de atingir a plenitude

de efetividade nestas areas (MATIA et al., 1986, ADRIAENS et al., 1988).
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Estudos recentes tém apresentado resultados satisfatorios com a utilizagdo da terapia
fotodindmica antimicrobiana (aPDT) na periodontite experimental induzida em animais
(KOMERIK et al., 2003; SIGUSH et al., 2005; ALMEIDA et al., 2007; ALMEIDA et al.,
2008; FERNANDES et al. 2009; LUAN et al. 2009; GARCIA et al.,2011; GARCIA et al.,
2012; GARCIA et al.,, 2013; GARCIA et al., 2013). Esta terapia utiliza a luz visivel com
comprimento de onda adequado para ativar o fotossensibilizador (corante) que, em seguida,
medeia um efeito terapéutico através de uma reagao fotoquimica. Na aPDT, a absorcao de luz
muitas vezes desencadeia a decomposicdo do fotossensibilizador e gera radicais livres
altamente reativos, que afetam tanto as células diretamente, ou reagem com o oxigénio para
criar espécies reativas de oxigénio, tais como os radicais livres e de oxigénio singleto, os
quais exercem um efeito bactericida que nao sdo toxicos para as células hospedeiras, mas sim
para os microrganismos € os quais posteriormente irdo alterar a fungdo das células
(OCHSNER 1997; OCHSNER et al., 1997; MAISCH et al.,2007; GIORGIO et al., 2012).
Uma vantagem significativa desta terapia fotodindmica antimicrobiana sobre terapias
antimicrobianas convencionais ¢ que as bactérias ndo sdo susceptiveis de desenvolver
resisténcia a espécies reativas de oxigénio (GIORGIO et al., 2012, PASCHOAL et al., 2013).

Os efeitos antimicrobianos da aPDT tém sido estudados utilizando diferentes agentes
fotossensibilizadores como o verde de malaquita, fitalocianina disulfonada, porfirinas,
fenotiazinas (azul de metileno e azul de toluidina), cianinas, acridinas, corantes fitoterapicos e
as clorinas em diferentes concentragdes (RAMS e SLOTS, 1996; KOMERICK et al., 2003;
CHANG et al., 2013). Observa-se ainda que os estudos apresentam resultados promissores do
uso da aPDT na redugdo da viabilidade microbiana (PE et al., 1993; KOMERICK et al.,
2002) e principalmente na periodontite experimentalmente induzida onde pode ser observado
a a¢ao da aPDT na redugdo do processo inflamatorio (SIGUSH et al., 2005; QIN et al. 2008),
na redugdo da perda ossea alveolar (KOMERICK et al., 2003; de ALMEIDA et al., 2007; de
ALMEIDA et al., 2008) e na reducdo de microrganismos periodontopatogénicos
(KOMERICK et al. 2003; SIGUSHI et al. 2005).

Os resultados de varios estudos sugerem que fotossensibilizantes azuis ativados por
luz podem ser usados para inativar bactérias como Streptococcus mutans, agente etiologico da
carie dentaria, ou Aggregatibacter actinomycetemcomitans, um dos principais agentes
etiologicos da periodontite agressiva (GIORGIO et al., 2012). Uma pesquisa recente sugere
que um fotossensibilizador a base de ruténio exposta a luz azul provoca um efeito de
fototoxicidade em Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis, ambos agentes
etiologicos da periodontite (GIORGIO et al., 2012).
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Por outro lado, nos ultimos cinco anos varios estudos clinicos em humanos tem
avaliado o efeito da aPDT como uma terapia coadjuvante ao tratamento da periodontite
cronica (ANDERSEN et al.,, 2007, CHONDROS et al., 2009; BRAUN et al., 2008;
CHRISTODOULIDES et al., 2008; POLANSKY et al., 2009; PINHEIRO et al., 2010; GE et
al., 2011; THEODORO et al., 2012). No entanto, alguns destes estudos nao tem demonstrado
vantagens clinicas com o uso da aPDT no tratamento da periodontite cronica (POLANSKY et
al., 2009; THEODORO et al., 2012). Outros estudos mostraram que a aPDT foi capaz de
reduzir apenas o sangramento a sondagem de sitios tratados (CHONDROS et al., 2009;
CHRISTODOULIDES et al., 2008; GE et al., 2011).  Além disto, 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 com comprimento de onda na faixa do visivel
(vermelho).

Por outro lado, a curcumina, que € o principal constituinte de agafrdo em pd, extraida a
partir de rizomas de Curcuma Longa |, uma planta utilizada na medicina tradicional indiana,
apresenta um grande potencial para aplicacdo terapéutica, devido as suas propriedades anti-
inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana, antifungica (MARTINS et al., 2009;
MOGHADAMTOUSI et al., 2014). Além dessas propriedades, a curcumina mostrou também
ser anti-proliferativa e anti-cancerigena, em uma ampla variedade de linhas celulares e
animais (EPSTEIN et al., 2010; PASCHOAL et al., 2013). Alguns estudos também
propuseram que estes efeitos podem, eventualmente, ser reforcados pela aplicacdo de luz
(BRUZELL et al., 2005; DUJIC et al., 2009, PASCHOAL et al., 2013). A curcumina absorve
a luz na gama de comprimento de onda azul (300-500 nm) do espectro visivel. A luz azul tem
uma profundidade menor de penetracdo no tecido, em comparacdo com a luz vermelha,
devido ao espalhamento e absor¢ao por biomoléculas; por conseguinte, o uso da curcumina na
aPDT esta restrito ao uso topico de feridas superficiais (por exemplo, da pele e da boca).

A aplicabilidade da curcumina com foco na descontaminacdo microbiana ¢ uma
abordagem recente. Em um estudo foram demonstrados os efeitos fototoxicos contra
Escherichia coli e Enterococcus faecalis, quando utilizaram a curcumina associada com
metilado-ciclodextrina a 0,01%. Esta combinagdo resultou em uma alta fototoxicidade nas
espécies estudadas quando irradiado com luz azul (PASCHOAL et al., 2013). Além dos
efeitos terapéuticos citados anteriormente, pode ser somado o fato de que este produto tem
uma grande vantagem econdmica, quando considerado o seu baixo custo, simples

manipulagdo e grande eficicia (ARAUJO et al., 2012), fato este que atraiu pesquisadores
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interessados em explorar a sua utilizagdo em diversas areas, incluindo a fotoquimica e a
fotobiologia (DOVIGO et al., 2011).

Recentemente, alguns estudos tem avaliado o efeito da aPDT utilizando a curcumina
como fotossensibilizador na reducao de microrganismos bucais. Em um estudo de Araujo et
al., 2012, a terapia fotodinamica antimicrobiana foi eficaz na redugdo de microorganismos
salivares, porém nenhuma redug¢ao significativa foi encontrada para o grupo em que foi usada
apenas a curcumina, provando a auséncia de toxicidade da droga sem a utilizagao de luz. Em
outro estudo, o uso de curcumina em associacdo com a luz foi capaz de promover um efeito
antifiingico significativo contra formas planctonicas de leveduras. Quando foram utilizados 40
mM de curcumina, a atividade metabolica de Candida albicans, Candida glabrata e Candida
tropicalis em biofilmes foi reduzida em 85%, 85%, e 73%, respectivamente, com densidade
de irradiagio com luz de LED de 18 J/em?, sendo também observada a diminuicdo da
biomassa do biofilme de todas as espécies avaliadas. Os resultados demonstraram que baixas
concentragdes de curcumina podem ser altamente eficazes para a inativagdo de isolados de
Candida, quando associado com uma fonte de luz. (DOVIGO et al., 2011).

Outros estudos avaliaram o efeito da curcumina na periodontite. Em um estudo de
Guimardes et al., 2011, os animais tratados com curcumina apresentaram uma redugdo
acentuada do infiltrado inflamatoério e aumento do teor de colageno e numero de células
fibroblasticas, porém a curcumina ndo preveniu a reabsorcdo de osso alveolar. Entretanto, o
seu potente efeito anti-inflamatdrio sugere que este fotossensibilizador pode ter um potencial
terapéutico no tratamento da periodontite.

. Além disto, estudo recente avaliou o efeito do LED no tratamento da periodontite
experimental. Neste estudo foi observada uma redugdo da inflamagdo, acelerada deposigao e
realinhamento de coldgeno apds a irradiagdo com luz de LED com densidade de 10 e 15
J/em?, havendo também uma reducdo temporaria de perda de osso periodontal, bem como a
aposicao de feixes de osso. O diodo emissor de luz (660 nm), com uma densidade de energia
de 10 J/ecm?, mostrou ser adequado como uma modalidade terapéutica adjunta para o
tratamento da periodontite, reduzindo temporariamente a inflamacdo, facilitando o
realinhamento de colageno e a deposicao 6ssea. (CHANG et al. 2013).

Diante destes fatos e da escassez de estudos que avaliaram o efeito da curcumina
como fotossensibilizador na aPDT, associada ao LED (Light- Emitting Diode) como fonte de
luz para o tratamento periodontal, propomos avaliar o efeito da associagdo da curcumina com
um LED (465 a 485nm) na reducdo de microorganismos periodontopatogénicos na

periodontite experimental em ratos.
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2 Objetivo

Avaliar do ponto vista microbiologico a influéncia da curcumina como agente
fotossensibilizador na aPDT, associada ao LED como fonte de luz, no tratamento da

periodontite induzida em ratos.
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3 Material e Método

3.1 Animais

Foram utilizados 96 ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar) com idade
entre 3 ¢ 4 meses, pesando entre 180 a 250g, provenientes do Biotério da Faculdade de
Odontologia do Campus de Aracatuba-SP - Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP). Os animais foram mantidos em laboratorio com ciclo de 12 horas
de luz por dia e temperatura ambiente entre 22 e 24° C. Durante todo o experimento, 0s
animais consumiram ragdo sélida 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).

3.2  Periodontite experimental induzida

A anestesia geral foi obtida pela associa¢ao 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 indugdo da periodontite experimental através da colocagdo de um fio de
algodado (Corrente Algodao n°.24; Coats Corrente, Sao Paulo, SP, Brasil) que foi mantido em

posicdo 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 periodontite; (C) Pinga
modificada usada para adaptacdo do fio de algoddo em torno do primeiro molar inferior
esquerdo; (D) Adaptacao do fio de algodao inicialmente pela distal do molar; (E) Adaptagio
do fio em torno do dente; (F) Fio de algodao adaptado. (Fonte: Laboratorio de Cirurgia do

Departamento de Periodontia da Faculdade de Odontologia de Aracatuba).

3.3 Grupos experimentais

Apo6s 7 dias de evolucdo da periodontite experimental induzida, a ligadura foi
removida em todos os animais. A seguir os animais foram separados aleatoriamente em 4
grupos de 24 animais cada um, 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 padronizacdo (FERNANDES et al., 2009). Os animais dos
grupos receberam os seguintes tratamentos: G1 — os animais ndo receberam nenhum
tratamento local; G2 — irrigagdo com solugdo de curcumina (40uM); G3 — irradiacdo com
LED; G4 - irrigacdo com solugdo de curcumina (40uM) seguido da irradiagao com LED. As
solucdes de curcumina foram depositadas no interior da bolsa periodontal utilizando uma

seringa e agulha para inje¢ao de insulina (Figura 2).
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Figura 2. Realizacdo dos tratamentos locais. (A) G2 - Irrigagdo com solugdo de
curcumina (40uM). (B) G3 - Irradiagdo com LED. (C) G4 - Irrigacdo com solugdo de
curcumina (40uM) seguido da irradiacio com LED (Kon-lux; 465 a 485 nm). (Fonte:
Laboratério de Cirurgia do Departamento de Periodontia da Faculdade de Odontologia de

Aragatuba).

3.4  Preparacdo do composto fotossensivel

O fotossensibilizador CUR natural (Fluka Co.) foi obtido a partir de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO). Uma solugdo stock de CUR (600 uM) foi preparada em solugdo salina
obtendo a concentragdo testada de 40uM (DOVIGO et al. 2011a) e mantida em frasco ambar.

35 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 as bolsas periodontais dos
dentes, apds a remocdo da ligadura, foram irrigadas com 1 ml de solugdo de curcumina
(Figura 3) na concentracdo de 40uM (DOVIGO et al., 2011). Decorrido 1 minuto apds

permanéncia da droga no tecido foi realizada a irradiagdo com LED.
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Figura 3. (A) Fotossensibilizador
curcumina Sigma. (B) P6 da curcumina. (C)
Preparo da solucdo da curcumina na
concentragdo de 40uM. (Fonte: Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO).

3.6 LED (Light- Emitting Diode)

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

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

Figura 4. LED (Kon-lux, 600 mW/cm?, Kondortech Equipamentos Odontoldgicos
Ltda., Sao Carlos, SP, Brasil). (Fonte: Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Periodontia da Faculdade de Odontologia de Aragatuba).

A irradiagdo com LED foi realizada perpendicularmente na face vestibular dos
primeiros molares inferiores do lado esquerdo, durante 60 segundos com fluéncia de 18 J/cm?,

apos 60 segundos da aplicacdo da solucdo de curcumina.
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3.7 Coleta do conteudo do liquido crevicular

Foram coletadas amostras de biofilme subgengival na regido vestibular do primeiro
molar inferior esquerdo de cada animal de todos os grupos experimentais e nos sitios tratados
pela irrigacdo com curcumina, LED e aPDT, no baseline (imediatamente a remocdo da
ligadura), aos 7, 15 e 30 dias pds-tratamento.

Para esta coleta foram utilizados cones de papel absorventes estéreis (numero 15), que
foram introduzidos no sulco gengival, em direcdo apical até que uma leve resisténcia fosse
sentida, permanecendo no local por 30 segundos (LOPES et al., 2010; THEODORO et al.,
2012). Apos sua remogao, os cones de papel absorventes foram colocados em microtubos tipo
eppendorf, com capacidade de 1,5ml, contendo 500uL de solu¢do tampao (PBS, pH 7.0;
solugdo salina, contendo cloreto de sddio, fosfato de sodio e, em algumas formulagdes, cloreto
de potassio e fosfato de potassio). As amostras foram conservadas em freezer a -80°C para

posterior analise microbiologica (LOPES et al., 2010) (Figura 5).

Figura 5. (A) Coleta de amostras de biofilme subgeﬁgival na regido vestibular do
primeiro molar inferior de cada animal de todos os grupos experimentais, no baseline, aos 7,
15 e 30 dias pos-tratamento. (B) Amostras coletadas e armazenadas em microtubos tipo
eppendorfs contendo 500uL de solugdo salina tamponada (PBS, pH 7.0) e congelados a 80°C
negativos. (Fonte: Laboratorio de Cirurgia e de Microbiologia do Departamento de

Periodontia da Faculdade de Odontologia de Aragatuba).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloreto_de_s%C3%B3dio
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfato_de_s%C3%B3dio&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloreto_de_pot%C3%A1ssio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cloreto_de_pot%C3%A1ssio
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfato_de_pot%C3%A1ssio&action=edit&redlink=1
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3.8  Processamento Microbioldgico

O processamento microbioldgico foi realizado utilizando a técnica da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) descrita por SAIKI et al. (1985; 1988) pesquisando a presenca de
Porphyromonas gingivalis (Pg) e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa).

As amostras de biofilme do sulco gengival obtidas dos animais submetidos aos
tratamentos propostos foram submetidas a extragdo do DNA bacteriano, utilizando um
protocolo para extracdo do DNA adaptado de Doyle (1990), utilizando centrifuga refrigerada
(MIKRO 200, Hettich Lab Technology, Germany) (Figura 6). As condi¢des de ciclagem
utilizando termociclador (Prime Thermal Cycler) para amplificagdo foram as seguintes para
os primers especificos: Aa - Desnaturacao Inicial de 95° C por 2 minutos, seguida de 36 ciclos
de desnaturacdo a 95° C por 30 segundos, 60° C por 1 minuto e 72° por 1 minuto; Pg —
Desnaturacao inicial de 95° C por 5 minutos, seguida de 34 ciclos de desnaturag¢do a 95° C por
30 segundos, 60° C por 30 segundos ¢ 72° por 1 minuto.

Para confirmar a especificidade ou universalidade dos primers, os produtos de PCR
foram analisados em gel de agarose 1,5% em uma cuba para corrida eletroforética horizontal
(Major Science) conectada a uma fonte de eletroforese (Fonte Smart Rosa, Major Science,50-
60 Hz, 144 VA) a 96V por 40 minutos e submerso em solu¢do tamponante TBE (Tris-acido
borico e EDTA). Apoés o término de cada corrida, o gel foi corado com SYBR® Safe
(Invitrogen™ - corante ndo mutagénico sensivel que fluoresce quando ligado ao DNA fita
dupla e excitado por luz azul) durante 5 minutos e entdo as bandas no gel foram observadas
imediatamente em um transiluminador de luz ultravioleta e fotografadas a seguir utilizando

um sistema de fotodocumentacao digital (UVP, mod. GelDoc-It B 2310) (Figuras 7 e 8).
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Figura 6. Protocolo de Extracdo de DNA. A) Amostras no microtubo tipo eppendorf;
B) Agitagdao das amostras em Vortex; C) Remocao do cone de papel com auxilio de uma
pinga clinica; D) Remog¢ao do sobrenadante (fase aquosa) correspondente aos acidos nucléicos
para outro microtubo; E) Centrifugacdo das amostras; F) Presenca do DNA precipitado.
(Fonte: Laboratério de Microbiologia do Departamento de Periodontia da Faculdade de

Odontologia de Aracatuba).

Figura 7. Reacdo de PCR. A) Amostras de DNA no aparelho termociclador; B)

Programacdo da amplificacdo; C) Fonte de eletroforese; D) Cuba para corrida eletroforética
horizontal; E) Bandas no gel observadas em um transiluminador de luz ultravioleta. (Fonte:
Laboratdrio de Microbiologia do Departamento de Periodontia da Faculdade de Odontologia

de Aracatuba).
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Figura 8. Marcagdes positivas para as bactérias Aa (A) e Pg (B) vistas através de
transiluminador de luz ultravioleta. (Fonte: Laboratorio de Microbiologia do Departamento de

Periodontia da Faculdade de Odontologia de Aragatuba)
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4 Resultados

Analise Microbiologica

Observando-se as distribuicoes dos dados obtidos para os sitios positivos para as
bactérias Aa e Pg, ndo foi possivel manter o planejamento estatistico inicial, uma vez que os
dados nao atentam para testes paramétricos ou nao paramétricos. Sendo assim, foi adotada
uma analise descritiva dos sitios positivos para as bactérias supracitadas em cada grupo e
periodo, comparado ao baseline.

Os dados de porcentagem dos sitios positivos para ambas as bactérias no baseline e em
cada periodo e grupos estdo apresentados nos Graficos 1 e 2. Quando foram avaliadas no
baseline, o qual foi o periodo em que as coletas foram realizadas imediatamente apds a
remocao da ligadura, foram detectados 40% das amostras para Pg, enquanto que nao houve
deteccao para Aa.

No grupo controle (G1), aos 7 dias ap6s a remocdo da ligadura, a qual foi a
responsavel por induzir a periodontite nos grupos, Aa e Pg nao foram detectados. Aos 15 dias,
20% das amostras foram positivas para Aa e Pg, enquanto que no mesmo grupo aos 30 dias
observou-se aumento na deteccdo de Aa, onde 60% das amostras foram marcadas, enquanto
que para Pg foi mantido os mesmos 20% de deteccao.

O G2 foi o unico grupo que nao apresentou resultado positivo para Aa e Pg em
nenhum dos periodos (7, 15, 30 dias).

No G3 observou-se que aos 7 dias apds o tratamento ndo houve deteccdo para
nenhuma das bactérias, ja no periodo de 15 dias 20% das amostras foram positivas para Aa e
para Pg. No periodo de 30 dias Aa e Pg ndo foram detectadas.

No G4 foi possivel observar auséncia das duas bactérias supracitadas no periodo de 7 e
15 dias apds o tratamento, enquanto que no periodo de 30 dias houve 20% de presenca de Aa
e Pg nas amostras.

E possivel também observar que tanto para o G1 quanto para o G3, no periodo de 15
dias, a porcentagem de bactérias se manteve a mesma, embora o G3 tenha sido submetido ao
tratamento com LED. Importante também destacar que a deteccdo de 20% tanto para Aa
quanto para Pg anteriormente obtida e citada, também foi encontrada no G4 no periodo de 30
dias, o qual foi submetido ao tratamento com irrigacdo com curcumina seguido por irradiacao

com LED.
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Grifico 1. Porcentagem de sitios positivos encontrados para as bactérias Aa e Pg no

baseline, e em cada grupo experimental no periodo de 15 dias.

70%

60%

50%

40% -
= Pg 30d

30% - M Aa 30d

20% -

10% -

0% — T T T
Base G1 G2 G3 G4

Grifico 2. Porcentagem de sitios positivos no baseline, e em cada grupo experimental

no periodo de 30 dias para as bactérias Aa e Pg.
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5 Discussao

No presente estudo realizou-se a comparagdo do efeito da terapia fotodindmica
antimicrobiana como monoterapia no tratamento da periodontite induzida por ligadura em
ratos, utilizando a curcumina como fotossensibilizador ¢ o LED (468-485nm), como fonte de
luz sobre a redugdo das bactérias Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. A opg¢do em analisar a curcumina como fotossensibilizador ¢
justificada pelo seu efeito anti-inflamatorio nos tecidos periodontais (GUIMARAES et al.,
2011; GUIMARAES et al., 2013), devido a sua capacidade de ser fotoativada na presenca de
comprimentos de ondas baixos (ARAUJO et al., 2005) e ter agdo antimicrobiana uma vez
fotoativada (MARTINS et al., 2009; DOVIGO et al., 2011). No entanto ndo ha estudos
suficientes na literatura que associaram a curcumina com o LED na aPDT, para o tratamento
da periodontite induzida. Além destes fatos, os dados sobre os potenciais efeitos dessa nova
abordagem em vdrias espécies microbianas associadas com periodontite e peri-implantite sdo
escassos (EICK et al., 2013).

Os resultados do presente estudo demonstraram que no baseline ndo foi detectada a
presenca de Aa, o que pode indicar que na microbiota bucal dos ratos no momento da coleta,
ou seja, 7 dias apds a inducdo da periodontite, ndo havia a presenca de Aa, tendo 0 mesmo
aparecido somente apoOs certo periodo de tempo. Com relacdo a presenca de bactérias
periodontopatogénicas em ratos, um estudo que procurou evidenciar o perfil microbiano da
periodontite induzida por ligadura em ratos, observou-se que 25 espécies de bactérias foram
detectadas apds 42 dias de instalagdo da ligadura sendo que espécies de Streptococcus e
Actinomyces foram encontradas em altas contagens, seguidas por Fusobacterium, Prevotella
nigrescens e  Parvimonas, Porphyromonas  gingivalis e  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (DUARTE et al., 2010). Em outro estudo em ratos foi demonstrado
a presenca de Aa e Pg na ligadura coletada 7 dias apos a instala¢do, no entanto houve uma
redugdo significativa apenas de Aa apos tratamento com aPDT, mediada por fenotiazinicos e
laser na faixa do visivel-vermelho, tanto em alvéolos contaminados e nao contaminados por
periodontite (THEODORO et al., 2013).

No periodo de 15 dias, tanto para o Gl quanto para o G3 foi detectado Aa e Pg nas
mesmas propor¢oes (20% para cada uma delas), o que pode indicar que houve uma possivel
perda da efetividade do tratamento realizado no G3 ao longo das semanas, o qual foi feito
apenas com a irradiagdo por LED. Em outro estudo, foi verificado que a luz azul atuando

isoladamente ndo alterou a viabilidade de Enterococcus faecalis, uma das bactérias
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responsavel pelo insucesso do tratamento endoddntico. Para culturas planctonicas, a luz azul
ativando eosina Y, rosa bengala ou curcumina de forma significativa (p <0,05) reduziu a
viabilidade de Enterococcus faecalis em compara¢do com a exposi¢do aos
fotossensibilizantes ndo irradiados (PILEGGI et al., 2012).

O grupo G2, o qual o tratamento consistiu em irrigagdo com curcumina somente, foi o
unico que ndo foi observado presenga de Aa e Pg em nenhum dos periodos. Em 2011,
Guimardes et al. obtiveram resultados nos quais observaram o potencial anti-inflamatério da
curcumina em ratos, sugerindo o potencial terapéutico da mesma no tratamento da
periodontite.

Em contrapartida, no G4, o qual foi submetido ao tratamento com irrigagdo de
curcumina seguido por irradiacdo com LED, no mesmo periodo (15 dias) ndo foi verificada a
presenca de Aa e Pg. Neste mesmo grupo, no periodo de 30 dias, ambas as bactérias foram
detectadas, demonstrando uma recolonizagdo. Em outro estudo (ARAUJO et al., 2011) a
reducdo estatisticamente significativa na populacdo bacteriana foi observada apenas quando a
curcumina foi utilizada em combinacdo com a luz azul. Os autores observaram que em
culturas planctonicas de Streptococcus mutanse Lactobacillus acidophilus a associagdo da
curcumina seguida de iluminacdo com luz azul reduzia o nimero de bactérias do que os de
qualquer outro grupo. As reducdes de 54% e 91% foram obtidas para 0,75 e 1,5 g/ L de
curcumina, respectivamente. Além disso, o efeito fotodindmico foi dependente da dose de
concentracdo da curcumina e nos ensaios de toxicidade escuras os autores demonstraram que,
para as concentragdes testadas, a curcumina ndo apresenta toxicidade para todas as culturas
planctonicas. Observou-se também que sem a curcumina, a irradiacdo de luz isolada ndo afeta
a viabilidade dos microrganismos. Tal fato também foi demonstrado no presente estudo em
que a irradiagdo com o LED nio proporcionou redu¢do das bactérias testadas aos 15 dias.

Embora a desinfec¢do fotoativada baseada em luz vermelha tenha sido mais
investigada, a luz azul combinada com fotossensibilizantes apropriados também foi mostrada
para inativar Streptococcus mutans, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis e Enterococcus faecalis. Isolada, a luz azul ndo teve
efeito significativo (P> 0,05) em ambas as bactérias ou células H1 (células tronco
indiferenciadas). Além disso, a curcumina € a eosina tiveram pouco ou nenhum efeito sobre a
viabilidade das células H1 e bactérias, na auséncia de ativacdo de luz (BULIT et al., 2014).
Por outro lado, a curcumina na concentragdo de 0,5-10 umol/L ndo teve nenhum efeito sem
ser ativada pela luz, mas a viabilidade bacteriana suprimiu significativamente quando ativada

pela luz (BULIT et al., 2014; EICK et al., 2013).
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Os resultados de varios estudos sugerem que fotossensibilizantes ativados por luz azul
podem ser usados para inativar bactérias como Streptococcus mutans, agente etioldgico da
carie dentaria, ou Aggregatibacter actinomycetemcomitans, um dos principais agentes
etiologicos da periodontite agressiva. Um relato recente sugere que um fotossensibilizador a
base de ruténio exposta a luz azul provoca um efeito de fototoxicidade em Fusobacterium
nucleatum e Porphyromonas gingivalis, ambos agentes etiologicos da periodontite (PILEGGI
etal., 2012).

Diferentemente de antibioticos que agem em células-alvo microbianas especificas, o
mecanismo multifuncional da acdo 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. Uma
vantagem significativa de quimioterapia antibacteriana fotodindmica sobre terapias
antimicrobianas convencionais € que as bactérias ndo sdo susceptiveis de desenvolver
resisténcia a espécies reativas de oxigénio (PILEGGI et al., 2012).

Em um estudo de Paschoal et al. 2013, sobre o potencial fotodindmico da curcumina e
do LED azul, foi demonstrado que a curcumina em concentragcdo de 8000 uM conseguiu uma
redugdo bacteriana em um log (%) de 5,80 no grupo C + L- (curcumina a 3 concentragdes
diferentes: 2000; 4000 e 8000 uM e trés condi¢des experimentais). Pode-se supor que quanto
mais concentrado o fotossensibilizante estiver, mais ele se difunde através da membrana,
fazendo com que haja um maior grau de redugdo bacteriana, quando comparados com as
demais concentra¢des de curcumina neste estudo citado.

A curcumina apresenta propriedades antimicrobianas significativas in vitro contra um
numero de bactérias gram-negativas e gram-positivas. Do ponto de vista de bactérias e sua
interacdo com fotossensibilizante, a eficacia do aPDT esta principalmente relacionada a trés
aspectos principais: a capacidade do fotossensibilizante de interagir com a membrana
bacteriana; sua capacidade de penetragdo e acdo dentro da célula e a formacao de espécies
reativas de oxigénio em torno da célula bacteriana por iluminacdo do fotossensibilizante. Os
resultados de estudos recentes tém indicado que a curcumina liga-se preferencialmente a
membrana lipidica de algumas proteinas de células. Por outro lado, pode-se supor que o
caminho provavel de agcdo curcumina esta além da intercalagdo no DNA bacteriano mais a
atuacao da membrana; interrup¢ao da sintese de cadeia de acido nucléico do organismo, com
mutacdo genética resultante. As razdes possiveis sdo que este fotossensibilizante seja
relativamente insoluvel em agua e apresente um peso molecular elevado (368,38 g mol-1),

ndo permitindo que se difunda mais facilmente também (PASCHOAL et al. 2013).
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Outro ponto que deve ser enfatizado ¢ a correlacdo entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio e sua interacdo com bactérias e, consequentemente, a eficacia do regime
de tratamento. No estudo de Paschoal et al. 2013, a curcumina manifestou toxicidade para a
bactéria, mesmo sem radiagdao. No entanto, a irradiagdo aumentou a atividade antimicrobiana
da curcumina, sugerindo que as espécies reativas de oxigénio formadas apds irradiagdo sdao
responsaveis por este aumento. Assim, um efeito antimicrobiano pode ser alcangado por
outros fatores relacionados com a farmacodinamica do fotossensibilizante, tal como a
penetracao celular, localizagdo de influxo e de efluxo de parametros; a estabilidade
intracelular ¢ da atividade do fotossensibilizante e suficiente alvo do mesmo em dire¢dao ao
patogeno.

Com relacdo a concentra¢ao da curcumina, um estudo demonstrou o efetivo controle
de espécies de Candida in vitro, através da aPDT utilizando a mesma concentragdo de
curcumina como fotossensibilizador do presente estudo, ativado por LED emitindo na faixa
de 440-460nm (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 solugdo de curcumina com o biofilme foi de um minuto prévio a
irradiagdo, estando em concordancia com o tempo padrdo utilizado em outros protocolos de
aPDT (ALMEIDA et al., 2008b; FERNANDES et al., 2009; GARCIA et al., 2011; GARCIA
et al., 2013). Porém, esse tempo de pré-irradiacdo de um minuto pode ser insuficiente para
que a mesma penetre mais profundamente no biofilme e exerca acdo em microrganismos mais
complexos, podendo assim alterar o desenvolvimento da periodontite. Sendo assim sdo
necessarios estudos que avaliem o tempo de pré-irradiacdo necessario para que se obtenha
acao inibitoéria minima da curcumina no biofilme e que o protocolo seja viavel para aplicagao
no tratamento da periodontite.

Em um estudo avaliando a eficacia antibacteriana, antifungica e antiviral da
curcumina, a nanocurcumina demonstrou atividade mais notdvel contra bactérias gram-
positivas ao invés de bactérias gram-negativas, sendo as bactérias gram-positivas mais
suscetiveis a a¢do da curcumina (MOGHADAMTOUSI et al., 2014). Ambas as bactérias
analisadas neste estudo sdo bactérias gram-negativas, as quais sa3o0 menos susceptiveis a agao
antimicrobiana com a terapia aPDT (MOGHADAMTOUSI et al., 2014).

Diante do exposto neste estudo e das limitagdes da anélise microbiologica efetuada,
sugerimos que outros estudos in vivo devam ser realizados para avaliar a eficiéncia da aPDT,
mediada por curcumina e LED no tratamento da periodontite, variando protocolos de

irradiagdo e métodos de analises.
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6 Conclusao

Dentro dos limites do presente estudo pode-se concluir:

e A irrigacdo com curcumina utilizada isoladamente ou em associa¢do com o
LED como monoterapia ¢ eficiente na redugdo de Porphyromonas gingivalis
em areas com periodontite experimentalmente induzida por ligadura em ratos.

e Além disto, a presenga de Aggregatibacter actinomycetemcomitans nao foi
verificada nos sitios com periodontite em ratos, imediatamente a remogao da

ligadura.
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