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RESUMO

A ulceracdo traumatica é uma lesdo comum, apresentado em um amplo espectro de doencas da
cavidade oral, que podem envolver diversos fatores etiologicos. A cicatrizacdo de feridas apds
lesdo do tecido é um processo complexo. A curcuma é derivada da planta Curcuma longa, que
pode ser usada como agente preventivo e curativo em muitas doencas. Além disso, é um corante
natural que apresenta propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas e antifingicas que podem
ser potencializadas quando associadas a uma fonte de luz. Sendo assim, o uso da cdrcuma com
fotossensibilizador na Terapia Fotodindmica tem sido demonstrado como uma alternativa
promissora no auxilio de cicatrizagdo de feridas. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o processo cicatricial de Ulceras em mucosa jugal de ratos Wistar submetidos a circuma
e a Terapia Fotodindmica. O fotossensibilizador utilizado foi a curcumina, extraida da Curcuma
longa L. (Massa molar 368,38), pureza 96,54% na concentracdo de 5mM. O diluente utilizado
foi o Dimetilsulféxido 5%. Um total de 192 ratas fémeas da linhagem Wistar foram usadas e
divididas em seis grupos: Grupo 1 (controle) - aplicacdo do DMSO; Grupo 2 - aplicacdo do
DMSO + luz; Grupo 3 - salina; Grupo 4 - salina + luz; Grupo 5 - curcuma diluida em DMSO +
luz (PDT com equipamento D2000E, por 2,5 minutos); Grupo 6 - circuma diluida em DMSO.
A intervencéo foi realizada nos dias 1, 3 e 7 apds a inducgdo da Ulcera e a eutanasia foi realizada
nos dias 3, 7 e 14 apds a administracdo do Gltimo dia de terapia, formando subgrupos divididos
de acordo com os dias de eutanasia. As avaliac@es realizadas foram de peso e mensuracéo das
Ulceras, andlises histopatoldgicas, com avaliacdo do estadiamento da Ulcera, contagem de
neutrofilos polimorfonucleares, vasos sanguineos e fibroblastos / miofibroblastos. Para a
realizacdo da analise estatistica dos dados coletados, foi utilizado o software GraphPad Prism
5.0®. Nos resultados, foi identificada uma reducéo significativa na area da Ulcera nos grupos
tratados com curcumina e curcumina + luz ja no terceiro dia, bem como nos escores histologicos,
que apresentaram reducdo significativa no dia 7, em comparacéo aos demais grupos. No entanto,
no sétimo dia, os grupos salina + luz e DMSO + luz mostraram um atraso na cicatrizagao.
Histologicamente, o grupo curcumina + luz mostrou reducéo dos polimorfonucleares neutrofilos
e mononucleares no 14° dia, além de um aumento notavel de fibroblastos e vasos sanguineos
nesse periodo. Conclui-se que o tratamento com curcumina isolada e em associacdo com a terapia
fotodindmica melhorou caracteristicas clinicas, diminuiu a &rea da Ulcera e melhorou os escores
histol6gicos em relagdo aos demais grupos.

Palavras-chaves: Curcumina, Cicatrizacio de Feridas, Ulcera Oral, Terapia Fotodindmica.



ABSTRACT

Ulceration is a very common sign, presented in a wide spectrum of diseases of the oral cavity,
which may involve several etiological factors. Wound healing after tissue injury is a complex
process. Turmeric is derived from the plant Curcuma longa, which can be used as a preventive
and curative agent in many diseases. In addition, it is a natural dye that has anti-inflammatory,
antimicrobial and antifungal properties that can be exacerbated when associated with a light
source. Therefore, the use of turmeric as a photosensitizer in Photodynamic Therapy has been
shown to be a promising alternative in aiding wound healing due to the properties of this therapy.
Therefore, the objective of the present study was to evaluate the healing process of ulcers in the
jugal mucosa of Wistar rats subjected to turmeric and Photodynamic Therapy. The
photosensitizer used was curcumin, extracted from Curcuma longa L. (molar mass 368.38),
purity 96.54%), at a concentration of 5 mM. The diluent used was Dimethyl sulfoxide 5%
(Adapted from Paschoal et al, 2015). A total of 192 female Wistar rats were used and divided
into six groups: Group 1 (control) - application of DMSO; Group 2 - application of DMSO +
light; Group 3 - saline; Group 4 - saline + light; Group 5 - turmeric diluted in DMSO + light
(PDT with D2000E equipment, for 2.5 minutes); Group 6 - turmeric diluted in DMSO. The
intervention was performed on days 1, 3 and 7 after ulcer induction and euthanasia was
performed on days 3, 7 and 14 after the administration of the last day of therapy, forming
subgroups divided according to the days of euthanasia. The evaluations performed included
weight and measurement of ulcers, histopathological analyses, with evaluation of ulcer staging,
polymorphonuclear neutrophil count, blood vessels and fibroblasts/myofibroblasts. To perform
the statistical analysis of the collected data, the GraphPad Prism 5.0® software was used. In the
results of this study, a significant reduction in the ulcer area was observed in the groups treated
with curcumin and curcumin + light already on the third day, compared to the other groups.
However, on the seventh day, the saline + light and DMSO + light groups presented a larger
ulcerated area compared to the other groups. Regarding histological scores, the groups containing
curcumin showed a reduction in the score observed on day 7. In the evaluation of weight
variation, the saline, DMSO, curcumin and curcumin + light groups showed an increase over 14
days. Histologically, the curcumin + light group showed a reduction in polymorphonuclear
neutrophils and mononuclear cells on the 14th day, in addition to a significant increase in
fibroblasts and blood vessels during this period. It is concluded that treatment with curcumin,
especially in association with photodynamic therapy, in this experimental model improved
clinical characteristics, reduced the ulcer area and improved histological scores in relation to the
other groups.

Keywords: Curcumin (DECs), Wound healing (DECs), Oral Ulcer (DECs), Photodynamic
Therapy (DECs)..
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1. INTRODUCAO

A ulceracdo € um sinal bastante comum, apresentado em um amplo espectro de doencas da
cavidade oral, que podem envolver diversos fatores etioldgicos. Tais lesdes podem configurar
num desafio, no que diz respeito ao diagnostico, devido a sobreposicdo de caracteristicas
clinicas e histoldgicas entre os diferentes tipos de lesdes ulceradas (SUAREZ et al, 2015).

A cicatrizacdo de feridas apés lesdo do tecido é um processo complexo. Os processos
de protecdo, reparo e recuperacdo afetam muitas células, citocinas e fatores de crescimento
(SRIROD, S., TEWTRAKUL et al, 2019). Um curativo ou agente de cicatrizacdo ideal
protege o tecido da ferida da infeccdo bacteriana, reduz a inflamacéo e induz a proliferagéo
celular para auxiliar na reconstrucéo do tecido danificado (KULAC et al., 2013). Idealmente,
também atuaria como um antioxidante, pois os radicais livres sdo considerados a principal
causa de inflamacéo durante o processo de cicatrizacdo de feridas (MOHANTY et al., 2012).
A curcumina é amplamente estudada devido a seu potencial de cicatrizacéo de feridas atribuido
aos seus efeitos bioquimicos, como suas atividades anti-inflamatério (LIANG et al., 2009),
anti-infeccioso (MUN et al., 2013) e antioxidante (MENG B; L1 J; CAO H et al., 2013).

A clrcuma, além de todos os beneficios que ja foram relatados, também demonstrou
grande potencial como fotossensibilizador (FS) devido a sua capacidade de absorver luz azul
(SANTEZI, C.; REINA, B. D.; DOVIGO, L. N., 2018). A luz azul, por sua vez, é capaz de
modular a fisiologia celular por meio de interacdes com o sistema redox celular enddgeno,
restaurando a homeostase celular e melhorando o funcionamento e proliferagéo celular
(MARQUES,2020).

O uso da curcuma como FS na TFD tem sido demonstrado como uma alternativa
promissora no auxilio de cicatrizacdo de feridas, por conta das propriedades desta terapia,
como sua atividade antimicrobiana de amplo espectro, mediada pela producdo de espécies
reativas de oxigénio, que acabam danificando microrganismos patogénicos (MARQUES,
2020).

14
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o processo cicatricial de Glceras em mucosa jugal de ratos Wistar submetidos a

Curcuma e Terapia Fotodinamica

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar clinicamente o do tamanho da Ulceras traumaticas em mucosa jugal de ratos Wistar
sob tratamento com corante a base de curcumina e sua formulacdo para terapia
fotodindmica.

e Avaliar histologicamente o processo cicatricial de Glceras em mucosa jugal de ratos Wistar
sob tratamento com corante a base de curcumina e sua formulagdo para terapia
fotodindmica.

e Auvaliar a influéncia do tratamento com corante a base de curcumina e sua formulacao para

terapia fotodinamica.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 ULCERAS E PROCESSO DE CICATRIZACAO

A ulceracdo traumatica é uma lesdo frequente, associada a uma ampla variedade de
condi¢Oes da cavidade oral, envolvendo maltiplos fatores etioldgicos. O processo de cicatriza¢do
de feridas ap6s uma lesdo tecidual € intrincado e multifatorial. Tais lesdes podem configurar num
desafio, no que diz respeito ao diagnostico, devido a sobreposicdo de caracteristicas clinicas e
histologicas entre os diferentes tipos de lesdes ulceradas (SUAREZ et al., 2015). Grande parte das
Ulceras orais se enquadram em uma dessas categorias: infecciosa, imunoldgica, traumética ou
neoplésica (SUAREZ et al., 2015). As ulceras podem ser primarias, quando ndo precedidas de
outra lesdo prévia (no caso de aftas), ou secundarias (aftoides) a trauma ou ruptura de bolha ou
vesicula biliar (SUAREZ et al., 2015). A superficie da cavidade bucal € revestida por mucosa
cujas principais fungdes envolvem a protecdo mecanica dos tecidos profundos, absorgéo, protecao
imunoldgica, barreira fisica, além de atuar como 6rgéo sensorial e como regido para atividade
glandular JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008; GARTNER, 2007). Esta mucosa €é constituida
por epitélio pavimentoso estratificado e um tecido conjuntivo subjacente, isto é, a lamina prépria,
capaz de promover sustentacdo e nutricdo ao epitélio (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).
Adicionalmente, devido a grande diversidade de fun¢des importantes executadas pela cavidade
bucal, a mucosa se apresenta em continuo processo de renovacdo, ao passo que esta

constantemente submetida a agressdes das mais diversas naturezas (LIMA et al., 2005).

As Ulceras orais (UO) configuram lesbes que alteram o epitélio e provocam a
descontinuacdo dos tecidos conjuntivos (WEN et al., 2021). Caracterizam-se como lesdes com
exposicdo do tecido conjuntivo, que podem ser ocasionadas por traumas mecanicos, doencas
autoimunes, neoplasias, condicGes infecciosas, deficiéncias nutricionais ou reacdes ao uso de
drogas. As Ulceras orais de origem traumatica sdo comumente observadas em consultorios
odontologicos. Elas podem ser classificadas como agudas ou cronicas, sendo que as Ulceras
crbnicas apresentam inicio lento e progressdo gradual, enquanto as agudas surgem de forma
abrupta e tém curta duragdo. As condic¢des agudas incluem Ulceras traumaticas, estomatite aftosa
recorrente, infeccdes microbianas e reacdes alérgicas. (SIU, A., Landon, K., Ramos, D.M et al.,
2015).

A cicatrizacdo das UO ¢é um processo dinamico que envolve fendmenos bioquimicos e

fisiologicos que se comportam de forma harmoniosa a fim de garantir a restauracéo tecidual. O
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processo cicatricial de uma Ulcera oral ocorre por meio de etapas bem definidas, divididas em
cinco fases principais: coagulagdo; inflamagéo; proliferacdo e remodelacdo (MANDELBAUM et
al., 2003).

A primeira fase da cicatrizagdo se inicia imediatamente apds a lesdo, mediante a
coagulacdo sanguinea, a partir de um coagulo capaz de estancar o sangramento e desencadear a
resposta imunoldgica inicial. Os receptores plaquetarios (a saber, a glicoproteina VI) interagem
com proteinas da matriz extracelular (MEC) (fibronectina, colageno e fator de von Willebrand),
promovendo aderéncia a parede dos vasos sanguineos. Apos a formacdo do coagulo, ocorre a
cascata de coagulacdo, em que a enzima tromboplastina, produzida pelas plaguetas, com a
presenca do célcio, converte a protrombina, enzima produzida pelo figado, com a presenca da
vitamina K, em trombina. Esta, por sua vez, converte o fibrinogénio, proteina inativa, em fibrina,
proteina ativa. A trombina, subsequentemente, desencadeia a ativacdo plaquetaria e induz uma
mudanca conformacional e a liberacdo de granulos alfa e densos contendo moléculas bioativas

que reforcam a coagulacdo (HOLLY et al., 2020).

A formacao do coagulo possui como objetivo, além de unir as bordas das feridas, cruzar a
fibronectina, de modo a oferecer uma matriz provisoria, em que os fibroblastos, células endoteliais
e queratindcitos possam ingressar na ferida (MANDELBAUM et al., 2003).

A inflamacao depende, além de inimeros mediadores quimicos, das celulas inflamatdrias,
como os leucécitos polimorfonucleares (PMN), macréfagos e linfocitos. A resposta inflamatoria
se inicia com vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, promovendo a quimiotaxia
(migracdo de neutréfilos para a ferida). Neutrofilos séo as primeiras células a chegar a ferida, com
maior concentracdo 24 horas apos a lesdo. Sao atraidos por substancias quimiotaticas liberadas
por plaquetas. Os neutrofilos aderem a parede do endotélio mediante ligacdo com as selectinas
(receptores de membrana). Neutrofilos produzem radicais livres que auxiliam na destruicdo
bacteriana e sdo gradativamente substituidos por macrofagos. Os macrofagos migram para a ferida
apos 48 - 96 horas da leséo e sdo fundamentais durante o término do desbridamento iniciado pelos
neutrofilos e sua maior contribuicdo € a secrecdo de citocinas e fatores de crescimento, alem de

contribuirem na angiogénese, fibroplasia e sintese de matriz extracelular (CAMPOS et al., 2007).

A fase proliferativa é caracterizada pela formagéo do tecido de granulagdo e é o marco
inicial da regeneracgdo. Os fibroblastos e as células endoteliais sdo os elementos predominantes e

mais importantes. Essa etapa é constituida por quatro etapas fundamentais: epitelizacao,
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angiogénese, formacdo de tecido de granulacdo e deposicdo de coldgeno. As células como
fibroblastos comegam a proliferar e produzir uma matriz extracelular rica em fibras colagenas e
vasos sanguineos que auxilia na formacéo do tecido de granulacdo. A angiogénese, entdo, €
estimulada pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e é caracterizada pela migragao de células
endoteliais e formacéo de capilares (CAMPOS et al., 2007).

A reepitelizagdo é caracterizada pela migracdo de queratinécitos ndo danificados das
bordas da ferida e dos anexos epiteliais, quando a ferida é de espessura parcial, e apenas das
margens nas de espessura total. Fatores de crescimento sdo 0s provaveis responsaveis pelos
aumentos das mitoses e hiperplasia do epitélio (MANDELBAUM et al., 2003).

A respeito da regeneracéo epitelial, sugere-se que se inicia com fibroblastos programados
e destinados a serem fibroblastos reticulares dérmicos e hipodérmicos, linhagem que ndo esta
programada para produzir foliculos ou estruturas apéndices da pele (WOODLEY et al., 2017).
Em mamiferos adultos, a cicatrizacdo da mucosa oral fornece a ilustracdo mais parecida com a
cura regenerativa. Em outros tecidos, tem-se a recuperacao das lesdes com a formacao de tecido
cicatricial, no entanto, em mucosa oral, as feridas cicatrizam de forma rapida e por cicatrizacdo
regenerativa, assim como no presente estudo (RIPPA, KALABUSHEVA, VOROTELYAK et al.,
2019).

A fase de maturagdo ocorre pela reorganizacdo do tecido cicatricial. O colageno
inicialmente depositado é remodelado, tornando-se mais organizado e resistente, devido a isso, se
torna a mais evidente clinicamente. As células do sistema imunolégico podem desempenhar um
papel na remocédo de células mortas e na remodelacdo do colédgeno para fortalecer a cicatriz. O
colageno produzido inicialmente € mais fino do que o colageno presente na pele normal, e tem
orientacdo paralela a pele. Gradativamente, o colageno inicial (colageno tipo I11) é submetido a
reabsorcdo e um coldgeno mais espesso € produzido e organizado ao longo das linhas de tens&o.
Isso resulta em aumento da forca ténsil da ferida. A formagao da nova matriz € um processo crucial
na cicatrizacdo, de modo que fibroblastos e leucécitos secretam colagenases que promovem a lise
da matriz antiga que, entéo, é substituida (BROUGHTON et al., 2006).

Em seguida, as células epiteliais adjacentes se proliferam e migram para realizar a
cobertura da superficie ulcerosa. A regeneracao epitelial é crucial para restaurar a integridade da
superficie mucosa. A medida que a cicatrizacdo progride, havera uma reducio do tecido de

granulacdo. As células fibroblasticas podem diminuir, e a cicatriz amadurece, tornando-se mais
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semelhante ao tecido circundante (BALBINO, PEREIRA e CURI et al., 2005).
3.5 TRATAMENTOS

O processo de cicatrizagdo pode variar em velocidade e eficacia e sofrer influéncia da
salde geral do individuo, assim como da presenca de dor e da resposta imunoldgica. O cuidado
adequado, como manter a area limpa e evitar irritantes, pode ajudar no processo de cicatrizacgao.
No entanto, visando a qualidade de vida de individuos com histérico de ulceracBes cronicas ou
recorrentes, estudos que investigam a intervencdo no processo de cicatrizacdo adquiriram
significativo avanco. Contudo, o entendimento do historico clinico das feridas e do histdrico de
salde é essencial, além de investigar, nesses casos, possiveis manifestacbes de doencas
autoimunes.(CAMPQOS et al., 2007)

Dessa forma, ulceracdes diferentes, em pacientes diferentes, exigem formas de tratamentos
distintas. Tais cuidados envolvem desde solucdes antissépticas para higienizacdo da regido
atingida até o uso dos mais complexos farmacos curativos. O tratamento varia conforme a origem
da Glcera. Ulceras de origem viral geralmente requerem apenas controle sintomatico com
analgésicos e antipiréticos. Ulceras bacterianas, como decorrentes de sifilis ou tuberculose, sédo
tratadas com antibioticos especificos ap6s confirmacdo por exames. Em casos de Ulceras
traumaticas, o tratamento baseia-se na eliminacdo do fator causal, como ajuste de proteses
dentarias. Quando uma Ulcera tem caracteristicas neoplasicas, uma bidpsia € realizada para
diagnostico definitivo, e o paciente pode ser encaminhado para tratamentos oncolégicos mais
complexos. (SCHEMEL-SUAREZ; LOPEZ-LOPEZ; CHIMENOS-KUSTNER et al., 2015)

A estomatite aftosa recorrente ( EAR), um tipo comum de Ulcera oral recorrente, é tratada
principalmente com antissépticos e anti-inflamatérios topicos, sendo que os corticosterdides
descritos e sistémicos sdo indicados em casos mais graves. Imunomoduladores também sdo usados
para casos clinicos e refratarios. Além das terapias tdpicas, o artigo enfatiza a importancia de
investigar e tratar condi¢Ges subjacentes, como deficiéncias nutricionais e estresse, que podem
contribuir para a recorréncia das tlceras. (SCHEMEL-SUAREZ; LOPEZ-LOPEZ; CHIMENOS-
KUSTNER et al., 2015)

Medicacdes de uso topico de medicacGes com &cido tanico, orobase, acabam servindo
como uma barreira de protecdo e isolamento para regido ferida. Em casos mais agravados,
corticoides topicos ou sistémicos podem ser usados com objetivo de reduzir a dimenséo e o tempo
de cura (SCHEMEL-SUAREZ; LOPEZ-LOPEZ; CHIMENOS-KUSTNER et al., 2015)
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No entanto, o uso prolongado de corticoesteroides, como a triancinolona, pode provocar
efeitos adversos quando em uso prolongado, assim como ocorre com 0s demais esterdides
sistémicos, por exemplo: supressdo adrenal, alteracdo do metabolismo da glicose, catabolismo de
proteinas, ativacdo da Ulcera péptica e outras. Geralmente essas reacfOes sdo reversiveis e
desaparecem com a interrupgéo do tratamento. Segundo os resultados no estudo de Oliveira et al.
2016, mostrou que a terapia com corticoides em lesdes traumaticas tém efeitos negativos na
cicatrizacdo de feridas. Os corticoides afetam a sintese e a maturacdo do colageno, alteram a
resisténcia a tracdo das feridas, inibem a funcédo e a proliferacdo celular e diminuem as acdes
antibacterianas e fagocitérias de algumas células de defesa, resultando no atraso da cicatrizacéo.
Neste estudo, a triancinolona administrada topicamente retardou o processo de reparagéo, pois
houve uma menor deposicdo de colageno, sugerindo que este medicamento inibe a cicatrizagdo
de feridas na cavidade oral em ratos diabéticos (OLIVEIRA et al. 2016). Além disso, embora o
uso local seja menos prejudicial do que o sistémico, sua indicacdo € mais frequente. Com isso,
tem-se efeitos indesejados como afinamento da epiderme e derme, dermatite perioral e eritema
(SCHACKE; DOCKE; ASADULLAH et al., 2002).

Para o tratamento de feridas orais, diversos métodos além dos convencionais tém sido
explorados visando acelerar o processo de cicatrizacdo e reduzir desconforto. Um estudo sobre
estimulacdo elétrica demonstrou que essa técnica pode acelerar o fechamento de feridas palatinas
em modelos animais. Comparado ao grupo controle, o grupo submetido a estimulacdo elétrica
(100 pA, 9 kHz, 660 mVpp) mostrou uma redugao significativa na inflamacdo e nos tempos de
fechamento da ferida, indicando que a terapia pode ser eficaz na fase inicial de cicatrizacdo de
feridas (FERREIRA et al., 2020).

Outro método investigado é a terapia de fotobiomodulacdo (PBMT), que demonstrou
potencial em modular eventos epigenéticos e a expressdo de NF-kB, fatores cruciais na
cicatrizacdo de Ulceras orais. Em estudo com ratos, PBMT acelerou a cicatrizagdo e estimulou a
migracdo de queratindcitos na fase inicial, além de promover sua diferenciacdo na fase final. A
analise imunohistoquimica revelou que PBMT aumentou os niveis de acH3 e NF-«B nos
primeiros dias de tratamento, mas reduziu esses marcadores no final do processo de cicatrizagdo
(DE FARIAS GABRIEL et al., 2019).

Além disso, a terapia com laser e 0z6nio mostrou ser promissora na cicatrizacao de feridas
palatinas. Em pacientes submetidos a enxertos gengivais, 0 uso de ozénio reduziu o tamanho da

ferida no 14° dia de pos-operatorio em comparagao ao grupo controle. Esse tratamento também se
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associou a menores niveis de desconforto pos-operatorio, sugerindo que ambos os tratamentos,
com laser e ozbnio, podem reduzir a morbidade em comparacdo com a cicatrizacdo natural
(RAPONE et al., 2020).

Esses estudos demonstram o potencial terapéutico de técnicas como estimulagéo elétrica,
fotobiomodulacéo e terapia com 0z6nio no fechamento de feridas orais, podendo ser alternativas
ou complementares aos metodos convencionais de cicatrizagdo, dependendo das caracteristicas e

necessidades do paciente.
3.6 LUZ

A Laserterapia na Odontologia pode ser usada isoladamente ou como coadjuvante de
outros tratamentos, visando a eliminacao da dor, inflamacdo e acelerando o processo cicatricial
de diversas alteracdes bucais. O sucesso do tratamento depende do diagnéstico correto e remocao
do fator causal, sempre lembrando que o laser é uma terapia complementar aos procedimentos
tradicionais da odontologia. Dessa forma, o uso da terapia de fotobiomodulagdo tem como
mecanismo de acdo o funcionamento a partir da bioestimulacdo das células teciduais atingidas
pela luz, em que fotorreceptores especificos absorvem a luz que serd encaminhada as mitocdndrias
para que seja produzido energia por meio da estimulacdo da adenosina trifosfato (ATP). Logo, é
capaz de auxiliar no processo de cicatrizacdo e acelerar o tempo de reparo tecidual, através da
proliferacdo celular e biossintese proteica. (HENRIQUES, A. et al. 2010)

O comprimento de luz vermelha do laser é determinado por 660 nanémetros (£10nM) e
trata-se de uma luz com baixa capacidade de penetracdo tecidual, usada em lesdes mais
superficiais, como no caso de ulceracOes orais. Ja o laser infravermelho com comprimento entre
808 nM (x10nM) alcanga maiores profundidades, sendo entdo mais bem aplicado para efeito
analgésico, processo inflamatorio, reparagéo tecidual e disfun¢es neuromusculares. Importante
também a definicdo da janela terapéutica para quantidade de energia a ser escolhida no protocolo
de cicatrizacdo das ulceras, que costuma ser entre 0,5J a 2J (Joules) a depender da sintomatologia
dolorosa. Desse modo, através da bioestimulacdo, o laser de baixa intensidade estimula
mitocdndrias nas células e promove o aumento da producdo de ATP (adenosina trifosfato). Esse
efeito bioestimulador acelera a regeneracao celular e reduz inflamaces, sendo eficaz em uma
variedade de condi¢cbes, como cicatrizacdo de feridas, tratamento de Ulceras e ruptura da dor.
(ENTEZARI et al. 2022).

Comparando o laser vermelho ao LED azul, que normalmente opera em torno de 400 a
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470 nm, observa-se que o LED azul possui propriedades antimicrobianas significativas, sendo
particularmente eficaz contra bactérias e fungos, como Candida albicans e Streptococcus mutans
. Isso o torna uma escolha favoravel para o tratamento de infeccdo superficial e infeccdo oral.
(Dube, E. et al. 2024; CHAMBRONE et al., 2018).

No entanto, existem casos em que a ferida pode estar contaminada com microrganismos e
que esse processo pode atrasar a cicatrizacdo, mesmo com a utilizagdo apenas das luzes. Por isso,
em alguns casos, existe a associacdo com a terapia fotodindmica antimicrobiana (Antimicrobial
Photodinamic Therapy - aPDT), em que se utiliza um agente fotossensibilizante, geralmente, o
azul de metileno, sobre a regido demarcada por um determinado periodo, que se liga a célula-alvo
e é ativado por meio do uso de um laser/luz vermelho de baixa poténcia em um comprimento de
onda relevante para excitar o fotossensibilizador. Logo, através do uso de corantes fotossensiveis,
ocorre um processo fotoquimico onde sdo produzidas espécies reativas de oxigénio responsaveis

pela reducdo bacteriana local, sem causar resisténcia microbiana (TSUTSUMI-ARAI, C. 2022).

Além disso, o Diodo Emissor de Luz (LED - light emitting diode) é uma fonte de luz
alternativa em que estruturas compostas por dois materiais semicondutores que, quando
associados, por diferenca de cargas, ocorre a emissdo de luz azul, sem o aumento de temperatura.
Estes dispositivos emitem luz por meio da movimentacdo de elétrons atraves de diferentes
materiais semicondutores, produzindo uma emissdo espontanea de fétons ndo coerentes,
diferindo-se dos lasers, que produzem emissdo estimulada de radiacdo. Desta distin¢do basica
decorrem as diferencas estruturais entre os dois dispositivos. Os LEDs podem ser configurados
para produzir comprimentos de onda multiplos e ser arranjados em larga escala, de forma a nédo
produzir calor (ALVES, Orley Aradjo et al., 2011)

3.7 CORANTES

Devido aos avangos tecnoldgicos, destacou-se na literatura a aPDT como uma alternativa
promissora no tratamento complementar de infecg¢Oes localizadas, a fim de aumentar a taxa de
sucesso dos tratamentos convencionais. Para a eficacia da aPDT, sdo necessarios trés elementos:
luz com comprimento de onda adequado, oxigénio e fotossensibilizador. Os fotossensibilizadores
(FS) sdo substancias organicas ou minerais, naturais ou sintéticas, caracterizadas por sua
capacidade de absorver luz em variados comprimentos de onda. Sao corantes que absorvem luz e
emitem, por excitacdo, energia que desencadeia processos quimicos e fisicos, normalmente

insensiveis a luz. Atualmente, os FS mais comuns usados na aPDT incluem os corantes sintéticos



23

como o azul de toluidina (HAKIMIHA et al., 2014), eosina (ROLIM et al., 2012), azul de metileno
(LEONEL et al., 2019) e, recentemente, a curcumina, uma substancia natural, que foi introduzida
como uma nova classe de fotossensibilizador para aPDT. Na técnica convencional, é utilizado, na
regido da leséo, a luz vermelha associada ao azul de metileno, que é um interessante FS devido ao
efeito antimicrobiano. Sua alta absor¢do de luz vermelha possui natureza hidrofilica,
acompanhada de baixo peso molecular e carga positiva, que permite a passagem atraves dos canais

de proteina-porina na membrana externa de bactérias Gram-negativas.

O azul de metileno interage predominantemente com macromoléculas lipopolissacarideos
anionicas, participando, assim, do processo de fotossensibilizagdo (SILVA et al., 2022).
Entretanto, a ingestdo de azul de metileno em grande quantidade pode causar nauseas, vomito,
gastrite e dor abdominal AMARAL, R. R. et al., 2024). Ele apresenta melhorias, incluindo a
possibilidade de causar citotoxicidade em células humanas se ndo for utilizada de forma
controlada. Além disso, o azul de metileno pode deixar residuos no local de aplicacdo e tende a
ser mais suscetivel a inativacdo na presenca de luz ambiente visivel, o que requer cuidado para
evitar a manipulacéo antes do uso clinico.(DUBE, E. et al. 2024) Sabendo disso, estudos apontam
buscas de novos corantes para aperfeicoar a técnica, e um deles é a curcumina, que € um FS

natural.

3.8 CURCUMINA

A clrcuma,também conhecida como acafrdo-da-india, € um pigmento amarelo natural com
propriedades bioativas derivada da planta Curcuma longa, uma planta herbacea perene da familia
Zingiberacea (TANG, 2020). Dentre uma ampla gama de fitoquimicos ativos que contém, a
curcumina extraida de seus rizomas € o principal componente biologicamente ativo, constituindo

a base para as propriedades bioldgicas e a maioria dos efeitos terapéuticos (TANG, 2020).

Figura 1: (A) Curcuma longa Linn: planta com flor, (B) rizoma, (C) curcumina em p@.
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Fonte: adaptado de BASNET e SKALKO-BASNET 2011

A curcumina pode ser usada como agente preventivo e curativo em muitas doencas, como
doencas neurodegenerativas (incluindo doenga de Alzheimer), diabetes, céncer, doencas
reumatoides, aterosclerose, doenca infecciosa pulmonar, inflamacgéo intestinal cronica, alergia,
asma, doencas autoimunes, AIDS, psoriase e outros (RADOMSKA, 2019). A curcumina com sua
ampla natureza pleiotropica pode atingir processos biologicos intrincados e diversos fatores
inflamatorios como citocinas, interleucinas (ILs), fator nuclear kappa B (NF-kB), espécies
reativas de oxigénio (ROS), ciclooxigenase-2 (COX-2), proteinas C reativas, transformando o

fator de crescimento-f (TGF-p), e outras enzimas envolvidas na inflamagdo (GIRISA et al., 2021).
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Figura 2: Curcumina interfere nas vias inflamatorias ao bloquear o fator de transcricdo NF-«B.
Fonte: JOE el., 2004

Um curativo ou agente de cicatrizagdo ideal protege o tecido da ferida da infecgédo
bacteriana, reduz a inflamacéo e induz a proliferacdo celular para auxiliar na reconstrugéo do
tecido danificado (Kulac et al., 2013). Idealmente, também atuaria como um antioxidante, pois 0s
radicais livres sdo considerados a principal causa de inflamacéo durante o processo de cicatrizacéo
de feridas (MOHANTY et al., 2012). O potencial de cicatrizacdo de feridas da curcumina é
atribuido aos seus efeitos bioquimicos, como suas atividades anti-inflamatério (LIANG et al.,
2009), anti-infeccioso (MUN et al., 2013; Singh et al., 2010) e antioxidante (AK e GULCINA,
2008; MENG B; L1J; CAO Hetal., 2013). A curcumina também melhora a cicatrizacéo de feridas
cutaneas por meio do envolvimento na remodelagéo do tecido, granulagdo, formagéo de tecido e
deposicao de colageno (Joe et al., 2004). Vérios estudos mostraram que a aplicacdo da curcumina
na ferida tambeém aumenta a regeneracéo epitelial e aumenta a proliferacdo de fibroblastos e a
densidade vascular (SIDHU et al., 1998; THANGAPAZHAM RL; SHARAD S; MAHESHWARI
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et al., 2013). A Curcumina é um composto polifendlico, hidrofébico, isolado a partir de rizomas
da planta, habitualmente utilizado como tempero natural aromatizante de alimentos. Varios
estudos, in vivo e in vitro, revelaram os impactos essencialmente ndo toxicos da curcumina, que
podem ser identificados através de um pico de absorcéo bastante amplo, com uma faixa entre 300
e 500 nm (méximo: 430 nm)(AMARAL, R. R. et al., 2024).

A clrcuma, além de todos os beneficios que ja foram relatados, também demonstrou
grande potencial como fotossensibilizador (FS) devido a sua capacidade de absorver luz azul
(SANTEZI, C.; REINA, B. D.; DOVIGO, L. N., 2018). A curcumina vem sendo usada como FS
devido ao seu notavel efeito bactericida aditivo (MARQUES,2020). Essa propriedade é mediada
por uma reducdo na tensao superficial entre o fotossensibilizador e a bactéria, aumentando a
permeabilidade da membrana celular microbiana a curcumina; isso resulta em uma concentracao
mais alta de curcumina dentro da célula bacteriana, aumentando ainda mais o efeito biomodulador
da luz azul (MARQUES,2020). Para obter sucesso na TFD utilizando curcumina como FS, é
necessario o uso do LED azul, que tem espectro de luz entre 440-485 nm, e age a partir da
excitacdo eletrénica. Isso porque a curcumina possui pico de absor¢do mais alto na faixa de luz
azul (455-460 nm) e pode ser usada como um fotossensibilizador na faixa de 400-500 nm
(ARAUJO et al., 2012) utilizando concentracdo de curcumina a 1,5 g/L e energia luminosa LED
de luz azul (67 mW/cm?, 450 nm, 20,1 J/cm?) (SILVA et al., 2022).

Além disso, € importante salientar que a curcumina promove a cicatrizacao de feridas e a
regeneracdo epitelial, estimulando fatores de crescimento, ativando fibroblastos, promovendo a
formacdo de tecido de granulacdo, sintese de colageno e neovascularizacdo. Embora seja um
composto hidrofébico, a curcumina pode ser diluida em Dimetil-Sulfoxido (DMSO) a 10% e
etanol ou propilenoglicol. A luz azul, por sua vez, é capaz de modular a fisiologia celular por meio
de interacbes com o sistema redox celular enddgeno, restaurando a homeostase celular e
melhorando o funcionamento e proliferacdo celular (MARQUES,2020). Adicionalmente, o0s
protocolos podem variar de acordo com a concentragdo do FS, a poténcia da energia luminosa e
0 comprimento de onda utilizado (para a curcumina, sua maxima absorcdo se da em 430 nm)
(KUBIZNA, DAWIEC E WIENCH, 2024). Por isso, considerando as propriedades inerentes a
este composto, sdo necessarios mais estudos, com diferentes abordagens, a fim de que seus efeitos

sejam plenamente explorados e a eficacia aprimorada gradativamente.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos
Esse trabalho foi desenvolvido pelo Centro Universitario Christus (UNICHRISTUS)

e previamente ao inicio dos protocolos experimentais e coleta dos dados, o estudo foi submetido
e aprovado pela Comissdo Etica no Uso de Animais (CEUA) da referida universidade sob o
numero 024/21 (ANEXO 1).

4.2. Calculo amostral
Baseado no estudo de Paolillo et al. 2020 que demonstrou que ratos submetidos a

modelo de Ulcera cutanea infectada por S. aureus e tratados com aPDT hé reducéo significativa
da area de Ulcera (0.41+0.18 para 0.15+0.08 mm?) estima-se necessario avaliar oito animais por
grupo a fim de obter uma amostra que represente com 90% de poder e 95% de confianca. a
hipotese alternativa deste trabalho.
4.3. Animais, Grupos e Doses

Foram utilizadas ratas fémeas da linhagem Wistar. Durante a realizacdo dos experimentos,
todos os esforcos possiveis foram realizados para minimizar o sofrimento dos mesmos seguindo
os principios dos trés R’s, reducgdo, substitui¢do (replacement) e refinamento (MacArthur Clark,
2018), segundo Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em Atividades de
Ensino ou de Pesquisa Cientifica— DBCA, normativa nimero 30 publicada em 02 de fevereiro de
2016. Os animais foram abrigados a 24° C em ciclo luz-escuro de 12 horas e com acesso irrestrito
a 4gua e a alimento no biotério de experimentagdo da Universidade Christus.

Para a inducéo das Ulceras, foi realizada anestesia por via intraperitoneal (IP), com xilazina
10 mg/kg e quetamina 90 mg/kg seguida de antissepsia da mucosa com digluconato de clorexidina
0,12%. A ulcera foi induzida em regido de mucosa jugal esquerda, através da abrasdo da regido
com punch dermatologico circular com 6mm de diametro e 2mm de profundidade (Rhosse®)
(CAVALCANTE et al., 2011). O tecido remanescente foi excisado utilizando lamina de bisturi
de Bad Parker convencional e os animais permaneceram em observacdo até recobrarem o0s
reflexos.

O fotossensibilizador utilizado foi a curcumina, extraida da Curcuma longa L. (Massa
molar 368,38), pureza 96,54% (A FORMULA), na concentracdo de 5mM. O diluente utilizado
foi o Dimetilsulféxido 5% (Adaptado de Paschoal et al, 2015). Ap0s a realizacdo da diluicéo, a
solucdo foi armazenada em frascos ambar envoltos em papel aluminio, para que ndo houvesse
interferéncia da luz ambiente. (BARBOSA, 2017).
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A intervencao foi realizada nos dias 1, 3 e 7 ap6s a inducéo da Ulcera (PAOLILLO et
al, 2020), em que os animais foram anestesiados, e foi aplicada a solu¢cdo com microbrush sobre
a area da lesdo, em quantidade suficiente para abranger toda a regido, sem que o animal deglutisse
a substancia. Foi dado o tempo de um minuto de pré-radiacdo e, em seguida, foi aplicada a luz
azul, através de equipamento D2000e da DMC no comprimento de onda 450nm, poténcia de
310mW e poder de intensidade de 122,04mW/cm/? por mais 2,5 minutos (adaptado de LEITE et
al., 2014).

O animais foram divididos com seis grupos experimentais ap6s inducdo da Ulcera
descritos abaixo:

Grupo 1 (controle) - grupo salina.

Grupo 2 - grupo salina+ luz

Grupo 3 — aplicacdo de DMSO

Grupo 4 — aplicacdo de DMSO + luz

Grupo 5 - aplicacdo da cdrcuma diluida em DMSO + luz (PDT com equipamento D-
2000E, por 2,5 minutos).

Grupo 6 - aplicacdo da circuma diluida em DMSO, sem luz.

A intervencdo foi realizada nos dias 1, 3 e 7 ap0s a inducdo da ulcera. Os animais
foram eutanasiados nos dias 3, 7 e 14 dias ap6s a administracdo do ultimo dia de terapia, formando
subgrupos divididos de acordo com os dias de eutanasia (Tabela 1). A escolha dos animais por

grupo foi realizada aleatoriamente atraves do Microsoft Excel 2007, Microsoft Corporation®.

Tabela 1: Tabela expositiva dos grupos experimentais.

DMSO DMSO Salina Salina Curcuma+ Curcuma+ Total
+ Luz + luz DMSO + luz DMSO
Dia 3 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=48
Dia7 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=48
Dial4d n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 n=48
Total n=24 n=24 n=24 | n=24 n=24 n=24 N= 144

Fonte: Proprio Autor.

4.4. Mensuracao do diametro das lesbes

No dia da eutandsia, as regifes foram mensuradas com um paquimetro digital (Digimess®)
com 0,01mm de precisdo, sendo obtidas duas medidas (D= maior diametro e d= menor diametro) para o
calculo da area (A= n.d.D/4). Os animais foram avaliados através do peso e da mensuracao das ulceras em

um periodo de até 14 dias. Oito animais de cada grupo (referentes aos subgrupos de cada dia) foram
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eutanasiados com 150mg/kg por sobredosagem anestésica por via intraperitonial nos intervalos de 3, 7 e
14 dias apds o procedimento de ulceracdo. Apés a fase de eutandsia, 0s animais tiveram a regido da mucosa
contendo a area ulcerada coletada cirurgicamente (CAVALCANTE et al., 2011).

4.5. Anélise histoldgica

Fragmentos da mucosa foram imersos em formol neutro a 10% por 24 horas. Apds fixacdo em
formol, os espécimes foram analisados macroscopicamente e submetidos a desidratacdo em série alcodlica
crescente, diafanizacdo em xilol, impregnacdo em parafina, fundi¢do a 60°C e inclusdo dos fragmentos,
formando blocos a temperatura ambiente.

Os fragmentos foram seccionados com 5 pum de espessura, utilizando o micrétomo e corados
utilizando a coloragdo de rotina para histologia hematoxilina-eosina. A hematoxilina se liga aos
componentes basofilicos que se coram em violeta, enquanto a Eosina liga-se principalmente com estruturas

acidofilas e eosindfilas corando o citoplasma em rosa.

As andlises histopatoldgicas foram realizadas através de microscopio optico, a fim de realizar a
descricdo das caracteristicas histologicas da regido ulcerada nos periodos previamente descritos
(CAVALCANTE et al., 2011).

Para a realizagdo de andlise histopatologica, foram adotados escores para comparagdo do
estadiamento da Ulcera de acordo com trabalho de CAVALCANTE, et al (2011).

0. Sem ulcera / conjuntivo remodelado.

1. Sem Ulcera / Fibrose + discreta/moderada inflamacéao cronica.

2. Com Ulcera / Fibrose + moderada inflamag&o cronica.

3. Com ulcera / Processo inflamatdrio cronico (tecido de granulag&o).

4. Com Ulcera / Processo agudo (ectasia, vasos dilatados, infiltrado inflamatorio misto).

4.6. Avaliacdo do infiltrado neutrofilico, angiogénese e fibroplasia em imagens

histoldgicas.

Apos andlise semi-quantitativa com base nos escores, cinco campos selecionados no sentido
epitélio-conjuntivo nas éareas da Ulcera, de cada ld&mina corada por hematoxilina-eosina foram previamente
selecionados em &reas proximas as regides ulceradas, através da anélise da densidade celular e vascular, e
fotografados utilizando o Microscépio Leica® DM 2000 com camera acoplada DFC 295, no aumento de
40X.

Neutrofilos polimorfonucleares (células de nicleo segmentado e morfologia multilobulada), vasos
sanguineos (foram excluidos brotos endoteliais) e fibroblastos/miofibroblastos (células com caracteristicas

morfoldgicas fusiformes) foram contados no sentido epitélio - tecido conjuntivo. A contagem desses
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parametros foi realizada através da ferramenta “Cell Counter” do software ImageJ®, através da marcagdo
prévia realizada pelo observador, sendo apresentada a contagem total ao final de cada andlise.

Esse protocolo foi aplicado em todas as amostras de cada dia do curso temporal da Ulcera nos
diferentes grupos (3, 7 e 14 dias), sendo o resultado final a média e o erro padrao (adaptado de BRIZENO
etal., 2013)

4.7. Analise Estatistica

A realizacdo de comparacGes maltiplas dos dados paramétricos foi realizada através de Variancia
(ANOVA/Bonfferoni) e expressos em forma de média e erro padrdo da média. Comparag6es maltiplas dos
resultados histopatol6gicos foram expressas como mediana (maxima e minima) e foi utilizado o teste de
Kruskal-Wallis e o teste de Mann-Whitney. Os dados categoricos (presenca/auséncia das lesdes 6rgao-
especificas) foram expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual e analisados por meio do teste
qui-quadrado ou exato de Fisher. Em todas as andlises estatisticas considerar-se-a4 o nivel critico para
rejeicdo da hipétese de nulidade menor que 5% (p < 0.05). As andlises estatisticas foram realizadas no
programa estatistico GraphPad Prism 5.0.
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5 RESULTADQOS

5.1. Efeito da curcumina como terapia fotodindmica nos parametros clinicos da ulcera oral e
variacao de massa das ratas.

A avaliagdo no terceiro dia apresentou reducéo estatistica (p<0,001) no grupo curcumina
(4.21+0.65) e curcumina+luz (6.12+0.83), comparado aos demais grupos: salina(18.02+1.48),
salina+luz(14.53+1.52), DMS0O(19.07+1.97) e DMSO+luz (22.56+2.09).

Essa diferenca manteve-se na avaliacdo de sete dias em comparacdo ao grupo salina
(3.17£0.82). Contudo, neste periodo, observou-se uma menor reducao entre 0s grupos DMSO +
luz (17,10£1,58) e salina + luz (10,90+2,34), indicando um atraso cicatricial que se repetiu na
andlise do 14° dia.

Ja na avaliacdo ao longo do curso temporal, verificou-se uma melhora progressiva entre
os dias 3 e 7 nos grupos salina, DMSO e curcumina, alcangando estabilidade no dia 14. Em
contraste, nos grupos com luz (salina + luz, DMSO + luz e curcumina + luz), a reducdo da area

ulcerada foi notada apenas entre os dias 7 e 14 (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliacdo dos pardmetros de tamanho da Ulcera em ratas tratadas com salina, DMSO,

curcumina, salina+luz, DMSO+luz e curcumina+luz

Tempo (dias)

D3 D7 D14 p-Valor
Area de (Ulcera
(mm2)
Luz -
Sal 18.02+1.48Aa 3.17+0.82Ab 1.19+0.43Ab <0,001
DMSO 19.07+1.97Aa 6.74+2.53Ab 1.49+0.97Ab <0,001
Curcumina 4.21+0.65Ba 0.95+0.65Bb 1.11+0.52Ab 0,001
Luz +
Sal+luz 14.53+1.52Aa 10.90+2.34Ca 4.86+1.96Bb 0,006
DMSO+luz 22.56+2.09Aa 17.10+1.58Ca 6.37+1.24Bb <0,001
Curcumina+luz 6.12+0.83Ba 0.68+0.47Ba 0.27+0.27Ab <0,001
p-Valor <0,001 <0,001 0,003

p<0,05; *Teste ANOVA-2-way/Bonferroni (média+DP); T Teste Kruskal-Wallis/Dunn [mediana (minimo-méximo)];

Letras maiusculas diferentes = diferenca entre grupos; Letras mintsculas diferentes = diferenca entre dias.
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Quanto a variacdo de massa, 0s animais dos grupos DMSO (98,32+0,99), DMSO + luz

(98,11+0,71) e curcumina + luz (99,96+0,70) apresentaram menor variacdo de massa no terceiro

dia, em comparacdo com 0s demais grupos. Essa menor variacdo se manteve no 14° dia com o

grupo DMSO (99,60£1,06), que seguiu com uma variacdo de massa inferior em relacdo aos

demais grupos.

Ao longo do curso temporal, observou-se um aumento significativo no peso no dia 14 nos
grupos salina (109,70£1,63), curcumina (107,60+1,87), DMSO + luz (108,80+£1,70) e curcumina
+ luz (109,30+0,51) (Tabela 3).

Tabela 3: Avaliacdo dos parametros do peso das ratas tratadas com salina, DMSO, curcumina, salina+luz,

DMSO+luz e curcumina+luz

Tempo (dias)

Peso

Luz -

Sal

DMSO
Curcumina
Luz +

Sal+luz
DMSO+luz
Curcumina+luz

p-Valor

D3

102.30+0.65Aa
98.32+0.99Ba
100.00+1.02Aa

104.20+0.57Aa
98.11+0.71Ba
99.96+0.70Ba
<0,001

D7

103.60+1.54Aa
99.02+0.70Aa
103.70+1.97Aa

102.90+1.06Aa
103.30+£1.57Aa
101.20+4.03Aa

0,485

D14

109.70+1.63Ab
99.60+1.06Ba
107.60+1.87Ab

105.80+1.39Aa
108.80+1.70Ab
109.30+0.51Ab

0,004

p-Valor

0,002
0,631
0,010

0,160
<0,001
0,030

p<0,05; *Teste ANOVA-2-way/Bonferroni (média£DP); 1 Teste Kruskal-Wallis/Dunn [mediana (minimo-

maximo)]; Letras maiusculas diferentes = diferenca entre grupos; Letras mintsculas diferentes = diferenca

entre dias. Variacdo de massa = peso final / peso inicial * 100
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. 5.2. Estudo histomorfométrico

5.2.1. Perfil celular: contagem de polimorfonucleares neutréfilos

Todos os grupos apresentaram um padrdo de diminuigéo significativa apenas no dia 14 no
curso temporal, exceto o grupo DMSO+luz(154.00£63.00) que apresentou uma reducdo no dia 7.
Na comparacdo entre grupos, no dia 3 observou-se uma diferenca estatisticamente significativa
entre 0 grupo curcumina (211,10£29,15) e o grupo DMSO + luz (399,20+30,14). Ja no sétimo
dia, registrou-se um aumento nos grupos salina + luz (205,30£25,01) e DMSO + luz
(154,00+63,00). Em relacédo ao dia 14 na comparacao de grupos, foi registrado uma reducédo nos
grupos Salina+luz(89.00+22.34)e Curcumina+luz(59.174£10.35), porém houve um aumento no
grupo DMSO+luz (388.70+41). (Tabela 4).

5.2.2 Perfil celular: contagem de mononucleares
Houve diferenca estatistica em relacdo a comparacdo de grupos em cada dia, ndo obteve
diferenca em nenhum dos grupos experimentais no terceiro dia, mas no sétimo dia apresentou uma
diferenca estatistica no grupos DMSO (127.20+44.53), curcumina (199.20+£38.59), salina+luz
(104.40+22.49) e curcumina+luz (150.50+9.54). Ja no 14° dia, houve uma reducdo de MN nos
grupos DMSO(62.43+18.42) e Salina+luz(65.25+19.29).
Entretanto na avaliacdo individual de cada grupo, foi observado uma diminuicdo na
contagem de mononucleares no dia 14 apenas do grupo curcumina+luz (98.17+13.35), ndo sendo

observada alteracdo significativa ao longo do tempo nos outros grupos experimentais. (Tabela 4)

5.2.3. Perfil celular: contagem de fibroblastos/miofibroblastos

Ao avaliar os resultados entre grupos, no dia 7 teve diferenca estatistica apenas no grupo
salina+luz (67.25+7.29), mas no décimo quarto dia apresentou-se diferenca estatistica nos grupos
DMSO0O(160.80+12.38), Salina+luz(136.60+16.82) e Curcumina+luz(193.30+36.61). Ja na analise
ao longo do tempo de cada grupo, foi observado um aumento nos grupos DMSO(160.80+12.38),
salina+luz(136.60£16.82) e curcumina+luz(193.30+36.61) referentes ao dia 14. Contudo, o grupo
curcumina aumentou em 7 dias(199.60+£31.50) e diminuiu em 14 dias(116.40+14.23). (Tabela 4)

5.2.4. Perfil celular: contagem de vasos/angiogéneses

Na avaliacdo entre os grupos, observou-se um aumento significativo na contagem de vasos

no grupo curcumina + luz, especialmente nos dias 7 (39,33%£5,95) e 14 (55,83+11,89), em
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comparagdo aos demais grupos. Ao longo do curso temporal, apenas o grupo curcumina + luz

(55,83£11,89) apresentou um aumento expressivo na contagem de vasos no 14° dia (Tabela 4).

Além disso, no sétimo dia, a contagem de vasos foi significativamente maior nos grupos
DMSO (15.60+3.19), DMSO+luz(11.50+0.50), salina+luz(14.13+3.23) e
(13.60+3.50), em comparagdo ao grupo salina (20.50+6.07). Essa diferenca estatistica manteve-
DMSO(11.75£1.94), (21.86+£9.80) e

salina+luz(14.75£2.02) no 14° dia, quando comparado aos grupos salina e DMSO+luz. Nos

curcumina

se significativo nos  grupos curcumina
demais grupos, ndo foram observadas variacdes consideraveis na contagem de vasos ao longo do

tempo. (Tabela 4)

Tabela 4: Avaliacdo da contagem do perfil celular em contagem de polimorfonucleares neutréfilos,
mononucleares, fibroblastos e vasos ectasicos das ratas tratadas com salina, DMSO, curcumina, salina+luz,

DMSO+luz e curcumina+luz

Tempo (dias)
D3 D7 D14 p-Valor
PMN
LUZ -
SAL 165.20+29.07Aa  81.33+18.92Aa 209.80+£50.41Ab 0,047
DMSO 190.80+45.13Aa 111.40+29.32Aa 101.30+14.56Ab 0,098
CURCUMINA | 211.10+29.15Ba  144.60+36.24Aa 164.90+41.78Aa 0,444
LUZ +
SAL+LUZ 184.70+56.42Aa 205.30+25.01Ba 89.00+22.34Bb 0,047
DMSO+LUZ | 399.20+30.14Ca  154.00+63.00Bb 388.70+41.16Ca 0,012
CURCUMINA | 153.10+32.96Aa 89.67+6.27Aa 59.17+10.35Bb 0,032
+LUZ
P-VALOR 0,002 0,010 <0,001
MN
Luz -
Sal 151.50+38.90Aa  68.43+17.29Aa 121.80+29.58Aa 0,126
DMSO 97.17£26.07Aa  127.20+44.53Ba 62.43+18.42Ba 0,312




Curcumina
Luz +
Sal+luz
DMSO+luz
Curcumina+luz
p-Valor
FIBRO.
Luz -
Sal
DMSO
Curcumina
Luz +
Sal
DMSO
Curcumina
p-Valor
VASOS
Luz -
Sal
DMSO
Curcumina
Luz +
Sal+luz
DMSO+luz
Curcumina+luz

p-Valor

125.40+14.56Aa

152.50+67.84Aa

207.60+£52.58Aa

196.60+29.27Aa
0,370

78.80+13.80Aa
83.17+24.75Aa
97.57+9.02Aa

113.00+33.45Aa
119.40+28.57Aa
49.88+7.00Aa
0,163

11.00+1.92Aa
7.33+2.88Aa
3.71+0.84Aa

18.33+8.71Aa

13.80+3.15Aa

8.88+2.00Aa
0,171

199.20+38.59Ba

104.40+22.49Ba
61.00+31.00Aa
150.50+9.54Ba

0,027

105.00+£7.79Aa
127.00+£12.70Aa
199.60+31.50Ab

67.25+7.29Ba
89.50+27.50Aa
121.20+17.80Aa

0,002

20.50+6.07Aa
15.60+3.19Ba
13.60+3.50Ba

14.13+3.23Ba
11.50+0.50Ba
39.33+5.95Ca

0,003

196.40+40.56Aa

65.25+19.29Ba
191.70+48.36Aa
98.17+13.35Ab

0,004

79.60+13.48Aa
160.80+12.38Ab
116.40+14.23Aa

136.60+16.82Ab
174.40+54.31Aa
193.30+36.61Ab

0,064

31.60+11.73Aa
11.75+1.94Ba
21.86+9.80Ba

14.75+2.02Ba
43.33+15.07Aa
55.83+11.89Bb

0,004

0,212

0,289
0,272
0,019

0,212
0,016
0,003

0,048
0,494
0,001

0,211
0,136
0,150

0,814
0,060

0,001

34

p<0,05; *Teste ANOVA-2-way/Bonferroni (médiatDP); T Teste Kruskal-Wallis/Dunn [mediana (minimo-méaximo)];

Letras maitsculas diferentes = diferenca entre grupos; Letras mintsculas diferentes = diferenca entre dias. Grupos

sem luz (LUZ -) e grupos com luz (LUZ+)
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Figura 3: Andlise histologica dos grupos salina, DMSO, curcumina, salinatluz, DMSO+luz e

curcumina+luz. em 3, 7 e 14 dias (aumento = 40x).
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5.3 Efeito da curcumina e da luz azul sobre as alteragdes histopatologicas de

Ulceras orais.

Né&o foi observada diferenca significativa nos dias 3, 7 e 14 entre 0s grupos no curso do
experimento. Com relacdo a avaliagdo durante o curso temporal de cada grupo, foi observado
reducdo dos escores nos grupos salina, salina+luz, DMSO e DMSO+luz no 14° dia, enquanto nos

grupos curcumina e curcumina+luz, essa reducao foi observada a partir do 7° dia

Tabela 5: Avaliacdo dos escores histologicos das ratas tratadas com salina, DMSO, curcumina, salina+luz,

DMSO+luz e curcumina+luz.

Tempo (dias)

D3 D7 D14 p-Valor
Escores
Luz -
Sal 4 (3-4) Aa 3 (1-3) Aa 2 (0-3) Ab 0,009
DMSO 4 (3-4) Aa 2.5 (1-3) Aa 1(0-3) Ab 0,001
Curcumina 4 (3-4) Aa 1(0-3) Ab 1(0-2) Ab 0,002
Luz +
Sal+luz 4 (3-4) Aa 3(2-3) Aa 1.5 (0-3) Ab 0,001
DMSO+luz 4 (4-4) Aa 2 (2-2) Aa 3 (1-3) Ab 0,018
Curcumina+luz 4 (3-4) Aa 1 (0-3) Ab 0.5 (0-2) Ab 0,001
p-Valor 0,862 0,121 0,367

p<0,05; *Teste ANOVA-2-way/Bonferroni (média+DP); TTeste Kruskal-Wallis/Dunn [mediana (minimo-
maximo)]; Letras maiusculas diferentes = diferenca entre grupos; Letras mintsculas diferentes = diferenca

entre dias. Grupos sem luz (LUZ -) e grupos com luz (LUZ+)
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, observou-se uma reducéo significativa na area da Glcera nos grupos tratados
com curcumina e curcumina + luz ja no terceiro dia, e reducdo dos escores no dia 7, em
comparagao aos demais grupos. Entretanto, no sétimo dia, os grupos salina + luz e DMSO + luz
apresentaram uma maior area ulcerada em relacdo aos outros grupos. Na avaliacdo da variacao de
peso, 0s grupos salina, DMSO, curcumina e curcumina + luz evidenciaram aumento ao longo de
14 dias. Histologicamente, o grupo curcumina + luz apresentou uma reducdo de
polimorfonucleares neutrofilos e mononucleares no 14° dia, além de um aumento expressivo de
fibroblastos e vasos sanguineos nesse periodo.

A reducdo da area da Ulcera nos grupos curcumina e curcumina+luz parece estar associado
a um potencial efeito anti-inflamatoério da curcumina. Nos estudos de Mun et al., (2013); Amaral,
R. R. et al., (2024); Meng B; Li J; Cao H et al., (2013) e Liang et al., (2009) que avaliam o
potencial de cicatrizacédo de feridas da curcumina foi observada que a mesma apresenta atividade
anti-inflamatoria, anti-microbiana, anti-infecciosa, analgésica e antioxidante.

Em nosso estudo, porém, a utilizacdo da luz ndo trouxe maiores beneficios a cicatrizacdo,
diferentemente dos estudos de Barbosa (2017) em que os resultados microbiolégicos
apresentados, mostraram que o tratamento apenas com a curcumina nao foi suficiente na reducao
bacteriana, no entanto, quando associada a uma fonte de luz esse resultado foi significativamente
efetivo. Uma possivel explicacdo para que ndo tenhamos observado melhora ainda mais
significativa no grupo curcumina+luz pode ser, pois a eficicia da terapia fotodindmica
antimicrobiana depende muito dos ajustes feitos em cada protocolo usado (KUBIZNA; DAWIEC,;
WIENCH, 2024). No caso de nosso trabalho, a repeticdo da aplicacdo por diversos dias pode ter
afetado os resultados.

Reforcando a hipotese de que a aplicacdo de aPDT talvez tenha sido excessiva, temos a
reducdo do potencial cicatricial dos grupos Salinatluz e DMSO+luz. Por esses grupos nédo
possuirem a curcumina, com seu potencial anti-inflamatdrio, o processo de fototoxicidade pode
ter ficado mais evidente, decorrente do excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs). Estudos
de Hamblin & Hasan et al. (2004) e Dai, Huang & Hamblin et al. (2009) demonstram que, embora
na Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT), a luz ativa o fotossensibilizador, gere EROs

que desempenham um papel antimicrobiano essencial, a luz azul pode induzir uma producao
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exacerbada de EROs, especialmente na presenca de fotossensibilizadores menos seletivos, como
salina e DMSO.

ConcentracOes elevadas de EROs ndo apenas atacam microrganismos, mas também
danificam o tecido saudavel provocando inflamacdo, estresse oxidativo e morte celular
interferindo nos processos fundamentais de cicatrizacdo, como a angiogénese e a proliferacdo
celular, retardando o fechamento da Glcera oral e prolongando o tempo de cicatriza¢do (SILVA et
al. (2020)). Assim, o controle da dose de luz, o fotossensibilizador, e a quantidade de EROs é
crucial para evitar efeitos adversos e promover a reparacgéo tecidual.

A andlise do peso é realizada pois segundo estudo de Brizeno et al., (2016) foi observado
que quanto maior a area de ulceracao e maior o escore histologico, maior é a perda de peso, esses
achados corroboram com os achados do estudo, que apresentaram nos grupos compostos com
curcumina um aumento de peso significativo ao longo do curso temporal, inferindo assim o efeito
anti-inflamatorio da curcumina (LIM, Y.-S. et al., 2015). Os estudos correlacionam peso com o
processo inflamatério, pois, a Ulcera ou mucosite oral pode ser muito dolorosa e afetar
significativamente a ingestéo nutricional, os cuidados com a boca e a qualidade de vida. (LIM et
al., 2015).

A andlise histomorfométrica apresentou avaliacdo de polimorfonucleares neutréfilos,
macrofagos, fibroblastos e vasos sanguineos, com objetivo de avaliarmos o processo inflamatorio
tecidual histopatologicamente. Os neutrofilos sdo as primeiras células inflamatérias que chegam
no local lesionado (Ulcera), primeiras 24-48 horas, sdo responsaveis pelo controle de infeccbes
(PARK and BARBUL, 2004; Brizeno et al., (2016),). No quinto dia apds a ferida, o numero de
neutréfilos  diminuiu, concomitantemente com o aumento da epitelizacdo, e
monaocitos/macrofagos e linfdcitos se tornam as principais células no local da ulcera. Essas células
desempenham um papel critico no processo de reparo, produzindo citocinas e fatores de
crescimento. No resultado histolégico do nosso estudo, foi observado uma reducgéo significativa
de polimorfonucleares neutrofilos (PMN) em todos os grupos no 14° dia exceto curcumina e
DMSO + luz, que ndo apresentaram reducéo significativa ao longo do curso temporal.

Seguindo o processo cicatricial, migram para a regido de uUlcera células mononucleares
como macréfagos (48 a 96 horas) e linfocitos T (cinco a sete dias) (PARK and BARBUL, 2004;
WANG et al., 2007; GLIM et al., 2013). A reducdo do infiltrado de células polimorfonucleares
foi acompanhada da reducdo de mononucleares no dia 14. Essa reducéo parece ocorrer devido a
curcumina ter propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias que, quando ativadas pela luz azul,
podem melhorar a homeostase celular e o ambiente tecidual. Assim, ao reduzir a presenca de

células inflamatorias, ha menor dano tecidual e menos liberacdo de citocinas pro-inflamatorias,



39

criando condigdes mais adequadas para o tratamento de fibroblastos e a formacdo de tecido de
granulacdo. Afirmando o estudo de Girisa et al., (2021) em que considerava a curcumina um
potente agente anti-inflamatorio por inibicdo da entrada do NF-xB dentro do ndcleo, ou seja, € um
inibidor da oligomerizacdo do NF-kB, associando aos achados encontrados no estudo sobre as
células inflamatdrias

A terapia fotodindmica antimicrobiana (TFD) utilizando curcumina associada a luz azul
pode reduzir a quantidade de polimorfonucleares neutrofilos (PMN) e células mononucleares
(MN) no tecido em processo de cicatrizacdo. Isso ocorre devido a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que exercem acdo direta contra 0s micro-organismos presentes na Ulcera,
diminuindo a carga infecciosa e, consequentemente, a necessidade de uma resposta inflamatdria
mediada por neutréfilos e macrofagos. Estudo de Prado et al. (2023) demonstrou que essa técnica
pode modular a fase inflamatdria, evitando uma resposta prolongada e impedindo a infiltracdo de
PMNs e MNs, o que favorece a transicao para a fase proliferativa da cicatrizacéo.

Simultaneamente aos eventos celulares, a cicatrizacdo também depende de eventos
vasculares, como coagulacéo, extravasamento celular e angiogénese (HART, 2002; GLIM et al.,
2013). A angiogénese € a formacdo de novos vasos sanguineos e desempenha um papel
fundamental durante a cicatrizacdo de feridas (THANGAPAZHAM RL; SHARAD S;
MAHESHWARI et al., 2013). No presente estudo foi observado um aumento de vasos no grupo
curcumina+luz comparados aos outros grupos experimentais. Segundo estudo de ARAUJO et al.
(2016) o oleo essencial de curcuma mostrou consideravel atividade pro-angiogénica, o que pode
ser devido a um efeito sinérgico entre seus fitoconstituintes.

Além disso, 0 grupo curcumina no dia 7 e o grupo curcumina+luz no dia 14 apresentaram
um aumento significativo de Fibroblastos e Miofibroblastos. Resultado que corroborou com o
estudo de Sakima et al., (2018), o qual constatou que a curcumina promove a cicatrizagdo de
feridas e a regeneracdo epitelial ao estimular fatores de crescimento, ativar fibroblastos, promover
a formacédo de tecido de granulagdo e sintese de coldgeno e neovascularizagcdo. Alem disso,
demonstrou absorver efetivamente a luz azul, potencializando assim a sua ac¢do de remodelacao
tecidual. Ademais, segundo o estudo de Kanpittaya, K. et al. (2021) a aPDT mediada por
curcumina ndo mostrou citotoxicidade para fibroblastos gengivais humanos.

Os resultados obtidos no grupo DMSO e DMSO + luz apresentaram um atraso no processo
cicatricial, o que pode ter relacdo com seu potencial citotoxico, descrito em estudos anteriores
com achados de perda celular e apoptose de maneira dependente da dose (GALVAO et al., 2014).
Embora tenha potencial citotoxico, o DMSO consiste no diluente possivel para a curcumina, que
apresenta propriedades hidrofébicas (PEREIRA & STRINGHETA, 1998).
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Portanto, apesar das limitagcbes os resultados do grupo curcumina+luz apresentaram uma
reducdo da Ulcera logo no 3° dia, condizente com os resultados do perfil celular que demonstraram
uma reducdo significativa de polimorfonucleares/neutréfilos ao longo do curso temporal no 14°
dia e de mononucleares no 7° dia, além de um aumento expressivo de fibroblastos e vasos
sanguineos em 14 dias. Sugerindo que o efeito da curcumina juntamente com a luz azul aumentou
a producdo de angiogénese e a formacdo de fibroblastos/miofibroblasto, paralelamente
diminuiram os PMN e MN. Apesar disso, a area da Ulcera no 3° dia diminuiu nos grupos tratados
com curcumina, em que o grupo curcumina+luz apresentou uma menor reducao do dia 3 para o
dia 7 (p<0,001), demonstrando assim, a a¢do efetiva da curcumina para a cicatrizacdo. Além disso,
0 peso demonstrou um aumento no dia 3 no grupo curcumina+luz, ou seja, inferindo um potencial

efeito de analgésico da curcumina como fotossensibilizador neste trabalho.
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7. CONCLUSAO

O estudo demonstrou os efeitos do corante a base de curcumina e sua aplicacdo na terapia
fotodindmica (TFD) no processo cicatricial de Glceras em mucosa jugal de ratas Wistar. A
avaliacdo clinica e histolégica mostrou que o tratamento com curcumina associada com a terapia
fotodinamica, contribui positivamente para a aceleracao e qualidade da cicatrizacdo, promovendo
reducdo do tecido inflamatdrio e regeneracdo tecidual mais organizada. Os achados deste estudo
sugerem que a investigacdo da aplicacdo pontual de curcumina e da luz azul em baixa energia sao
de extrema importancia para avaliacdo do processo cicatricial de Ulceras orais. Porém se faz
necessario avaliar os resultados de aplicacdo Unica de aPDT, bem como realizar testes de
imunohistoquimica para uma melhor investigacdo dos impactos imunoldgicos da utilizacdo dessa

terapéutica .
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ANEXQOS

ANEXO 1: aprovagdo do CEUA

CEUA INSTITUTD PARA I}Emlmmﬂ“Em LT IFADE
CEMTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

LJ Unichristus
Of. Mo, 0234521
Prolocoio da CELA: 024121
Prsquisidnr Respansdel: KARMNE CESTARD MESCUITA

Tita do Projele: AVALIWGAD DO PROCESS0 DE CICATRIEAGAD DE ULCERAS ORNS
EM RATOS WISTAR UTILIZANDD CURCUMA E TERAPIA FOTODINAMICA

Leuamos 54 conhesiments de . Sa que  Comiselia de Ebea na Uk de Animais do Inditsn
para Dessnvolviments da Educscio LTOA - PADE consideros APROVADQ o projein
supracitado ra reurido do dia 23 [winle & Inks) de feversino de 2022,

Dessericln do animal uliizada:
Espécie: \ifestar Himern 128

Relaifdios pardas @ nais devem ser apreseniados a0 CELWInsBuln para Desanvolimento da
Educagio LTDA - IPADE a0 bming do eshuda, perode méximo 23022023,

Fortsers, 73 de fevansin de 2002,

(Olpo
Diga Vale Oliveirs Machada
Coordenadara
CEUA/Ingtituta para Desenvalvimenta ds Educscio LTDA - IPADE




50



