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Resumo 
 

Introdução: A doença periodontal está frequentemente associada a doenças sistêmicas 

e caracteriza-se pela destruição dos tecidos de suporte dos dentes. Pacientes que usam 

medicamentos imunossupressores como o tacrolimo, estão entre os que sofrem com 

esse problema. Objetivo: Avaliar os efeitos do laser e da Terapia Fotodinâmica (PDT) 

(tratamentos não cirúrgicos) como tratamento adjunto a raspagem e alisamento corono-

radicular (RAR) sobre a periodontite induzida em ratos imunodeprimidos com 

tacrolimo. Materiais e métodos: Cada grupo continha 6 ratos. Grupo 1, grupo 

controle, recebeu apenas solução salina através do período estudado de 42 dias e não 

recebeu tratamento periodontal; Grupo 2, recebeu solução salina e RAR; Grupo 3, 

recebeu tacrolimo (1 mg/kg/d) e foi tratado com RAR; Grupo 4, os animais foram 

tratados identicamente ao grupo 3 e então administrado tratamento com laser; e o 

Grupo 5, os animais foram tratados identicamente ao grupo 3 e então foi administrado a 

PDT. Resultados: A análise estatística indicou decréscimo da perda óssea com a 

progressão do tempo (p<0,005). Não há diferenças significativas na perda óssea 

associada conforme o tipo de tratamento entre os grupos 1, 2 e 3 (p>0,9) e também entre 

os grupos 4 e 5 (p>0,6). As análises também demonstraram que a imunossupressão não 

foi um fator determinante para a perda óssea. Conclusão: O laser e a PDT foram 

efetivos como tratamento adjunto a RAR na redução da perda óssea causada pela 

periodontite experimental induzida em animais tratados com tacrolimo. 

Palavras-chave: 1. Tacrolimo; 2. Periodontite; 3. Terapia Fotodinâmica; 4.  Lasers. 
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Abstract 
 

Background: Periodontal disease is often associated with systemic diseases and is 

characterized by destruction of the tissues supporting the teeth. Patients using 

immunosuppressive drugs such as tacrolimus are among those who suffer from tissue 

destruction. Objective: To evaluate the effects of laser  and photodynamic therapies 

(PDT) (nonsurgical) as an adjunct to scaling and root planing in the treatment of 

corona-induced periodontitis in rats immunosuppressed with tacrolimus (Prograf ®). 

Materials and methods: The animals were divided into five groups. Each groups had 6 

rats. Group 1, the control group, received only saline solution throughout the study 

period of 42 days and did not receive periodontal treatment; Group 2, received saline 

solution and scaling and root planning (SRP); Group 3, received tacrolimus (1 

mg/kg/day) and was treated with SRP; Group 4, animals were treated identically to 

group 3 and then administered laser treatment; and in Group 5, the animals were treated 

identically to group 3 and then administered photodynamic therapy. Results: Statistical 

analysis indicated decreased bone loss with the progression of time (p<0.005). There 

was no significant difference between the bone loss associated with the types of 

treatment administered to groups 1, 2 and 3 (p>0.9) and groups 4 and 5 (p>0.6). The 

analysis also indicated that immunosuppression was not a bone loss–determining factor. 

Conclusion:  Laser and PDT therapies were effective as an adjunctive treatment to SRP 

in reducing bone loss caused by experimental periodontitis induced in animals being 

treated systemically with tacrolimus. 

 Key words: 1. Tacrolimus; 2. Periodontitis; 3. Photodynamic Therapy; 4. Lasers. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

A realização de transplantes de órgãos é cada vez mais comum na prática médica, 

pois com o advento de técnicas cirúrgicas modernas bem como o entendimento de como 

funcionam os mecanismos de rejeição dos transplantes, a genética e a imunologia do 

organismo humano com seus produtos e suas funções, tal procedimento tornou-se muito 

seguro.(1) 

Concomitantemente aos transplantes há a necessidade da utilização de drogas 

imunossupressoras no combate a rejeição aguda dos órgãos transplantados. Várias 

drogas imunossupressoras foram desenvolvidas nas últimas décadas e ainda muito 

utilizadas são os esteróides, micofenolato mofetil, sirolimus (rapamicina), ciclosporina 

(Csa) e tacrolimo (FK 506), além de drogas utilizadas como indução.(2-4) 

Desde sua descoberta, a ciclosporina foi a droga de eleição para os casos em que 

há a necessidade de se recorrer a imunossupressão devido a sua seletividade, pela 

prevenção das rejeições aos enxertos de tecidos e transplantes de órgãos. A ciclosporina 

ainda pode ser utilizada em outros tipos de patologias como: psoríase e esclerose 

múltipla além de glomerulopatias. No entanto, sua aplicação está limitada a diversos 

efeitos colaterais como a nefrotoxicidade, hepatotoxidade, hipertensão, aumento do 

risco de linfomas e o aumento de tecido gengival.(5-7) 

Em 1984 foi descoberto no Japão o tacrolimo (FK506), um macrolídeo policíclico 

produzido pela fermentação do Streptomyces tsukubaensis, usado pela primeira vez em 

1989. Esta droga inibe os genes precoces de ativação das células T bloqueando a 

expressão do RNAm de várias citocinas levando a inibição da formação de linfócitos-T 

citotóxicos, maiores responsáveis pela rejeição de enxertos. FK 506 inibe as vias 
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bioquímicas intracelulares dependentes do íon cálcio e de suas interações com o 

receptor citoplasmático, a proteína acopladora do tacrolimo, da família das 

imunofilinas.(8-12) 

Estudos apresentam o tacrolimo como um eficaz medicamento para o tratamento 

de artrite reumatóide, glomerulopatia e prevenção à rejeição de tecidos transplantados 

renais e cardíacos, apresentando-o como ótimo substituto a ciclosporina com potência e 

eficácia superior e efeitos colaterais diminutos se comparado a outras drogas 

similares.(13-15) Tacrolimo e Ciclosporina demonstram diferenças em suas estruturas 

químicas, mas possuem muitas ações em comum e até similaridades quanto aos efeitos 

colaterais, no entanto, alguns estudos sugerem ser menor o efeito do tacrolimo para os 

tecidos periodontais, mas que ainda não são bem conclusivos.(16, 5) 

Sabe-se que o uso prolongado de alguns antiinflamatórios e imunossupressores 

podem alterar os tecidos periodontais causando além de crescimento gengival como 

efeito colateral mais comum, ulceração gengival, migração do epitélio juncional e a 

perda do ligamento das fibras transeptais que em conjunto com a instalação de uma 

periodontite podem ser exacerbadas.(17-19) 

A doença periodontal ou periodontite é uma manifestação muito comum em 

indivíduos adultos com prevalência entre 5% a 30%. É um processo inflamatório e 

infeccioso causado principalmente por microorganismos periodontopatogênicos que 

promovem o colapso das estruturas de suporte ao redor dos dentes. Estes 

microorganismos liberam substâncias que promovem injuria aos tecidos, tendo como 

principal reação a reabsorção óssea alveolar, destruição do ligamento periodontal, 

cemento e inflamação do tecido gengival devido à resposta biológica que acontece no 

local afetado podendo, se não tratado, levar a perda dos dentes. Inúmeras espécies de 
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microorganismos habitam a cavidade bucal sendo alguns patógenos de maior 

importância para etiologia da doença periodontal, como: A. actinomycetemcomitans, 

P.gingivalis e B.forsythus.(20-22) 

Doenças sistêmicas e outros fatores podem ser associados à severidade e a rapidez 

com que a doença periodontal progride entre elas estão a diabetes, estresse e o uso do 

tabaco.(23) 

O tratamento da doença periodontal consiste na remoção e/ou supressão dos 

microorganismos periodontopatogênicos, através de métodos já consagrados como a 

raspagem e o alisamento da superfície radicular, de forma cirúrgica ou não. Em muitos 

casos a terapia convencional deve vir associada de terapias de suporte como o uso de 

desinfetantes locais e antibióticos sistêmicos ou locais que não estão livres de efeitos 

colaterais como desordens gastrointestinais que em pacientes imunossuprimidos podem 

ser exacerbados.(24) 

O método convencional de eliminação do biofilme dentário, raspagem e 

alisamento corono-radicular (RAR), e os métodos de suporte como a antibioticoterapia e 

os desinfetantes locais promovem um efeito satisfatório ao exame clínico, no entanto, 

em áreas de difícil acesso, como áreas de furca dos molares, invaginações profundas e 

concavidades, esse tipo de terapia pode falhar ao não conseguir remover todos os 

periodontopatógenos irritantes. Sabe-se ainda que o biofilme dentário contém muitas 

espécies resistentes que podem não ser eliminadas, somente com esses tipos de 

tratamentos, dando início novamente a doença periodontal. Também o uso inadequado e 

indiscriminado de antibióticos pode conferir resistência a esses microorganismos o que 

dificulta ainda mais o tratamento e podem alterar o processo de reparo dos tecidos 

periodontais.(25-27) 
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As várias limitações dos tratamentos adjuntos a raspagem e alisamento radicular 

têm chamado a atenção dos pesquisadores. A literatura mostra inúmeras pesquisas que 

demonstram a seleção e resistência de bactérias pelo uso abusivo de antimicrobianos 

sistêmicos no tratamento periodontal.(27) 

Por todas essas dificuldades descritas, houve a necessidade de se desenvolver 

técnicas alternativas para atenuar esses problemas. Surge então como uma potencial 

alternativa a Terapia Fotodinâmica (PDT), um novo método não invasivo de terapia 

com a capacidade de atuar na morte de microorganismos. A Terapia Fotodinâmica é 

composta do uso de um laser de baixa potência com comprimento de onda apropriado a 

matar microorganismos previamente tratados com uma droga fotossensibilizante. 

Estudos tanto in vitro como in vivos vem demonstrando resultados satisfatórios desse 

método. A morte dos microorganismos ocorre pela fotoatividade entre o 

fotossensibilizante e a luz que promove uma reação fotooxidativa que induz alterações 

bioquímicas e morfológicas nas células alvos. Quando a molécula da droga 

fotossensibilizante absorve a luz de uma energia ressonante, alterações irreversíveis 

podem ocorrer na membrana celular, nas proteínas da membrana plasmática, ao DNA, a 

cadeia respiratória e alterações ao ácido nucléico causados pela liberação do oxigênio 

livre.(23, 28-30) 

Vantagens como terapia específica a células alvo, ausência de efeitos colaterais, 

início das atividades somente quando se expõe a luz e não induzir bactérias à formação 

de cepas resistentes como acontecem com os antibióticos, faz da PDT um método eficaz 

de alta elegibilidade como coadjuvante no tratamento da doença periodontal. 

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo a avaliação histológica e 

histomorfométrica dos seguintes parâmetros: 
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1- Efeitos do Laser e da Terapia Fotodinâmica (PDT) sobre o tratamento da 

doença periodontal induzida em ratos tratados com imunossupressor tacrolimo; 

2- Possível efeito do tacrolimo (Prograf ®) sobre o grau de reabsorção óssea;  

3- Diferentes formas de tratamento periodontal não cirúrgico sobre a doença 

periodontal induzida em ratos imunodeprimidos.  

 



7 
Materiais e Métodos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 
  

 



8 
Materiais e Métodos 

 

2-MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1-Animais 

O experimento foi conduzido de acordo com as normas e princípios da ética do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal – COBEA. Os procedimentos 

experimentais foram devidamente aprovados pela Comissão de Ética na 

Experimentação Animal – CEEA da Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto – 

FAMERP sob o número de protocolo 6912/2007 (Anexo 1). Estes animais foram 

mantidos em gaiolas plásticas com no máximo três animais cada, separados de acordo 

com o grupo experimental e alimentados com ração e água ad libitum. 

 

2.2-Protocolo Experimental 

No presente estudo, foram utilizados 30 ratos (Rattus novergicus albinus, Wistar) 

machos, pesando aproximadamente 200g a 300g, provenientes do biotério da Faculdade 

de Medicina de São José do Rio Preto, os quais foram divididos em 5 grupos contendo 6 

animais cada. Os animais apresentarem-se saudáveis e em condições de sofrerem os 

procedimentos operatórios. 

  

2.2.1-Grupos Experimentais: 

Grupo 1 (Controle n=6): Os animais do grupo 1, considerados como grupo 

controle, receberam solução salina em todo o período estudado (42 dias) e não foram 

submetidos à raspagem e alisamento corono-radicular. A eutanásia de 2 animais ocorreu 

nos períodos de 7, 14 e 28 dias após a remoção da ligadura. 
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Grupo 2 (Controle n=6): Os animais do grupo 2, também considerados como 

grupo controle, receberam solução salina em todo o período estudado (42 dias) e foram 

submetidos à raspagem e alisamento corono-radicular. A eutanásia de 2 animais ocorreu 

nos períodos de 7, 14 e 28 dias após a remoção da ligadura. 

Grupo 3 (n=6): Os animais desse grupo receberam tacrolimo na dose de 

1mg/kg/dia para a indução da imunossupressão durante todo o estudo e foram tratados 

com raspagem e alisamento corono-radicular. A eutanásia de 2 animais ocorreu nos 

períodos de 7, 14 e 28 dias após a remoção da ligadura. 

Grupo 4 (n=6): Os animais desse grupo foram tratados de forma idêntica aos do 

Grupo 3 seguido do tratamento com laser. A eutanásia de 2 animais ocorreu nos 

períodos de 7, 14 e 28 dias após a remoção da ligadura. 

Grupo 5 (n=6): Os animais desse grupo foram tratados de forma idêntica aos do 

Grupo 3 seguido da Terapia Fotodinâmica. A eutanásia de 2 animais ocorreu nos 

períodos de 7, 14 e 28 dias após a remoção da ligadura. 

 

2.2.2-Períodos Experimentais 

Nos períodos de 7, 14 e 28 dias pós-tratamento (RAR, Laser e PDT), 2 ratos de 

cada grupo experimental foram eutanasiados por meio de superdosagem anestésica. 

Logo após, a mandíbula de cada animal foi removida e separada em duas partes, para 

fixação em formol tamponado a 10% por um período mínimo de 48 horas.  

 

 

 
Indução da 
doença 
periodontal - 
ligadura 

0 dias 7  dias  14 dias  

Início da indução 
com tacrolimus 

Eutanásia Retirada da ligadura e 
tratamento da doença 
periodontal  

7 dias 14 dias 

Eutanásia Eutanásia 

28 dias  
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2.2.3-Sedação e Anestesia 

Inicialmente os animais foram pesados para proporcionar corretamente a dose do 

anestésico a ser administrada e receberam anestesia geral, obtida pela associação de 50 

mg/Kg de cloridrato de quetamina ( Vetaset – Fort Dodge Iowa – USA) e 10 mg/Kg de 

cloridrato de xilasina (Coopazine – Coopers São Paulo – Brasil), aplicados 

intraperitonial (Figura 1). Nos casos em que não se obteve o necessário efeito do 

anestésico, a anestesia foi suplementada com a metade da dose inicial aplicada. 

 

Figura 1: Fotografia ilustrando os frascos de Cloridrato de quetamina e o 

Cloridrato de xilasina. 

 

2.2.4-Indução da Doença Periodontal 

Após anestesia geral, todos animais foram posicionados em mesa operatória 

apropriada, a qual permitiu a manutenção da abertura bucal dos ratos facilitando o 

acesso aos dentes da região posterior da mandíbula. Com o auxílio de uma sonda e 

pinça modificada, foi adaptado um fio de algodão número 24  (Corrente Algodão no 10; 

Coats Corrente, SP, Brasil) ao redor dos primeiros molares inferiores distribuído 

randomicamente entre o lado direito e esquerdo, ao nível do sulco gengival e mantido 
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por meio de nós cirúrgicos. Esta ligadura atuou como irritante gengival favorecendo o 

acúmulo de placa bacteriana. Os lados contralaterais dos dentes que tiveram a ligadura 

serviram como controle negativo em todos os grupos e períodos experimentais. 

 

2.2.5-Droga Utilizada 

A droga utilizada foi o tacrolimo (Prograf® - Janssen Cilag, Brasil). A dose 

utilizada foi semelhante à dose de uso clínico, o equivalente a 1,0mg/kg/dia. A cada 

período de eutanásia, foi escolhido randomicamente um rato imunodeprimido por 

tacrolimo para avaliação sorológica da quantidade da droga no sangue e o valor da 

creatinina.  

 

2.2.6-Modo de Administração da Droga Imunossupressora e da Solução 

Salina 

A administração da solução fisiológica de cloreto de sódio e do tacrolimo teve 

início 7 dias antes da instalação da ligadura, por injeção subcutânea diária e foi mantida 

durante todo período experimental. Os horários de administração foram sempre no 

período da manhã e idênticos para todos os grupos que foram pesados semanalmente 

para ajustar a dosagem da droga. 

 

2.2.7-Tratamento da Doença Periodontal 

O tratamento com laser e raspagem corono-radicular foram realizados após 7 dias 

da indução da doença periodontal imediatamente após remoção da ligadura. Foram 

utilizadas curetas manuais modificadas (Gracey 1 – 2. – Millenium, Golgran – São 

Paulo – Brasil). 
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2.2.8-Terapia Fotodinâmica 

No grupo 5 foi utilizado o azul de toluidina (TBO), na dosagem de 100 

microgramas/mL, depositando topicamente por meio de uma seringa de insulina, 1 mL 

da droga fotossensibilizadora sobre o primeiro molar inferior esquerdo, tomando o 

cuidado de depositar a droga de forma lenta e deixar a ponta ativa da agulha no espaço 

dente/tecido gengival por 60 segundos. Após aplicação da droga, aguardou-se 60 

segundos para a aplicação do laser em 3 pontos na vestibular e 3 pontos na lingual 

(porção mesial, central e distal), realizando desta forma a terapia fotodinâmica (PDT) 

(Figura 2).  

 

Figura 2: Fotografia ilustrando o azul de toluidina depositado ao redor do dente 

molar do rato e a aplicação do laser. 

 

2.2.9-Protocolo de Aplicação do Laser 

O laser utilizado no presente estudo é o Thera Lase® (DMC Equipamentos Ltda, 

São Carlos, São Paulo, Brasil) que apresenta as seguintes características: Emissores 

InGaAlP e GaAlAs, 685 e 830nm de comprimento de onda, potência útil de 35mW e 
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100mW, emissão contínua e pulsada com diâmetro de fibra ótica de 600 micras (Figura 

2). 

Os animais dos grupos 4 e 5 foram tratados com o laser respeitando o seguinte 

protocolo: 

Comprimento de onda: 685nm (visível) 

Potência: 35mW 

Modo de aplicação: Laser contato pontual. 

Tempo de exposição: 5 s / ponto 

Fluência: 6 J/cm² 

 

Figura 3: Fotografia do equipamento emissor de laser utilizado nos 

procedimentos. 

 

2.2.10-Processamento Histológico 

Após fixação das peças em formol a 10% por um período mínimo de 48 horas 

estas foram lavadas em água corrente por 12 horas para remoção do formol e foram 
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desmineralizadas em uma solução de partes iguais de 50% de ácido fórmico e 20% de 

citrato de sódio por 15 dias. 

Estando as peças suficientemente descalcificadas, estas foram aparadas, lavadas e 

desidratadas em álcool, diafanizadas em xilol e incluídas em parafina, com a face 

vestibular paralela ao plano de corte. 

Após a inclusão dos espécimes em parafina, cortes semi-seriados de 6 µm foram 

obtidos no sentido mesio-distal e corados com hematoxilina e eosina (HE). Os cortes 

foram analisados através de um microscópio óptico para estabelecer a perda óssea e as 

características do ligamento periodontal na região de furca do primeiro molar. A área de 

perda óssea na região de furca foi histomorfometricamente determinada utilizando um 

sistema de análise de imagem (Image Tool, University of Texas Health Science Center 

at San Antonio, San Antonio, TX, USA). Após a exclusão da primeira e da última 

secção onde a região da furca foi evidente, cinco secções equidistantes de cada amostra 

de bloco foram selecionadas e capturadas por uma câmera digital conectada ao 

microscópio. Os valores médios foram calculados e comparados estatisticamente.(23) 

 

2.2.11-Análise Estatística 

Os resultados estatísticos foram obtidos através da análise de variância de 2 

critérios (ANOVA) testando os escores entre todos os grupos e todos os períodos de 7, 

14 e 28 dias com nível de significância de 0,005. Quando os grupos foram testados dois 

a dois, o nível de significância foi de 0,05. 

 Para a análise dos escores foi utilizado o programa computacional Biostat 5.0 

(Bioestat, Indústria Brasileira, Belém do Pará, PA, Brasil). 
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3-RESULTADOS 

 

3.1-Resultados Sorológicos: 

Os resultados dos sangues coletados aleatoriamente dos animais tratados com 

tacrolimo, foram muito semelhantes em todos os ratos testados, na média de 9ng/mL de 

tacrolimo e 0,7mg/dL de creatinina. 

 

3.2-Resultados Histológicos 

Grupo 1 

Nos animais do grupo 1, aos 7 dias, observou-se tecido conjuntivo com elevado 

número de polimorfonucleares, neutrófilos em degeneração e pequena quantidade de 

trabéculas ósseas pouco organizadas (Fig. 4 A-B). 

 

Figura 4: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 1 aos 7 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 

Aos 14 e 28 dias, o tecido conjuntivo apresentou pequeno número de fibroblastos 

e vasos sanguíneos e fragmentos de tecido ósseo necrótico (Figs. 5 A-B e 6 A-B).  
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Figura 5: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 1 aos 14 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 

 

Figura 6: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 1 aos 28 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 

 

Grupo 2 

Nos animais do grupo 2, aos 7 e 28 dias, notou-se a presença de tecido conjuntivo 

bem desenvolvido com moderado número de fibroblastos e alguns vasos sanguíneos. 

Tecido ósseo bem desenvolvido e ligamento periodontal com integridade (Figs. 7 A-B e 

8 A-B). Aos 14 dias, porém, o tecido conjuntivo exibiu número moderado de 

fibroblastos e discreta vascularização (Fig. 9 A-B).  
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Figura 7: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 2 aos 7 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 

 

Figura 8: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 2 aos 28 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 

 

Figura 9: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 2 aos 14 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 
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Grupo 3 

Nos animais do grupo 3 em todos os períodos experimentais, o tecido conjuntivo 

apresentou extensas áreas ocupadas por polimorfonucleares, neutrófilos em degeneração 

e tecido conjuntivo pouco organizado com discreto número de fibroblastos. Mais em 

direção ao fundo do alvéolo, as trabéculas ósseas eram pouco organizadas (Figs. 10,11 e 

12 A-B) 

 

Figura 10: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 3 aos 7 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 

 

Figura 11: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 3 aos 14 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 
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Figura 12: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 3 aos 28 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 

 

Grupo 4 

Nos animais do grupo 4, aos 7 dias, apresentou tecido conjuntivo com moderado 

número de fibroblastos e tecido ósseo bem desenvolvido (Fig. 13 A-B). Já aos 14 e 28 

dias, o tecido conjuntivo apresentou-se bem diferenciado, rico em fibras colágenas e 

com discreto número de fibroblastos. Evidênciou-se ao nível da bifurcação, estreita 

faixa entre a superfície radicular e o tecido ósseo, sendo este bem diferenciado e 

desenvolvido. Notou-se ainda nesta área uma pequena faixa de tecido epitelial (Figs. 14 

e 15 A-B). 

 

Figura 13: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 4 aos 7 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 
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Figura 14: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 4 aos 14 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 

 

Figura 15: Imagem microscópica da área de furca do Grupo 4 aos 28 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 

 

Grupo 5 

Nos animais do grupo 5, em todos os períodos experimentais, notou-se estreita 

faixa de tecido conjuntivo bem desenvolvido com moderado número de fibroblastos e 

discreta vascularização. O cemento e dentina mostraram-se íntegros. O tecido ósseo foi 

caracterizado por trabéculas ósseas espessas e bem diferenciadas em toda a extensão 

inter-radicular (Figs. 16,17 e 18 A-B). 
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Figura 16. Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 5 aos 7 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 

 

Figura 17: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 5 aos 14 dias: A- 

aumento de12,5X; B- aumento de 40X. 

 

Figura 18: Imagem microscópica da área de Furca do Grupo 5 aos 28 dias: A- 

aumento de 12,5X; B- aumento de 40X. 
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3.3- Resultados Histomorfométricos 

Os resultados histomorfométricos estão descritos na tabela 1. 

Tabela 1: Médias e desvio padrão (M±DP) dos dados histomorfométricos da 

perda óssea alveolar (mm2) na região de furca do primeiro molar inferior com 

periodontite experimental induzida, de acordo com cada grupo/subgrupo e período. 

Grupos 7 dias 14 dias 28 dias 

G1 3,79±0,899 2,72±1,07 1,54±0,42 
G2 3,50±0,38 2,63±1,44 2,14±0,38 
G3 3,81±0,38 1,84±0,75 2,29±0,30 
G4 0,54±0,02 1,11±0,14 0,80±0,01 
G5 0,47±0,12 0,51±0,03 0,86±0,35 

 

3.4- Resultados Estatísticos 

Na análise dos resultados, houve evidências de que tanto o PDT quanto o laser 

foram efetivos como coadjuvantes a RAR nos ratos tratados com tacrolimo (p<0,005) 

Com o passar do tempo a análise estatística demonstrou que houve uma 

diminuição da área de perda óssea (p<0,005). Como os grupos G1, G2 e G3 não 

mostraram diferenças significativas (p>0,9) entre si e nem os grupos G4 quando se 

comparado ao G5 (p>0,6), por mostrarem comportamentos semelhantes. Os grupos, 

G1,G2 e G3 e os grupos G4 e G5 foram agrupados em dois grupos para otimizar a 

análise estatística onde se comprovou que o laser associado ou não ao azul de toluidina 

foi um fator preponderante para que a perda óssea fosse menor nos grupos em que foi 

utilizado(p<0,05). 

O gráfico abaixo obtido das médias das áreas de perda óssea dos grupos de acordo 

com os períodos demonstra a tendência da diminuição da área de perda óssea com o 
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4-Discussão 

O presente estudo avaliou a influência do Laser e da PDT como terapias 

coadjuvantes ao tratamento periodontal convencional em ratos tratados ou não 

sistemicamente com tacrolimo, submetidos à indução da doença periodontal 

experimental.  

A escolha do rato como modelo animal experimental baseou-se nos estudos de 

Klausen.(31) Segundo este autor, o rato é favorável como modelo experimental para o 

desenvolvimento e estudo da doença periodontal, pois o seu periodonto é semelhante ao 

do homem, tendo como divergência apenas a presença da queratinização do epitélio 

sulcular. O uso do fio de algodão adaptado ao redor do primeiro molar, como descrito 

por Johnson,(32) foi eficiente na indução da doença periodontal experimental. Esta 

ligadura favoreceu a formação de placa bacteriana e indução de uma resposta 

inflamatória. No presente estudo, a doença periodontal foi caracterizada pelos sinais 

clínicos de inflamação gengival, como edema, vermelhidão e perda da aderência do 

tecido gengival ao dente. Nos animais tratados sistemicamente com tacrolimo, os sinais 

clínicos de inflamação gengival foram exacerbados e ocorreu menor adesão do tecido 

gengival ao dente. 

Os resultados do presente estudo demonstraram que os animais tratados com 

tacrolimo e submetidos somente á raspagem e alisamento corono-radicular (G3), 

apresentaram perda óssea semelhantes na região de furca comparado aos grupos não 

submetidos à imunodepressão, mas histologicamente apresentou tecido conjuntivo mais 

desorganizado, com discreto número de fibroblastos, quando comparados aos animais 

dos outros grupos. Essas alterações foram descritas em outros trabalhos que também 

avaliaram os efeitos de drogas imunossupressoras nos tecidos periodontais.(33, 19) 
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O uso de imunossupressores ocasiona diminuição do número e da atividade dos 

osteoblastos e aumento da função dos osteoclastos.(18) Ocorre também uma redução da 

absorção gastrintestinal do cálcio e aumento da sua excreção urinária, diminuindo seus 

níveis sanguíneos, fato que desencadeará o estímulo do paratormônio, com consequente 

reabsorção óssea.(34) 

Os imunossupressores podem provocar atraso no processo de cicatrização(35-37) 

pela diminuição da angiogênese e proliferação capilar que reduz o fluxo sanguíneo.(38-41) 

Interferem também na fagocitose e digestão dos antígenos por inibir a migração de 

macrófagos e estabilizar lisossomos, impedindo a liberação de enzimas proteolíticas. 

Além disso, alteram as funções dos fibroblastos, retardando a sua migração, 

prejudicando a síntese de pro-colágeno tipo I e tipo II por alterar a síntese de RNAm e 

atividade mitótica.(42, 43)  

Algumas pesquisas recentes(35, 44) demonstraram, em animais tratados 

sistemicamente com drogas imunossupressoras, diminuição do infiltrado inflamatório, 

maior diferenciação epitelial, processo de reparo mais diferenciado, com maior 

deposição de colágeno em feridas cutâneas irradiadas com laser em baixa intensidade, 

porém com parâmetros distintos do presente estudo. Com relação ao uso do Laser e da 

PDT sobre o reparo tecidual em animais tratados com drogas imunossupressoras, raros 

são os trabalhos descritos na literatura, mas os seus resultados demonstraram que estes 

métodos de tratamento reduziram a perda óssea e favoreceram o reparo ósseo de tecidos 

que sofreram alterações por altas doses de imunossupressores.(23, 44, 45) 

O número de pesquisas relacionadas aos efeitos antimicrobianos da PDT tem 

aumentado. Essa terapia consiste na associação de um agente fotossensibilizador com 

uma fonte de luz, sendo inicialmente utilizada para tratamento oncológico. Estudos têm 
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mostrado resultados favoráveis utilizando os princípios da PDT contra microrganismos 

envolvidos com a doença periodontal e peri-implantar.(21, 46-50) 

Um grande número de estudos in vitro tem avaliado o efeito antimicrobiano da 

PDT com diferentes agentes fotossensibilizadores, como azul de metileno, azul de 

toluidina O, verde de malaquita, fitalocianina disulfonada, porfirinas, fenotiazinas, 

cianinas, acridinas, corantes fitoterápicos e as clorinas.(51) Alguns estudos recentes têm 

avaliado a utilização da PDT no tratamento não-cirúrgico da doença periodontal in vivo, 

tanto em animais(21, 52) como em humanos.(48, 25, 53) Porém, o uso do azul de toluidina O 

como droga fotossensibilizadora na PDT, tem sido pouco avaliado in vivo no tratamento 

da periodontite(50) e no tratamento da Peri-implantite.(49, 54) 

A PDT promove a sensibilização letal bacteriana de forma mais efetiva sobre 

bactérias Gram-positivas, enquanto as bactérias Gram-negativas são mais dificilmente 

sensibilizadas,(54) além de apresentarem baixa permeabilidade da membrana celular 

bacteriana aos compostos externos de antibióticos.(55) No presente estudo foi utilizado o 

TBO devido ao fato de interagir de forma mais significativa com lipopolissacarídeos 

(LPS) presentes na membrana celular de bactérias gram-negativas, quando comparado 

ao azul de metileno.(56, 57) 

O efeito benéfico da PDT coadjuvante ao tratamento convencional da doença 

periodontal, nos animais do grupo 5, provavelmente se deve aos efeitos foto-destrutivos 

sobre as diferentes espécies bacterianas, presentes nas áreas de doença periodontal 

induzida, mediados pela reação tipo I (iniciada por superóxidos, hidroxilas aniônicas ou 

radicais livres) ou pela reação tipo II (iniciada pelo oxigênio singleto).(51, 58) 

A atividade fotodinâmica dos fotossensibilizantes está baseada nas reações foto-

oxidativas que promovem alterações bioquímicas e morfológicas nas células alvo.(59) 



 
Discussão 

 

29

Quando a molécula da droga fotossensibilizadora absorve os fótons de uma fonte luz 

ressonante à banda de absorbância, ela passa do estado fundamental para o estado de 

excitação simples. Dependendo da estrutura de sua molécula e do ambiente, pode perder 

sua energia por processo eletrônico ou físico e retornar ao estado fundamental, ou pode 

passar a uma transição para o estado de excitação triplo (estado tripleto). Nesse estágio, 

as moléculas podem novamente sofrer um decaimento eletrônico e retornarem ao estado 

fundamental, podem sofrer reações redox com seu ambiente (Reação tipo I), ou sua 

energia de excitação podem ser transferida para a molécula de oxigênio, permitindo a 

formação de oxigênio singleto (Reação tipo II). Estas espécies de oxigênio reativo são 

responsáveis por danos irreversíveis à membrana citoplasmática bacteriana, incluindo 

modificação protéica, na cadeia respiratória e nos ácidos nucléicos.(51)  

Alguns fatores podem influenciar na PDT, como o coeficiente de absorção do 

corante, energia de fonte de luz, a concentração do fotossensibilizador e o tempo de 

duração do estado tripleto da molécula.(51, 60-62) Os resultados obtidos no presente estudo 

estão de acordo com estudos na literatura que demonstraram a efetividade da PDT na 

evolução da doença periodontal em animais;(21, 52) no tratamento da periodontite em 

humanos(25, 53) e na peri-implantite.(49, 50) 

Ficou também evidenciado no presente estudo, que os animais do grupo G4, 

apresentaram menor perda óssea comparado aos animais dos grupos G1, G2 e G3. 

Estudos têm relatado que a utilização do laser de baixa intensidade inibe a produção de 

mediadores inflamatórios por células do ligamento periodontal,(63, 64) favorece a 

quimiotaxia celular,(65) promove vasodilatação e angiogênese local e desta forma 

poderia haver um aumento na difusão de oxigênio no tecido,(66, 67, 68) favorecendo o 

processo de reparo, pois, a secreção do colágeno pelos fibroblastos no espaço 
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extracelular ocorre somente na presença de altas taxas de pressão de oxigênio.(69) Além 

disto, um recente estudo demonstrou que o laser de baixa intensidade associado á 

raspagem e alisamento radicular, diminui significantemente a perda óssea na região de 

furca em ratos imunossuprimidos com dexametasona.(45) 

O uso de corticóides e de imunossupressores sistêmicos tem sido indicado em 

baixas e altas doses para vários tratamentos como doenças mucocutâneas,(70) 

respiratórias, tendinites, bursites, artrites e cistos em geral.(71) Um dos efeitos colaterais 

dessas drogas é o aumento do risco a infecções devido aos efeitos inibitórios da 

imunidade celular,(72) podendo ocasionar maiores danos periodontais(18, 19) como 

demonstrado neste estudo.  

Na análise dos resultados histomorfométricos, os animais dos grupos G4 e G5 que 

receberam o tratamento com o Laser e a PDT, apresentaram menor perda óssea quando 

comparado aos animais dos demais grupos em todos os períodos. 

Diante destes fatos, o uso de terapias periodontais alternativas ou coadjuvantes ao 

tratamento convencional de RAR, como o uso de antibióticos sistêmicos, poderia ser 

indicado, porém com a desvantagem de aumentar a resistência de cepas bacterianas.(21, 

51, 56, 73, 74) Desta forma o uso de agentes bactericidas locais seria a alternativa 

coadjuvante de escolha para o tratamento da periodontite. 
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5-Conclusões 

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que: 

1- Tanto o Laser quanto a PDT foram efetivos como tratamentos coadjuvantes a 

RAR na redução da perda óssea em periodontite experimental induzida em animais 

imunodeprimidos com tacrolimo. 

2- Estatisticamente, não ficou claro que o imunossupressor tacrolimo utilizado em 

doses usualmente clínicas promove o aumento do nível de perda óssea em periodontite 

induzida, mas a análise histológica sugere que sim. 
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7-ANEXOS 

Anexo 1- Aprovação da Comissão de Ética Animal. 
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