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Este e-book, como seu próprio título explicita, tem como foco o planejamento de 
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desconsiderar o contexto que envolve o planejamento estratégico em saúde; desta 
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percorrido nas ciências da saúde até o momento está representada nos três primeiros 
volumes que, por sua vez, englobam estudos de revisão, relatos de caso e de experiência, 
além de pesquisas epidemiológicas; já os últimos dois volumes trazem ao leitor trabalhos 
que fornecem novas perspectivas  de ação em saúde, desde a atenção básica até novos 
métodos de diagnóstico e tratamento, além de pesquisas qualitativas que tratam da 
sociologia inerente à prática em saúde, principalmente no Brasil.

Em nome da Atena Editora, agradece-se o empenho dos autores na construção 
dessa obra e explicita-se o desejo de que esta leitura contribua para a ampliação do 
conhecimento científico no intuito de inspirar novos estudos que tragam ainda mais 
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RESUMO: Resultados recentes têm demonstrado 
que a aplicação tópica de nanocurcumin no 
tecido gengival de ratos, diminuiu a reabsorção 
óssea e o processo inflamatório em um modelo 
de progressão da doença periodontal induzida 
por LPS. Estudos em andamento do nosso grupo 
de pesquisa revelaram que o nanocurcumin 
favoreceu o reparo ósseo em um modelo de 
reparo periodontal experimental em ratos, 
entretanto, seus efeitos sobre o tecido conjuntivo 
não mineralizado ainda estão sendo investigados. 

Para isso, avaliou-se o efeito do curcumin sobre 
a proliferação, migração e expressão gênica de 
marcadores relacionados ao reparo tecidual em 
fibroblastos do ligamento periodontal de murinos. 
Os resultados demonstraram que o curcumin 
aumentou a migração celular na concentração 
de 2,5 µM, no período de 24h (p<0,0003), mas 
não alterou a proliferação quando comparado 
ao controle. Em relação a expressão gênica, 
interessantemente a maior concentração de 
curcumin (10 µM) estimulou a expressão de 
Mmp13 (aprox. 0,6-fold, p<0,0046) e reduziu a 
expressão de Fn1 (aprox. 0,3-fold, p<0,0001) e 
Col1A1 (aproximadamente 0,4-fold, p<0,0001) 
em relação ao controle. Isso sugere que o estímulo 
reparador do curcumin sobre a população de 
células avaliadas é dose-dependente. 
PALAVRAS-CHAVE: Curcumin, reparo, 
fibroblastos.

EFFECT OF CURCUMIN ON 
PERIODONTAL REPAIR. IN VITRO STUDY
ABSTRACT: Recent results have demonstrated 
that the topical application of nanocurcumin in the 
gingival tissue of rats, decreased bone resorption 
and the inflammatory process in a model of 
progression of periodontal disease induced by 
LPS. Ongoing studies by our research group 
revealed that nanocurcumin favored bone repair 
in an experimental periodontal repair model in 
rats, however, its effects on non-mineralized 
connective tissue are still being investigated. For 
this, the effect of curcumin on the proliferation, 
migration and gene expression of markers related 
to tissue repair in murine periodontal ligament 

http://lattes.cnpq.br/1720461643936707
http://lattes.cnpq.br/3779628998233961
http://lattes.cnpq.br/6182929017622942
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fibroblasts was evaluated. The results showed that curcumin increased cell migration at a 
concentration of 2.5 µM, over a 24h period (p <0.0003), but did not alter proliferation when 
compared to control. Regarding gene expression, interestingly the higher concentration of 
curcumin (10 µM) stimulated the expression of Mmp13 (approx. 0.6-fold, p <0.0046) and 
reduced the expression of Fn1 (approx. 0.3-fold , p <0.0001) and Col1A1 (approximately 0.4-
fold, p <0.0001) in relation to the control. This suggests that the healing stimulus of curcumin 
on the population of cells evaluated is dose-dependent. 
KEYWORDS: Curcumin, repair, fibroblastes.  

1 |  INTRODUÇÃO
A Curcuma longa é uma planta herbácea da família do gengibre (Zingiberaceae) 

cultivada em países do sudeste asiático, onde é comumente utilizada como uma especiaria 
(AMMON et al., 1991). 

Devido ao seu potencial terapêutico associado aos seus efeitos biológicos diversos, 
o curcumin tem sido alvo de inúmeras pesquisas com diferentes modelos animais, e 
estudos clínicos para o tratamento de condições diversas incluindo diabetes, distúrbios 
neurológicos, câncer, além de doenças inflamatórias crônicas como uveíte crônica, doença 
de Crohn, psoríase, artrite reumatoide e doença periodontal (GUPTA SC et al., 2012; 
CHAINANI-WU N et al., 2012; GUIMARAES MR et al., 2011; GUIMARAES MR et al., 2012; 
ELBURKI MS et al., 2017; CHENG AL et al., 2001; LAO CD et al., 2006). 

Estudos clínicos em humanos demonstraram sua segurança, tolerabilidade e 
ausência de toxicidade em doses diárias de até 12g (CHENG AL et al., 2001; LAO CD et al., 
2006).  No entanto, apesar de seus benefícios no tratamento de diversas doenças estarem 
bem estabelecidos, o curcumin apresenta algumas desvantagens que limitam sua aplicação 
terapêutica. A principal delas é a baixa biodisponibilidade, resultante da fraca solubilidade em 
meio aquoso, fraca absorção gastrointestinal, rápida metabolização e eliminação sistêmica 
(ANAND P et al., 2007). Têm-se buscado modificar essas características farmacocinéticas 
através de diferentes abordagens, como uso de adjuvantes como o piperine, ou através 
da formulação do composto em lipossomas, micelas, complexos fosfolipídicos e em 
nanopartículas (SHOBA G et al., 1998; SASAKI H et al., 2011; GOTA VS et al., 2010).

As nanopartículas (NPs) são tipicamente caracterizadas como materiais com uma 
de suas dimensões na escala de 0,1-100 nm. Um importante aspecto relacionado ao 
uso das NPs é sua habilidade em agir como um carreador efetivo para uma miríade de 
drogas, protegendo-as de condições fisiológicas indesejáveis e permitindo sua liberação 
controlada e seletiva nos sítios alvos (STEVENSON R et al., 2011; ULBRICH W et al., 2010, 
LAMPRECHT A et al., 2005). Além disso, um aumento na eficácia de drogas conjugadas 
às NPs tem sido determinado por um maior e mais rápido reconhecimento celular 
principalmente por células imunes ativadas, e retenção intracelular sustentada da droga 
encapsulada em comparação a agentes farmacológicos em solução ou não conjugados à 
NPs (CHAKRABORTY M et al., 2011; DOBROVOLSKAIA MA et al., 2008). 
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Especificamente em relação às pobres propriedades farmacológicas do curcumin, sua 
incorporação em nanopartículas aumenta sua solubilidade e, portanto, biodisponibilidade; 
potencializando seus efeitos por promover a liberação controlada da droga e permitindo a 
utilização de doses terapêuticas reduzidas (NAKSURIYA O et al., 2014). Foi demonstrado 
clinicamente que a sua administração oral em uma dispersão coloidal de nanopartículas, 
aumentou em 27X sua concentração plasmática em comparação com a formulação em pó 
(XIE X et al., 2011). 

Resultados recentes têm demonstrado que a aplicação tópica de nanocurcumin 
no tecido gengival de ratos, diminuiu a reabsorção óssea e o processo inflamatório em 
um modelo de progressão da doença periodontal induzida por LPS. Baseados nestes 
resultados, nós temos nos dedicado a avaliar o efeito do nanocurcumin sobre o reparo 
periodontal. Estudos em andamento revelaram que o nanocurcumin favoreceu o reparo 
ósseo em um modelo de reparo periodontal experimental em ratos, entretanto, seus efeitos 
sobre o tecido conjuntivo não mineralizado ainda estão sendo investigados. Diante destas 
informações, com objetivo de complementar os experimentos in vivo, este estudo se 
propõem a investigar o potencial reparador do curcumin in vitro em uma linhagem murina de 
fibroblastos de ligamento periodontal. A hipótese deste projeto é que o curcumin favorece 
o reparo periodontal através do estímulo à proliferação e migração celular, e produção de 
mediadores relevantes no processo de reparo tecidual.

2 |  OBJETIVO
Avaliar o efeito do nanocurcumin sobre a proliferação, migração e expressão gênica 

de marcadores relacionados ao reparo tecidual em fibroblastos do ligamento periodontal 
de murinos. 

3 |  MATERIAL E MÉTODOS
Ao decorrer dos primeiros experimentos realizados, optou-se por não utilizar 

o nanocurcumin (curcumin com adição de nanopartículas), pois com ele houveram 
alterações na morfologia e fisiologia das células, como o crescimento não adequado e 
morte; prejudicando o andamento da pesquisa. Atribuiu-se esses fatos às nanopartículas 
e, desta forma, utilizou-se o curcumin livre (sem adição de nanopartículas), não havendo 
assim alterações indesejadas nas células de fibroblastos, podendo dar continuidade aos 
experimentos com segurança.    

Fibroblastos de ligamento periodontal de camundongos (mPDL) foram cultivados 
em DMEM suplementado com 100 μg/mL de streptomicina, e 10% de soro fetal bovino 
inativado pelo calor e mantidos em atmosfera úmida a 37°C e 5% CO2.
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3.1 Teste de viabilidade celular
1 x 104 células foram plaqueadas com meio DMEM 10% FBS + 1% P/S em cada 

poço de placas de cultura de 96 poços. Aguardou-se 6 horas para trocar o meio por 
DMEM 0,3% FBS + 1% P/S para que houvesse assim a desindução das células. Após 
18 horas, manteve-se o mesmo meio e o curcumin foi adicionado ao meio de cultura em 
várias concentrações (2,5 µM, 5 µM, 10 µM, 20 µM e 40 µM) para um experimento dose-
resposta e as células incubadas por 24 horas. Para a adição de curcumin, foram realizadas 
previamente as seguintes diluições: Estoque 10 mM = 3,68 mg + 1 ml de DMSO. Estoque 
1 mM = 1 ul 10mM + 9 µl DMSO – 1 µl do estoque 1mM/poço com 100 µl de meio = 10 µM. 
Estoque 2 mM = 2 µl 10mM + 8 µl DMSO - 1 µl do estoque 2mM/poço com 100 µl de meio 
= 20 µM. Estoque 4 mM= 4 µl 10mM + 6 µl DMSO - 1 µl do estoque 4mM/poço com 100 µl 
de meio = 40 µM. Estoque 0,5 mM= 1 µl 10 mM + 19 µl DMSO - 1 µl do estoque 0,5mM/
poço com 100 µl de meio = 5 µM. Estoque 0,25 mM = 1 µl 10 mM + 39 µl DMSO - 1 µl do 
estoque 0,25mM/poço com 100 µl de meio = 2,5 µM

Após as 24 horas, controles foram representados por células contendo meio sem 
adição do composto. Foi removido o meio presente nos poços e adicionado 90 µl de PBS ou 
meio puro + 10 µl do reagente contendo o sal tetrazólico (MTT) a cada poço e incubado por 
2 horas. Após 2 horas, o MTT foi removido e acrescentado 50 µl de isopropanol acidificado. 
Os resultados foram obtidos através da medição da absorbância a 490 nm em um leitor de 
microplacas (Spectramax L, Molecular Devices). O número de células viáveis nos poços 
tratados com curcumin foi estimado em relação ao controle não tratado.

3.2 Teste de proliferação celular
O ensaio de proliferação foi realizado através da contagem de células (totais 

viáveis, segundo o ensaio de exclusão do corante azul de trypan) no período de 24, 48 
e 72 horas. As células foram plaqueadas numa concentração de 1x105 células/poço, em 
placas de 96 poços. Após confirmar a adesão das células, diversas doses de curcumin 
foram adicionadas ao meio de cultura. DMSO na concentração de 5 µl/poço foi utilizado 
como controle negativo e células não tratadas como controle positivo. A proliferação 
celular foi avaliada por contagem direta de células viáveis em hemocitômetro, realizada 
por examinador treinado e sem conhecimento das condições experimentais. Ao final do 
período experimental, 50µl do reagente enzimático de dissociação foram acrescentados 
a cada poço e após 6 minutos de incubação a 25°C foram transferidos para um tubo de 
microcentrífuga. Após lavagem em PBS à 4oC, as células foram ressuspendidas em PBS 
e duas alíquotas diluídas na proporção 1:1 em azul de trypan 0.4% foram contadas em 
hemocitômetro. Estes experimentos foram realizados em duplicata e repetidos 3 vezes de 
forma independente. 
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3.3 Teste de migração celular
Para avaliar o efeito do curcumin sobre a migração celular foi utilizado o método 

Scratch, baseado na criação de uma interrupção de continuidade de uma monocamada 
celular, ou ferida, e o acompanhamento do fechamento desta ferida por observação 
em microscópio invertido de fase. 5 x 105 células foram cultivas em placa de 60 mm, e 
incubadas durante 24 horas em estufa de CO2 a 37ºC. Após a constatação da confluência 
da monocamada as células foram tratadas com doses não citotóxicas de curcumin e então 
foi realizado o ensaio de Scratch fazendo a ferida, ou seja, uma linha reta na placa com a 
ponta da pipeta p200. A seguir, os debris formados foram removidos, lavando-se a placa 
uma vez com 1 ml de meio fresco e em seguida, as placas receberam 2ml de meio fresco 
(Grupo controle) ou meio contendo doses não citotóxicas do curcumin. O teste de migração 
foi realizado nos tempos 0, 12, 24 e 48 horas. As imagens foram capturadas (6 fotos/placa), 
nos períodos citados, com câmera digital acoplada ao microscópio invertido de fase, e 
sempre do mesmo campo de visão da ferida, criando pontos de referência na parte externa 
da placa e na platina do microscópio com marcadores de ponta fina. Posteriormente, foi 
calculado a porcentagem da área coberta pelas células em cada tempo experimental. 

3.4 Expressão gênica (qPCR)
Para este experimento 3 x 105 células foram plaqueadas, e após adesão celular foram 

desinduzidas em meio de cultura contendo 0.3% de soro fetal bovino e tratadas com doses 
não citotóxicas de curcumin por 24h. RNA total das células e foram extraídos com o reagente 
Trizol de acordo com as instruções do fabricante. 700 ng de RNA total foram utilizados para 
a síntese de cDNA utilizando random hexamers como primers e seguindo as instruções do 
fornecedor dos reagentes. A expressão dos genes inflamatórios selecionados (MMP-13, 
Col1A1 e Fn1 (Fibronectin 1)) foi determinada por RT-qPCR tempo real usando sondas 
e reagentes Taqman (TaqMan Gene Expression Assays, TaqMan Universal master mix, 
Applied Biosystems) em um sistema de PCR Tempo Real StepOne (Applied Biosystems). 
Para cada amostra, as análises da expressão gênica foram realizadas em duplicata. Para 
normalizar a quantidade de cDNA total presente em cada reação, a expressão de GAPDH, 
foi usada como controle endógeno por ser um gene constitutivo. Para comparar os níveis 
de expressão entre as diferentes amostras, o nível de expressão relativa dos genes foi 
calculado usando o método comparativo ΔCT utilizando o software da termocicladora.
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4 |  RESULTADOS

4.1 Viabilidade Celular

*Cont- = 5 µl de DMSO por poço

* Em todos os poços foi adicionado um volume total de 1 µl de curcumin

* DMSO = 1µl DMSO por poço

Figura 1: Teste de viabilidade celular realizado com células mPDL avaliando o número de 
células viáveis nos poços tratados com curcumin em relação ao controle não tratado em um 

período de 24 horas.

4.2 Proliferação Celular

Figura 2: Número total de células viáveis (mPDL) após tratamento com diferentes 
concentrações de curcumin e DMSO em relação ao grupo controle. 
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4.3 Migração Celular

Figura 3: Avaliação do efeito do curcumin sobre a migração celular atráves do método Scratch. 

Figura 4: Porcentagem da área coberta pelas células nos tempos experimentais de 0h, 12h, 
24h e 48h. 
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4.4 Expressão Gênica (qPCR)

Figura 5: Expressão do gene inflamatório 
MMP-13 em relação ao controle 

endógeno.

Figura 6: Expressão do gene inflamatório 
Fn1 em relação ao controle endógeno.

Figura 7: Expressão do gene 
inflamatório Col1A1 em relação ao 

controle endógeno.

5 |  DISCUSSÃO
Os resultados demonstraram que o curcumin aumentou a migração celular na 

concentração de 2,5 µM, no período de 24h (p<0,0003), mas não alterou a proliferação 
quando comparado ao controle (células não tratadas). Em relação a expressão gênica, 
interessantemente a maior concentração de curcumin (10 µM) estimulou a expressão de 
Mmp13 (aprox. 0,6-fold, p<0,0046) e reduziu a expressão de Fn1 (aprox. 0,3-fold, p<0,0001) 
e Col1A1 (aproximadamente 0,4-fold, p<0,0001) em relação ao controle.

6 |  CONCLUSÃO
Os resultados sugerem que o estímulo reparador do curcumin sobre a população de 

células avaliadas é dose-dependente (concentrações menores podem favorecer a migração 
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celular, enquanto concentrações maiores podem reduzir a expressão de marcadores do 
reparo tecidual).
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