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RESUMO

A terapia fotodinamica (TFD) € uma técnica que consiste na producdo de espécies
reativas de oxigénio capazes de inviabilizar células e microorganismos, a partir da
combinacdo de um fotossensibilizador, luz e oxigénio tecidual, possuindo, desta
forma, aplicacdo nas diversas areas da saude. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos de duas técnicas de terapia fotodinamica na reducédo da
carga bacteriana de alvéolos apd6s exodontias. A primeira técnica associou 0
fotossensibilizador (FS) de curcumina a fonte de luz LED da cor azul (CUR+LED) e a
segunda associou o FS azul de metileno ao Laser vermelho de baixa poténcia
(AM+LASER). O estudo foi realizado em 20 pacientes que possuiam indicacdo de
exodontia, sendo os mesmos divididos em dois grupos (n=10). Para o grupo
CUR+LED foi realizada a exodontia, seguida da realizacdo da terapia com
gotejamento do FS de curcumina e fotoativagdo com LED (470nm). Para o grupo
AM+LASER apés realizacdo da exodontia foi realizada a terapia com gotejamento
de azul de metileno seguido da irradiagdo do Laser vermelho (660nm). Para avaliar
o efeito descontaminante de cada técnica foi realizada a analise microbiol6gica
antes e apoés a realizacdo da terapia. As coletas foram feitas com auxilio de cone de
papel que foi inserido no interior do alvéolo. As amostras coletadas foram diluidas
em solugdo salina tamponada, para entdo serem semeadas em &gar sangue,
ficando 24h em estufa bacteriologica a 37°C, para realizacdo da contagem das
Unidades Formadoras de Colénias (UFC) com auxilio de lupa em contador sob luz
emergente. A reducado entre ambos os grupos foi significante, sendo de 69,00% para
0 grupo CUR+LED e de 66,99% para o grupo AM+LASER(p<0,05). Tais resultados
indicam que as duas técnicas de TFD testadas se mostraram como métodos efetivos
para reducao microbiana em alvéolos pds — exodontias.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica. Azul de metileno. Curcumina. Exodontia.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) is a technique that consists in the production of reactive
oxygen species capable of rendering cells and microorganisms unfeasible, from the
combination of a photosensitizer, light and tissue oxygen, thus having application in
the various health areas. The objective of the present work was to evaluate the
effects of two photodynamic therapy techniques on reducing the bacterial load of
alveoli after extraction. The first technique associated the photosensitizer (FS)
curcumin to the blue LED light source (CUR + LED) and the second associated the
blue methylene FS to the low power Red Laser (AM + LASER). The study was
performed in 20 patients who had indication of exodontia, being divided into two
groups (n = 10). For the CUR + LED group, the exodontia was performed, followed
by drip therapy of curcumin FS and photoactivation with LED (470nm). For the AM +
LASER group after the exodontia was carried out the therapy with methylene blue
drip followed by irradiation of the Red Laser (660nm). To evaluate the
decontaminating effect of each technique, a microbiological analysis was performed
before and after the therapy. The collections were made with the aid of paper cone
that was inserted inside the alveolus. In the laboratory, the collected samples were
diluted in buffered saline solution to be seeded in blood agar and kept in a
bacteriological incubator at 37°C for 24 hours, then counting the Colony Forming
Units (CFU) with the help of a magnifying glass in a counter under light. The
reduction between both groups was significant, being 69.00% for the CUR + LED
group and 66.99% for the AM + LASER group (p <0.05). These results indicate that
the two PDT techniques tested were shown to be effective methods for microbial
reduction.

Keywords: Photodynamic therapy. Methylene blue. Curcumin. Exodontia.
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1 INTRODUCAO

O processo de cicatrizacado decorre de uma resposta organizada e complexa
do organismo que visa reestabelecer a saude do tecido recuperando sua
integridade. A utilizacdo de tecnologias que visem acelerar o processo de reparo,
bem como diminuir a ocorréncia de complicagdes provenientes das suas diversas
fases, muitas vezes associado a infeccdo por patdgenos, sdo sempre muito bem
aceitas pela comunidade cientifica (SILVA et al., 2004).

Dentre estas tecnologias, podemos citar a técnica que associa uma fonte de
luz a um agente fotossensibilizador (FS), denominada de Terapia Fotodinamica
(TFD), que tem apresentado bons resultados de reducdo microbiana (PRAZMO et
al.,, 2016). Tal técnica consiste na ativacdo luminosa de uma substancia
fotossensivel, conhecida como fotossensibilizador, na presenca de oxigénio, que
resulta na producdo de radicais reativos como hidroxila e superoxidos, substancias
estas que sdo capazes de agir em multiplos alvos da célula bacteriana ou de uma
células neoplasica, induzindo dessa forma sua morte por apoptose
predominantemente, podendo induzir também necrose e autofagia, tornando-se uma
importante ferramenta para o combate de espécies bacterianas (CHILAKAMARTHI,
GIRIBABU, 2017).

A terapia fotodindmica jA é bastante utilizada em diversas aréas da
odontologia, como a endodontia e periodontia, porém estudos in vivo que
investiguem a acdo da TFD apoOs as extracdes dentarias sdo pouco explorados
(PASCHOAL et al., 2013; VASCONCELOS, 2014) .

Cabe ressaltar que as exodontias sdo procedimentos rotineiramente
realizados em consultérios odontoldgicos, podendo ser decorrentes tanto de
estagios avancados da doenca carie, que impossibilitam a recuperacéao do dente, ou
ainda da doenca periodontal, além dos traumas dentarios e indicagfes ortodonticas
(ESTEVES et al., 2013; JOVINO-SILVEIRA et al., 2005).

Devido ao fato da extragcdo ser um tratamento comumente realizado nas
clinicas odontologicas, as complicacbes advindas de tal ato sdo de suma
importédncia para os cirurgides dentistas, pois evita-las favorece uma boa
recuperacdo e melhor pos-operatorio ao paciente. Dentre tais complicacdes, temos a
alveolite seca ou osteite alveolar que acontece com uma prevaléncia de 3-25% apos
extracbes (NEUGEBAUER; JOZSA; KUBLER, 2004). Sua ocorréncia pode ser
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proveniente dos altos indices de atividade fibrinolitica presentes em infeccées que
causam a lise do codgulo pos-cirurgico, gerando uma inflamag¢do aguda do 0sso
alveolar e que, geralmente, € acompanhada por dor pos-operatéria persistente
(PETERSON et al., 2008).

Alguns estudos afirmam que o0s microrganismos mais frequentemente
associados a alveolite seca sdo Actinomyces viscous e Streptococcus mutans, tendo
sido demonstrado, em modelo animal, que estes microrganismos atrasam o
processo de cicatrizacdo (AKINBAMI; GODSPOWER, 2014; CHEUNG et al., 2001,
KAYA et al., 2011; TORRES-LAGARES et al., 2005). Portanto, o uso da TFD ap6s
as exodontias pode diminuir a ocorréncia dessa complicagao contribuindo para o
processo de reparo e cicatrizacao.

Outra possivel vantagem da utilizacdo da TFD apds as exodontias seria em
casos nos quais a instalacdo de implante dentario imediato é indicada, visto que
alvéolos contaminados, decorrentes de doenca periodontal ou de leséo periapical,
limitam a indicacdo deste procedimento. A TFD, nestes casos, poderia ser util na
reducdo de contaminacdo do sitio da cirurgia, minimizando a necessidade de usar
antimicrobianos sistémicos, contribuindo na descontaminacédo local desses alvéolos,
permitindo assim uma melhor osseointegracdo (VASCONCELOS, 2014).

Atualmente diversas técnicas de TFD antimicrobiana sao empregadas,
notando-se uma grande variagdo no uso fotossensibilizadores e de fontes de
ativacdo. E neste contexto que se pode observar que a associacdo do
fotossensibilizador azul de metileno a luz Laser € bastante empregada,
diferentemente da técnica que associa o fotossensibilizador de curcumina a luz
emissora de diodo (LED), que tem uma aplicacdo mais recente. Apesar disso, 0
namero de estudos com aplicacdo clinica que utilizam alguma das duas técnicas
apos as exodontias sdo bem escassos, 0 que também justifica a realizacdo desse
trabalho, além do fato deste também poder contribuir para formulacdo de um novo
protocolo de descontaminacéo a ser utilizado apds estas cirurgias.

Este estudo justifica sua relevancia por se tratar de um ensaio clinico
randomizado, com a finalidade de estudar uma terapia pouco avaliada, a partir de
um procedimento odontoldgico frequente, podendo impactar significativamente na

pratica clinica odontolégica.
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1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Historico da Terapia Fotodinamica

A primeira publicacdo considerada oficial sobre Terapia fotodindmica ocorreu
por volta de 1900, quando Oscar Rab observou que os protozoarios Paramecium
caudatum, na presenca de luz e do corante acridina, sofriam uma rapida morte.
Subsequentemente, seu professor Von Tappeiner ampliou as descobertas com
outros experimentos e descobriu a necessidade da presenca do oxigénio para tal
reacdo. Ele entdo utilizou um termo para definir essas reacdes fotobioldgicas
relacionadas a um fotoabsorvedor, que na presenca de oxigénio molecular, levavam
a destruicao celular, o efeito fotodinAmico que posteriormente evoluiria para Terapia
Fotodinamica - TFD (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010; ALVES, 2011).

JodIbauer e Von Tappeiner estudaram a aplicabilidade da TFD no tratamento
de tumor cutaneo e na destruicdo de particulas infecciosas. Utilizaram para tal a
eosina topica a 5% associada a luz artificial para tratamento de cancer cutaneo nao
melanoma e de outras dermatoses, como IUpus vulgar e condiloma plano. Apesar da
grande descoberta, tais trabalhos ndo tiveram na época grande repercussdo, uma
vez que a TFD para o tratamento de cancer somente veio ser reconhecida 70 anos
depois, com o trabalho de Dougherty e colaboradores reportando a erradicacéo
completa de tumor mamario em ratos a partir da combinacdo do derivado da
hematoporfirina com luz vermelha (ALVES, 2011; ISSA; MANELA-AZULAY, 2010;
MALIK, MANOCHA; SURESH, 2010; TAUB, 2004; TRIESSCHEIJN et al., 2006).

A TFD, portanto, se apresenta em duas modalidades, uma oncoldgica e uma
antimicrobiana que somente veio a ter sua importancia reconhecida e seu uso
difundido, a partir das ultimas décadas do século XX, apresentando-se como um
método alternativo de desinfeccdo (SEGUNDO, 2007).

A linha da TFD antimicrobiana apenas no inicio do século XXl vem sendo
utilizada como alternativa para patégenos orais. Esse uso mais recente se justifica
pelo fato de ndo ocasionar a resisténcia bacteriana, a qual tem sido responsavél
pelo aumento na incidéncia de superinfec¢cdes, muitas vezes ocasionadas por
prescricbes inadequadas ou até mesmo 0 uso indiscriminado de antibidticos
(TAVARES et al., 2017; THEODORO et al., 2015).
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Estudos nessa area tém crescido bastante, sempre buscando testar
diferentes fotossensibilizadores com variadas concentracdes, além de diferentes
fontes de luz com variados parametros, contribuindo desta forma para que a TFD

seja cada vez mais reconhecida como uma alternativa terapéutica.
1.1.2 Mecanismo de Agédo da TFD

A base da terapia fotodindmica consiste da interacdo de trés fatores:
presenca de uma fonte de luz no comprimento de onda adequado e compativel com
um fotossensibilizador ndo téxico e presenca de oxigénio (PRAZMO et al., 2016;

MIRANDA, 2011) (Figura 1).

Figura 1 - Triade da Terapia Fotodinamica.

Fotossensibilizador

TERAPIA
FOTODINAMICA

’ Fonte de luz ) Oxigénio

Fonte: Autoria propria.

Ao ser irradiado pela fonte de luz num comprimento de onda adequado, 0s
FSs absorvem os fotons, entao seus elétrons passam a um nivel de maior energia, 0
chamado estado singleto excitado (S,), que € muito instavel, apresentando um
tempo de vida curto, e, devido a este fato, pode retornar ao seu estado fundamental
(So) emitindo fluorescéncia, ou, por inversao de spin, alcancar um estado de menor

energia, chamado estado excitado tripleto (T;). A partir deste estado, a particula
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fotossensibilizadora podera passar por dois tipos de reacdo quimica, que levardo a
producdo de radicais reativos e toxicos. Na reagdo tipo I, as moléculas do FS
ativadas pela luz ficam num modo excitado, reagindo assim com os componentes do
sistema, como por exemplo, membrana celular ou molécula organica, por meio da
transferéncia de elétrons ou de hidrogénio, que ocasionara a formacéo de radicais
cationico ou anidnicos, que reagirdo instantaneamente com o oxigénio, gerando as
espécies reativas de oxigénio (EROS) que sao citotoxicos, tais como anion
superéxido (O,.), radical de hidroxila (OH-) e peréxido de hidrogénio (H.O,). Na
reacdo tipo Il, o FS ja reagird diretamente com a molécula de oxigénio no estado
fundamental tripleto, transformando-o em oxigénio singleto uma espécie reativa e
altamente oxidante (ALASMARI; MEREDDY; SULTANBAWA, 2017; ALVES 2011,
ROSIN, 2017; CORREA, 2013; MIRANDA, 2011) (Figura 2).

As reagbes do Tipo | e Il podem ocorrer simultaneamente e em razao das
reacOes de transferéncia de energia serem mais rapidas do que as reacdes de
transferéncia de elétrons, o mecanismo tipo Il é geralmente favorecido nas reacdes
de fotoxidacdo. A extensdo de cada uma depende do tipo de FS usado, das
concentracbes de substrato e de oxigénio local (ALVES, 2011; CASTANO;
DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004).

Figura 2 - Mecanismo de acdo da Terapia Fotodinamica.

=> EROS

Reagcéao tipo |

S1 T1

Estado
singleto

SO

Estado
fundamental

Emissédo de
fluorescéncia

Estado
tripleto

Reagao tipo Il

|:> Oxigenio Singleto

Fonte: Adaptado de Corréa, 2013.
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1.1.3 Fontes de Luz

A fonte de luz da terapia fotodindmica é de grande relevancia para a
ocorréncia da técnica, visto que, para que a mesma ocorra, necessita-se que a luz
emitida tenha um comprimento de onda especifico para cada fotossensibilizador. A
luz utilizada também necessita possuir uma boa penetracdo ao tecido, o que
possibilitara a transferéncia de energia para as células sem aumento de
temperatura, evitando o comprometimento da saude do tecido e evitando a formacéo
de lesbes (TAVARES et al., 2017).

Um grupo muito importante utilizado para a TFD s&o os lasers com diferentes
meios ativos como o de argdnio, de corantes, de vapores de metais, hélio-neénio.
Mais recentemente, as fontes de Luz emissoras de Diodo (LEDs) também
despontaram como uma alternativa de fonte de ativacdo viavel (AMORIM, 2007,
PRAZMO et al., 2016). O laser se tornou uma opcao de fonte de luz, em funcao de
produzir uma luz monocromética, coerente e colimada, o que o torna altamente
seletivo aos corantes, permitindo que a dose de radiacao seja facilmente calculada,
bem como a &rea da radiacdo pode ser bem controlada (ALVES, 2011).

Os LEDs sao compostos por dois materiais semicondutores nos quais, em
sua juncdao, por diferenca de cargas, ocorre a emissao de luz, com pouco aumento
de temperatura, destacam-se por ndo apresentarem a necessidade de sistemas de
filtro, a possibilidade de fabricacdo de dispositivos menores, consumo baixo de
energia, vida Gtil longa, além de serem de facil manuseio, portateis e de baixo custo
(ALVES, 2011; MIRANDA, 2011; PRAZMO et al, 2016). Apresenta como
desvantagem a faixa de emissdo de onda restrita, devendo sempre se atentar para
este intervalo optando por um FS que seja ativado na frequéncia da fonte de luz

escolhida, melhorando a eficacia desta terapia (TAVARES et al., 2017) (Figura 3).
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Figura 3 - Representacédo esquematica da penetracdo de comprimentos de onda na
Faixa de 400nm (luz azul) e 650nm (luz vermelha) em tecido bioldgico.

200 10O A00 500 GO0 NOO

Camada cornea

Epderme

Camadas - 4-,,,")
granulosa o -
espinhosa

Camada Basal

g Tecido conjuntivo

Tecido muscular

Fonte: Adaptado de Rosin et al. 2017.
1.1.4 Fotossensibilizadores

A eficacia da TFD esta relacionada a alguns fatores, dentre eles esta o tipo de
FS utilizado, tal influéncia se deve as diferentes propriedades fisico-quimicas desses
reagentes. A eficacia fototerapéutica se deve ao alto coeficiente de absorcéo da
substancia fotossensivel, que também é conhecida como corante, o tempo de pré-
irradiacdo, a concentracao do corante no alvo e o fluxo de energia da luz incidente
(AMORIM, 2007).

O FS precisa ser in6cuo as células do hospedeiro, bem como permanecer
ativado o tempo necessario para interagir com as moléculas vizinhas. Ele também
precisa apresentar uma Otima relacdo entre o poder de absor¢cdo de luz e a
conversdo da mesma, além de ser capaz de produzir espécies reativas de oxigénio.
Outra importante caracteristica estd no grau de solubilidade que necessita ser
elevado para facilitar rapidamente sua eliminacdo (MIRANDA, 2011; SANTEZI et al.,
2016; SANTIN et al., 2014).

O FS pode ser administrado por via endovenosa, especialmente nas
aplicacfes oncoldgicas da TFD, ou ainda ter administragéo topica cujo uso tem sido
crescente, por tratar-se de uma terapia nao invasiva, sem complicacdes sistémicas.

Considerando os tipos de aplicacdes, os FSs também devem ter como

caracteristica a estabilidade durante a ativacdo pela fonte de luz, bem como penetrar
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na pele e mucosa de maneira eficiente, sem causar o manchamento das superficies
(AMORIM, 2007).

Atualmente ha um grande numero de fotossensibilizadores utilizados, que
podem ser divididos em grandes grupos, diferenciando-se por sua estrutura quimica.
Como exemplo: os fotossensibilizadores de fenotiazina (azul de metileno e azul de
toluidina); os fotossensibilizadores de ftalocianina (aluminio ftalocianina
dissulfonada, zinco catidnico ftalocianina, naftalocianina); as porfirinas (Photofrin®) e
seus precursores (ALA - acido 5-aminolevulinico), clorinas (Foscan®); xantenos
(eritrosina), monoterpenos (azuleno). Mais recentemente a curcumina, que pertence
a classe dos polifendis (CORREA, 2013; PRAZMO et al., 2016; WAINWRIGHT;
CROSSLEY, 2002). A faixa de absorcdo de luz, por comprimento de onda, dos

principais grupos de FSs encontram-se no Quadro 1.

Quadro 1- Fotossensibilizadores e suas respectivas faixas de absorcéo de luz.

Fotossensibilizador Banda de Absorcgéo
Derivados da Hematoporfirina 620 — 650 nm
Ftalocianinas 660 — 700 nm
Fenotiazinas(Azul de metileno) 620 — 700 nm
Azuleno 550 — 700 nm
Verde Malaquita 400 — 700 nm
Clorina 660 — 690 nm
Curcumina 300 — 500 nm

Fonte: Adaptado de Alves, 2011.

O corante azul de metileno (Figura 4) é um dos fotossensibilizadores mais
utilizados para TFD na modalidade antimicrobiana. Ele possui uma elevada faixa de
absorcéo de luz, € bastante hidrofilico, apresentando baixo peso molecular e carga
positiva, 0 que facilita a sua penetracdo em bactérias gram-positivas, possuindo
minima atividade antibacteriana e antifiungica natural. Nao € toxico, o que permite
sua administracdo de forma tdpica, oral ou endovenosa (DIOGO et al., 2015;
WAINWRIGHT; CROSSLEY, 2002). Sua desvantagem para 0 uso oral consiste na
pigmentacdo transitéria de dentes e restauracdes bem como sua menor eficacia
contra virus intracelulares (WAINWRIGHT; CROSSLEY, 2002). O fator que

determina a seletividade deste corante as células microbianas € a interacéo
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eletroestatica entre a sua carga positiva e as cargas negativas da superficie externa
da célula (HARRIS; CHATFIELD; PHOENIX, 2005).

Figura 4 - Estrutura quimica do Azul de Metileno.
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Fonte: Ferreira-Leitdo; Carvalho; Bom, 2007.

Ha diversos estudos publicados que avaliam o efeito da associacdo do azul
de metileno e Laser vermelho em diversos tratamentos. Entre eles esta a pesquisa
publicada por Theodoro et al. (2017a), que compararam o efeito clinico da TFD com
dois antibiéticos (amoxicilina e metronidazol) utilizados no tratamento adicional a
periodontite cronica. Foi constatado que a TFD apresentou um resultado equivalente
aos da terapia medicamentosa, visto que ambas se mostraram efetivas no ganho de
insercao clinica, controle de inflamacédo e eliminacdo de bolsas residuais, com o
adicional de que a TFD, na modalidade utilizada, ndo ocasiona resisténcia
antimicrobiana ou efeitos sistémicos indesejaveis. Garcez et al. (2015) também
avaliaram esta associagcdo em cirurgias periapicais, onde se observou uma reducéo
de 5 log nos casos em que foi realizada a TFD, enquanto que o tratamento cirdrgico
convencional observou uma reducdo média de apenas 3,5 log.

Outro FS que vem sendo utilizado na TFD é a curcumina (Figura 5), um
composto fenodlico, membro da familia curcumindide, encontrado no rizoma da
curcuma (Curcuma longa L). O FS de curcumina tem pigmentacdo amarela intensa
e, isoladamente, ja teve demonstradas suas atividades biol6gicas tais quais,
anticancerigena, antioxidante e anti-inflamatoria, além de possuir efeito antiviral
contra hepatite B e HIN1 (CHEN et al., 2010; KIM et al., 2009; SANTEZI et al., 2016;
SORIA-LOZANO et al., 2015; TONON et al., 2015).



22

Figura 5 - Estrutura quimica da molécula de curcumina.
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Fonte: Péret-Almeida, 2005.

O uso da curcumina em TFD com intuito anticarcinogénico é bastante comum.
Esta atividade advém da capacidade da curcumina suprimir a proliferacdo de uma
variedade de células tumorais, por meio da regulacéo de fatores de transcri¢cdo, dos
receptores do fator de crescimento e das moléculas de adesao na superficie celular
(AGGARWAL et al., 2003).

J& o0 seu uso como FS da TFD antimicrobiana é mais recente, porém ja se
encontram trabalhos publicados que investigam essa atividade, como o realizado por
Aradjo et al. (2012a), que analisaram o efeito do fotossensibilzador de curcuma
associado ao LED, mas neste caso sobre culturas planctonicas de Streptococcus
mutans, nas quais foi possivel observar uma reducéo de quase 100%.

Esta nova aplicacdo da curcumina na &rea antimicrobiana se deve a sua
capacidade de absorver a luz, especialmente na regiao espectral azul (Figura 6).
Sua baixa profundidade de penetracdo com o comprimento de onda azul nos
tecidos, também aponta que a curcumina pode se apresentar como um potencial FS
para a descontaminacdo superficial oral, com a vantagem frente aos FSs de
fenotiazinas de n&o provocar manchas, ainda que transitorias, em dentes,
restauracdes e nem mucosa oral (SANTEZI et al., 2016). A curcumina, sem a
exposicdo a fonte de luz, também n&o apresenta uma toxicidade, mostrando que seu
efeito de reducdo microbiana ndo € significativo sem fotoativacdo (ALVES, 2011,
TONON et al., 2015).
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Figura 6 - Gréfico do espectro de UV visivel de absorcdo da curcumina.
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Fonte: Paschoal et al. 2013.

A acédo fungicida da TFD mediada por curcumina também ja foi estudada,
chegando a inibir ou reduzir significamente o crescimento de sete espécies de fungo
(Aspergillus  niger, Aspergillus flavus, Penicillium griseofulvum, Penicillium
chrysogenum, Fusarium oxysporum, Candida albicans e Zygosaccharomyces bailii ),
sendo que fungos da espécie F. oxysporum e C. albicans foram inibidos totalmente
em todas as doses, e espécies como A. niger, A. flavus, P. griseofulvum, P.
chrysogenum e Z.bailii, reduziram 99%, 88,9%, 78%, 99,7% e 99,2%,
respectivamente (ALASMARI; MEREDDY; SULTANBAWA, 2017).

Santezi et al. (2016) avaliaram a susceptibilidade de agentes patogénicos
presentes na saliva de voluntarios a inativacdo pela TFD mediada por curcumina e
luz LED. Neste estudo, foram testados diferentes concentracdes (1,5 g/L e 3,0 g/L) e
diferentes tempos de irradiacao (1 min e 5 min). A TFD com curcumina no tempo de
5 min e concentragao de 3,0g/L apresentou resultados estatisticamente semelhantes
a aplicacdo da clorexidina por 1 min, sendo que a terapia que apresentou maior
potencial de reducdo microbiana no referido estudo, foi a clorexidina por 5 min.

1.1.5 Aplicabilidades da TFD
O uso da TFD é preconizado para diversos tratamentos médicos, dentre eles

o tratamento de cancer. Tal tecnologia é capaz de produzir substancias toxicas as

células tumorais, quando utilizadas doses letais de luz e FS, ocasionando a sua
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morte e possibilitando, posteriormente, a sua substituicdo por tecido saudavel
(MORDON et al., 2015).

A TFD também tem sido considerada uma importante terapia adicional para o
tratamento da carie dentaria, principalmente para lesbes que apresentam grande
profundidade, pois permite um tratamento menos invasivo, preservando desta forma
o tecido dentério o que favorecera sua reparagdo sem implicar danos as células da
polpa dentaria (DINIZ et al., 2015). Tonon et al. (2015), avaliaram o efeito da TFD
sobre estirpes laboratoriais e clinicas de Streptococcus mutans, um dos princinpais
agentes cariogénicos e constatou que as estirpes padrdo de Streptococcus mutans
apresentam maior sensibilidade a TFD, quando comparadas a bactérias isoladas
clinicamente.

Pérez-laguna et al. (2017) avaliaram o efeito da TFD utilizando como
fotossensibilizador o azul de metileno e o rosa bengala, sobre cepas do
Streptococcus mutans e 0 Streptococcus sanguinis. Tais suspensdes foram
irradiadas com fonte de luz no comprimento maximo do pico de absor¢cdo de cada
fotossensibilizador. Concentracfes de 0,16-0,62 ug/mL de rosa bengala, e 0,62-1,25
pg/mL de azul de metileno foram suficientes para inibir o crescimento de
Streptococcus mutans, e concentracdes de 0,16-0,31 pg/mL de rosa bengala e 0,31-
1,25 pg/mL foram suficientes para apresentar um efeito bactericida, inibindo também
0 crescimento de Streptococcus sanguinis, sendo que o fotossensibilizador rosa
bengala necessitou de uma concentracdo menor para atingir o mesmo efeito de
reducao, que foi de 6 logao.

Paschoal et al. (2013) avaliou, in vitro, a eficacia da curcumina associada ao
LED azul sobre Streptococcus mutans na forma planctbnica utilizando
concentracbes e densidades de energia diferentes. Foi observado que elevadas
concentragbes do fotossensibilizador n&o aumentavam a eficiéncia de
descontaminacdo. Foram utilizadas as concentragées de 2000; 4000 e 8000 pM, e
irradiacéo de 24, 48 e 72 Jlcm® Ambos 0s grupos apresentaram uma reducdo no
namero de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por mL, sendo que 0S grupos
que apresentaram uma reducdo superior a 50% foram os que utilizaram uma
irradiacédo de 72 J/cm? e concentracdo de 2000 uM e 4000 uM, e irradiagdo de 48
Jiem? com concentracéo de 4000 uM, apresentando reducdes de 55.98%, 60,66% e

71.07%, respectivamente.
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Atualmente outras aplicagbes da TFD tém sido utilizadas na pratica clinica
como, por exemplo, sua utilizacdo no tratamento de condicbes como liquen plano,
feridas cronicas e periodontite, tornando-se dessa forma uma importante alternativa
para o tratamento dessas patologias (REINHARD et al., 2015).

O uso da TFD em feridas cronicas acelera o processo de cicatrizagdao, com
reducdo da dimensao das feridas e melhora o aspecto clinico, além de ser eficaz
para o alivio da dor (MOURA; BRANDAO; BARCESSAT, 2018).

O liguen plano € uma doenca cujo tratamento € apenas paliativo, buscando
reduzir a duragdo e gravidade das lesbes. Mostafa, Moussa e Alnouaem (2017)
fizeram um estudo no qual compararam o uso de corticosteroides tdpico,
medicamento de primeira escolha pra tratamento de liquen oral plano, com a
aplicacdo de TFD. O estudo englobou 20 pacientes, divididos em dois grupos: o
primeiro usou a terapia convencional, com uso de corticoides, o segundo recebeu a
TFD associando azul de metileno e laser. Ambos 0s grupos apresentaram reducéo
estatisticamente significativa da lesdo, porém o tratamento com TFD apresentou
reducdo mais notavel na dor e na regressao da lesao.

A doenca periodontal apresenta como principal tratamento a remocao
mecanica das bactérias através de raspagem e alisamento radicular, porém nem
sempre esse procedimento remove todos 0s microrganismos presentes, e € neste
cenario que a TFD se apresenta como uma terapia adicional a esse tratamento,
sendo ja realizados diversos estudos que avaliam sua aplicacdo (TONON et al.,
2015).

Tonon et al. (2015) avaliaram o efeito da TFD em alvéolos de ratos que
tiveram periodontite induzida e constatou que a associacdo da TFD ao tratamento
convencional ocasionou a reducao de niveis expressivos da carga bacteriana.

Martins et al. (2017) realizaram um estudo clinico que avaliou os efeitos de
uma unica aplicagdo da terapia fotodindmica como tratamento adicional ao
desbridamento e raspagem radicular de pacientes com periodontia crénica grave.
Participaram da pesquisa 20 pacientes, que sofreram dois tipos de intervencdes: a
primeira, o grupo controle, o tratamento convencional; a segunda foi adicionada a
terapia fotodindmica, que associou a luz LED a um fotossensibilizador de
fenotiazina. Foi observado que, no grupo TFD, a profundidade de sondagem, apos
90 dias, foi menor que no grupo controle, apresentando também menor quantidade

de patégenos periodontais, dentre eles o Treponema denticola.



26

Uma outra aplicabilidade da TFD esta na area de implantodontia, em casos
de perimplantite, que é uma inflamacéo dos tecidos de suporte e circunjacentes ao
implante. Mang et al. (2016), avaliaram in vitro a eficacia da TFD sobre patégenos
de Fusobacterium nucleatum incubados em placas de titanio e prismas de germanio
e constatou uma reducéao significativa dependente da dose de energia utilizada, bem
como alteracdes morfoldgicas na estrutura de tais bactérias como mudancas na
integridade das células decorrentes dos efeitos do estresse oxidativo ocasionado
pela técnica.

A terapia fotodinAmica também tem sido estudada como método alternativo
para desinfeccdo de proteses removiveis, visto que as solugdes utilizadas
atualmente podem causar complicacbes como manchamento de superficie, irritacéo
da mucosa além de poder comprometer as propriedades mecanicas da protese
(KELLESARIAN et al., 2017).

Num estudo realizado por Mima et al. (2012), foi realizado ensaio clinico para
comparar a terapia empregada no tratamento de estomatite protética, que € o
emprego de pomada antifingica comparada ao uso da TFD. Neste ensaio clinico
randomizado, a eficacia clinica e micolégica da terapia fotodinamica foi avaliada. Os
pacientes foram distribuidos em dois grupos. Em um grupo foi realizado tratamento
tépico com nistatina (100.000 Ul) quatro vezes ao dia durante 15 dias e no grupo
TFD, a protese e o palato dos pacientes foram pulverizados com 500 mg / L de
Photogem® e apdés 30 min foram irradiados com luz LED, trés vezes por semana
durante 15 dias. As culturas micoldgicas foram tomadas no inicio do estudo (dia 0) e
no final do tratamento (dia 15) e nos intervalos de tempo de seguimento (dias 30, 60
e 90). As colbnias foram quantificadas e os grupos Nistatina e TFD apresentaram
taxas de sucesso clinico de 53% e 45%, respectivamente, mostrando resultados
estatisticamente semelhantes.

O uso da TFD na area endododntica também é bastante crescente. Santos
(2014) isolou e identificou em canais radiculares bactérias da espécie Enterococcus
faecalis e Enterococcus faecium, microrganismos que tém sido frequentemente
associados a infecgcbes endodbnticas recorrentes, e testaram, in vitro, a
sensibilidade desses microrganismos a terapia fotodinamica, obtendo um resultado
de redugcdo microbiana que variou de 95 a 99%, sendo que o fotossensibilizador

utilizado foi 0 azul de metileno associado ao laser de baixa intensidade.
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No pds-operatério cirdrgico das exodontias, poucos estudos avaliam a
aplicabilidade da TFD, tendo sido estudada, neste contexto, somente a associagao
do azul de metileno ao laser. Dentre esses estudos, podemos identificar o de
Vasconcelos (2014) que encontrou uma reducdo no numero de bactérias em
alvéolos po6s exodontias com a aplicacdo da TFD que associou 0 azul de metileno ao
laser, porém essa diferenca nédo foi significativa em relacdo ao grupo controle. E
temos também o trabalho de Neugebauer, Jozsa e Kubler (2004), que encontrou
uma incidéncia 13 vezes menor de alveolite em pacientes que fizeram a utilizacéo

da TFD pés exodontia.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a acdo antibacteriana da terapia fotodinamica por meio de duas
técnicas: a primeira que associa o azul de metileno ao Laser vermelho, e a segunda
que associa a curcumina ao LED azul, em alvéolos dentarios ap0s exodontias,

através de um ensaio clinico randomizado.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o potencial antibacteriano da técnica que associa o azul de metileno
ao laser vermelho, sobre bactérias presentes em alvéolos dentarios pés exodontias.

- Avaliar o potencial antimicrobiano da técnica que associa a curcumina ao
LED azul, sobre bactérias presentes em alvéolos pGs exodontias.

- Comparar o potencial de descontaminacao das duas técnicas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PARTICIPANTES DA PESQUISA

Trata-se de uma pesquisa de ensaio clinico paralelo com alocagéo
randdmica, que se realizou em parte no consultério odontologico da Unidade Béasica
de Saude da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), e, em parte, no Laboratoério
Especial de Microbiologia Aplicada (LEMA) daquela instituicdo. O estudo foi
realizado no periodo de agosto de 2017 a janeiro de 2018.

O presente trabalho seguiu as diretrizes do enunciado CONSORT para a
realizacdo de ensaios clinicos (MOHER; SCHULZ; ALTMAN, 2001). Teve aprovacao
do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amapé, sob o parecer
de numero 2.073.502 (Anexo A) e aprovagdo no Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos sob o numero RBR- 33dfy2. A selecéo dos participantes da pesquisa deu-se
por meio da avaliagcdo dos pacientes através de uma ficha de anamnese (Apéndice
A) com foco no historico dental e médico, com perguntas sobre a saude sistémica e
bucal, além do preenchimento de um questionério com informacdes gerais.

Todos o0s pacientes selecionados foram informados sobre a terapia
fotodinamica, sua aplicacao, indicacdes e da inexisténcia de efeitos colaterais. Aos
pacientes que concordaram em participar da pesquisa foi apresentado o “Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido” (Apéndice B) para que assinassem.

Participaram da pesquisa 20 pacientes cujos critérios de inclusdo e exclusao
estédo discriminados abaixo (Quadro 2). Todos os participantes foram examinados e
tratados no consultério odontolégico da Unidade Basica de Saude da UNIFAP,
passando previamente por uma consulta para realizacdo de profilaxia e raspagem
supragengival, antes da realizacdo da exodontia (Figura 7). Apds esta etapa 0s
participantes foram distribuidos de forma randdémica, através de sorteio em software

de estatistica (BioEstat 5.0), em dois grupos, conforme Quadro 3.
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Quadro 2 - Critérios de incluséo e excluséo dos participantes da pesquisa

Fatores de Inclusao

Fatores de Exclusao

Independente do género

Pacientes diabéticos

Pacientes maiores de 18 anos

Pacientes imunodeprimidos

Necessidade de realizacéo de 1 exodontia
cuja indicacao fosse decorrente de doenca
periodontal ou remoc¢ao de raizes residuais

Doengas sistémicas com
desenvolvimento de infec¢des locais

Assinar o termo de livre consentimento

Mulheres gravidas ou lactantes ou que
utilizem anticoncepcional

Amostras de paciente, cuja contagem de
UFC esteja entre 30-300

Pacientes que realizaram
antibioticoterapia nos ultimos 2 meses

Fonte: Autoria prépria.

Figura 7- Fluxograma da selecao dos participantes da pesquisa.
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Fonte: Adaptado de: http://www.consort-statement.org/flowdiagram.doc, acessado em 20 de fevereiro

de 2018.
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Quadro 3 - Distribuicdo dos pacientes conforme 0s grupos.

Grupo Técnicade TFD Amostra(n)
CUR+ LED Curcumina associada ao LED 10
AM+ LASER Azul de metileno associado ao Laser 10

Fonte: Autoria prépria.

O célculo do tamanho amostral foi realizado baseado na férmula proposta por
STURGES (1926), que é dada por:

k=1+3,322xlogn

Onde: k = numero de classes (estratos ou grupos); n = tamanho da amostra;

log = logaritmo de base 10.

A partir desta férmula, decorre que:

k-1
03,322

logn = =n=1

3,322

Nesse estudo a constante (k) € 4, pois a amostra é dividida em dois grupos
gue possuem dois momentos de observacao diferentes (antes e depois da aplicacéo
da TFD). A partir deste célculo inferimos que o niumero de elementos amostrais

minimos para o grupo e momento de observacao deve ser 8.

3.2 REALIZACAO DAS EXODONTIAS

Todos os procedimentos cirargicos foram realizados de forma padronizada
sob anestesia local de lidocaina 2% com epinefrina 1:100 000 e usando as técnicas
cirdrgicas odontoldgicas convencionais, com descolamento de tecido mole auxiliado
por um descolador de Molt, seguido de luxacdo do dente realizada com alavancas e
sua remocdo com auxilio de férceps (MILORO et al.,, 2016). Ap6s a remocéo do
dente, em cada alvéolo, foi realizada uma técnica de TFD.
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3.3 APLICACAO DA TERAPIA FOTODINAMICA

ApoOs a remocao do dente do interior do alvéolo, foi realizada a 12 coleta
microbiolégica com auxilio de um cone de papel estéril de taper 60 (Cone de papel
Meta Biomed Co Ltda, Cheongiu City, Coreia), que foi pesado previamente, a fim de
determinar o volume de sangue médio absorvido pelo mesmo. O mesmo foi inserido
no alvéolo durante 10 segundos, seguido da realizacdo da terapia fotodinamica.

Para o grupo AM+Laser, sob isolamento relativo, foi gotejado no alvéolo azul
de metileno (Chimiolux 5 - 0,005% - 5mg/L), que permaneceu por 5 minutos, o
chamado tempo de pré-irradiagéo, tempo necessario para que o FS penetre no alvo.
Em seguida, foi retirado o excesso para entdo proceder a irradiacdo com laser
vermelho (MM Optics - Sdo Carlos, Brasil), cujos parametros encontram-se nha
demonstrados na Tabela 1 e que foram experimentados previamente com a
finalidade de ativacdo da cascata de morte celular (BARCESSAT et al.,, 2013)
(Figura 8).

Figura 8 - Etapas da aplicacdo TFD AM+LASER

A) Realizacao da 12 coleta B) Gotejamento do azul de metileno C) Alvéolo preenchido com o corante
D) Irradiacdo do LED. Fonte: Autoria prépria.



Tabela 1 - Parametros da fonte de Luz laser
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Comprimento de onda— A - (nm) 660
Poténcia (mW) 40
Energia (J/ponto) 3,6
Densidade de energia (J/cm?) 90
Area do ponto (cm?) 0,04
Tempo por ponto (seq) 90
N° de irradiacdes 1
N° de pontos irradiados 1
Densidade de poténcia mW/cm? 1000

Fonte: Adaptado de Barcessat et al. 2013.

Para o grupo CUR+LED, a curcumina (PDT-Pharma) foi diluida em agua

destilada a uma concentracdo de 1,5 g/L, conforme padronizagcdo do fabricante.

Para entdo ser colocada sob a regido por 5 min, sendo removido o0 excesso, seguido

da aplicacdo de LED da cor azul (Figura 9), cujos parametros estao descritos abaixo

(Tabela 2) (SANTEZI et al., 2016).
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Figura 9 - Etapas da aplicacdo da TFD CUR+LED.

A) Realizagdo da 12 coleta B) Gotejamento da curcumina C) Irradiacdo do LED D) Realizacdo da 22
coleta. Fonte: Autoria propria.

Durante a realizacdo da terapia, tanto os profissionais quanto os pacientes

usaram o6culos de protecao especificos.
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Tabela 2 - Parametros da fonte de luz LED

Comprimento de onda — A (nm) 470 +/- 25
Poténcia(mW) 250
Meio ativo semicondutor InGaN
Densidade de energia (J/cm?) 45
Area do ponto (cm?) 0,5
Tempo por ponto (seq) 90

N° de irradiacdes 1

N° de pontos irradiados 1
Densidade de poténcia mW/cm? 1000

Fonte: Resultados da pesquisa

3.4 ANALISE MICROBIOLOGICA

Em cada paciente foram realizadas duas coletas microbioldgicas, a primeira
ocorreu logo apds a remocado do dente do alvéolo e a segunda apds a realizacdo da
TFD. Ambas foram realizadas com o auxilio de um cone de papel que foi inserido no
alvéolo por 10 segundos. Assim que removidos, os cones de papel foram inseridos
em microtubos cénicos plasticos esterilizados que continham 500uL de solucao
salina tamponada (PBS, pH 7,2), ambos previamente pesados, depois colocados no
gelo, para entdo serem encaminhados ao laboratério, num periodo maximo de 2
horas.

Cada um dos tubos foi identificado com numeros, referenciados pelo
pesquisador responsavel pela exodontia, que indicavam o paciente, a técnica
utilizada e o momento da coleta. Tal procedimento foi adotado com o intuito de
permitir 0 cegamento ao analista de dados. Os pesos de cada amostra também
foram aferidos antes e depois das coletas. Para todas as amostras foram adotados
0S mesmos principios metodoldgicos, antes e depois do tratamento, servindo a
amostra inicial (12 coleta microbiologica de cada técnica) como grupo controle. O

volume médio de sangue das amostras foi de 0,02 mL.
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3.4.1 Semeadura e Contagem de Bactérias

No laboratério, os tubos contendo os cones embebidos em sangue alveolar
foram pesados novamente, e homogeneizados em agitador tipo Vortex para facilitar
a dispersdo dos microrganismos. Imediatamente ap0s essa homogeneizagédo, foi
realizada uma diluicdo de 50 pL em 450 pL de solucao salina esterilizada agitados
posteriormente por 30 segundos. Essa diluicdo foi escolhida baseada em um estudo
piloto que demonstrou que nesta diluicdo a maioria das placas conteriam menos de
300 UFC. Tal limite foi estipulado devido a dificuldade de contagem das placas
contendo muitas UFC.

Com auxilio de uma pipeta calibrada, foram semeados 50 pL da solucdo em
meio &gar sangue para permitir o crescimento dos mais variados tipos de
microrganismos. Todos esses procedimentos foram realizados em uma cabine sob
fluxo laminar.

Subsequentemente, as placas foram codificadas e incubadas a 37°C em
estufa bacterioldgica, por 24 horas, para entdo ocorrer a contagem total de bactérias

de cada placa, com auxilio de lupa em contador sob luz emergente.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado a planilha eletrbnica MS-Excel, em sua versdo do MS-Office
2013, para a organizacao dos dados, e o0 pacote estatistico IBM SPSS (Statistical
Package for Social Sciences), em sua versao 23.0, para a obtenc¢éo dos resultados.
Verificou-se que os dados ndo eram paramétricos, por isso foi utilizado o Teste dos
Postos Sinalizados de Wilcoxon, para a verificacdo de diferencas entre os diferentes
momentos de observacao de cada técnica. E o teste de Mann-Whitney para analisar
a ocorréncia de diferentes médias de reducdo, sendo adotado o nivel de

significancia de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DA TFD MEDIADA POR CURCUMINA E LED
AZUL

Os resultados mostram diferencas significativas entre as amostras antes e
apos a aplicacédo da TFD que associou a curcumina ao LED (Figura 10). Na Figura
11, podemos observar a reducdo efetiva no numero de UFC de cada alvéolo. Na
Tabela 04, encontramos a analise descritiva dos dados, bem como o valor de p
(0,005) que demonstra haver diferenca estatisticamente significante entre o nimero

de UFC nos dois momentos de observacao.

Figura 10 - Unidades formadoras de col6nias cultivadas em Agar-sangue do grupo

CUR+LED antes a ap0s aplicacdo da TFD.

A) Amostra de placa com UFC antes da realizacdo da TFD (CUR+LED) B) Amostra de placa com
UFC ap0s realizacdo da TFD (CUR+LED) de um mesmo paciente. Fonte: Resultados da pesquisa.
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Figura 11 - Grafico com Numero de UFC por ml, antes e ap0s a realizacdo da
técnica que associou curcumina com LED.
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Fonte: Resultados da pesquisa.

Tabela 3 - Tabela descritiva dos dados coletados antes e apés a aplicacdo da
Técnica de TFD para o grupo CUR-LED.

Momento de Observacéao Antes Depois
N 10 10
Média(UFC/ml) 153,00 43,80
Desvio- padrao(UFC/mlI) 68,73 26,62
Minimo(UFC/mlI) 63,00 11,00
Maximo(UFC/ml) 257,00 85,00
Percentil 25(UFC/ml) 90,75 16,50
Mediana(UFC/ml) 155,00 44,00
Percentil 75(UFC/ml) 207,25 72,00
% Médio de Reducdo 69,00
Teste de Wilcoxon-Sig. 0,005
()

Fonte: Resultados da pesquisa.

A terapia fotodindmica que associa a curcumina ao LED foi eficaz na reducéo
do numero de bactérias totais. Seus percentuais de reducdo se assemelham ao
estudo realizado por Araujo et al. (2012b), que encontraram uma reducdo média de
68,3% de bactérias totais em um estudo que avaliou a utilizacdo da curcumina
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associada ao LED na reducdo de patdgenos orais presentes na saliva. Na
concentracdo de 1,5g/L de curcumina ativada por LED azul (5,7 J/cm?) utilizada no
seu estudo, foi observada uma reducdo de 99,99% em cepas padréao isoladas de
Streptococcus mutans e apenas 37,6% para Lactobacillus acidophilus,

Paschoal et al. (2013) também demonstraram uma reducdo microbiana
moderada (60,66% e 71,07%) associando a curcumina ao LED, utilizando doses de
48 Jicm? e 72J/cm?. Tonon et al. (2015) encontrou valores acima de 70% na reducéo
de estirpes utilizando como fotossensibilizador a curcumina. No estudo referido,
foram utilizadas variadas fluéncias, sendo a mais eficaz a de 48J/cm? a mesma
escolhida para esta pesquisa.

Essa superioridade no efeito de reducédo, quando comparada aos percentuais
encontrados no presente ensaio, pode ter ocorrido em funcdo das cepas serem
laboratoriais, que, conforme estudos anteriores, apresentam maior eficacia de
descontaminacdo quando comparadas a bactérias isoladas clinicamente ou
presentes em biofilmes orais (ARAUJO et al., 2012a).

E importante ressaltar que a concentracdo de curcumina utilizada neste
estudo foi baixa (1,5 g/L), mas ainda assim, quando ativada, foi capaz de exercer
efeitos fototdxicos, sem causar danos aos tecidos orais, corroborando com o0s
estudos de Araujo et al. (2012b) e Theodoro et al. (2017b). Santezi et al., 2016,
numa concentracdo mais elevada de curcumina (3,0g/L) associada a luz LED azul,
observaram uma reducao significativa no nimero de bactérias presentes na saliva,
obtendo resultados de reducdo semelhante estatisticamente ao uso do enxaguatério
de clorexidina por 1 minuto.

A escolha do LED azul para ativar este FS se deu tanto pelo fato dele possuir
uma banda de emissdo que abrange o pico de absorcdo da curcumina, quanto ao
fato de facilmente encontrarmos este aparelho nos consultérios odontolégicos, fator
este que pode contribuir para uma maior adesdo dos cirurgides dentistas para
aplicacao dessa terapia adicional de desinfeccao (ALVES, 2011).

A luz LED azul possui menor profundidade de penetracdo, se comparada ao
Laser vermelho, apresentando maior dispersao e absorcao por biomoléculas. Essa
qguestdo, entretanto, nao caracteriza desvantagem no contexto de alvéolos
cirrgicos: a baixa penetracdo, com atuacdo apenas local, contribui para que a
técnica de TFD possua apenas uma acgdo superficial, indicando seu uso topico em

lesBes cutaneas e orais, como € o caso das exodontias (HEGGE et al., 2012).
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4.2 POTENCIAL ANTIMICROBIANO DA TFD MEDIADA POR AZUL DE METILENO
E LASER VERMELHO

No grupo que associou o0 azul de metileno ao Laser vermelho, também se
notou uma reducdo significante no numero de UFC por ml (Figura 12), onde na
Figura 13 notamos a diferenca entre o antes e depois de cada alvéolo e na Tabela 4

encontramos a analise descritiva dos dados deste grupo.

Figura 12 - Unidades formadoras de col6nias cultivadas em Agar-sangue do grupo
AM+LASER antes a apos aplicacdo da TFD.

A) Amostra de placa com UFC antes da realizacdo da TFD (AM+LASER) B) Amostra de placa com
UFC apds realizacao da TFD (AM+LASER) de um mesmo paciente. Fonte: Resultados da pesquisa
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Figura 13 - Gréfico com numero de UFC por ml, antes e apoés a realizacéo da
técnica que associou azul de metileno ao Laser.
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Tabela 4 - Tabela descritiva dos dados coletados antes e apés a aplicagéo da
Técnica de TFD para o grupo AM-LASER.

Momento de Observacéao Antes Depois
n 10 10
Média(UFC/ml) 151,80 59,40
Desvio- padrao(UFC/ml) 78,57 59,41
Minimo(UFC/ml) 40,00 2,00
Maximo (UFC/ml) 289,00 195,00
Percentil 25(UFC/ml) 86,00 20,75
Mediana(UFC/ml) 152,50 33,00
Percentil 75(UFC/ml) 205,75 88,25

% Médio de Reducéao
Teste de Wilcoxon-Sig. (p)

66,99
0,005

Fonte: Resultados da pesquisa.

Usacheva, Teichert e Biel (2001), por exemplo, avaliaram o efeito do azul de

metileno na redugcdo bacteriana de Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Enterococcus faecalis, Hemophilus influenzae, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. As concentracdes do FS (0,32 a 64 g/mL), juntamente
com a irradiagdo no comprimento de onda 630 nm nas doses de luz de 10 a 60
Jlcm? mostraram que o azul de metileno foi eficiente na reducéo destas espécies,

sendo minima a sua toxicidade no escuro.
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Fontana et al. (2009), com o mesmo tipo de associagdo, encontraram uma
reducdo de 63% das bactérias em suspensdo planctbnica, e apenas 32% de
reducdo de bactérias nos biofilmes, o que denota mais uma vez a superioridade da
TFD em cepas laboratoriais quando comparada a bactérias oriundas de amostras
clinicas.

Araujo et al. (2009), encontraram percentuais de reducao de 73% de bactérias
da espécie Streptococcus mutans, em suspensdo, na associacdo do azul de
metileno com uma concentracao de 25 mg/L com o laser vermelho, numa densidade
de poténcia de 60J/cm?, e ao utilizar uma concentracéo de FS de 5 mg/L, a mesma
utilizada no nosso estudo, a reducdo foi de apenas 48%. J4 Chan e Lai (2003)
encontraram uma reducdo de 95% das suspensfes de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Fusobacterium nucleatum e de 99-100% nas culturas de
Streptococcus sanguinis, porém a técnica de TFD aplicada associou o azul de
metileno ao laser de diodo com uma densidade de energia de 21 J/cm?, uma dose 3
vezes menor do que a utilizada neste ensaio, demonstrando que a padronizacéo de
parametros de fonte de ativacdo e de FS continua sendo um dos maiores desafios
deste tipo de estudo. Contudo apresenta-se aqui o0 teste de duas propostas
paramétricas eficazes na descontaminagéo alveolar.

A escolha pelo fotossensibilizador azul de metileno se deu pelo fato de ja ser
utiizado ha mais de um século, sendo bastante utilizado em diversos estudos
clinicos, além de apresentar toxicidade, em seres humanos, relativamente baixa
(FELDMAN, 2009).

4.3 COMPARACAO DO POTENCIAL DE DESCONTAMINACAO DAS DUAS
TECNICAS.

A média do percentual de reducdo de ambos os grupos foi semelhante
estatisticamente, como pode ser observado na Tabela 5, 0 que demonstra que as

duas técnicas apresentaram a mesma eficiéncia de descontaminacao.
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Tabela 5 - Dados descritivos das médias de reducéo dos dois grupos.

REDUCAO

Grupo CUR-LED AM-LASER TOTAL
N 10 10 20
Média 69,00% 66,99% 68,00%
Desvio-padréo 16,87% 20,12% 18,10%
Minimo 42,03% 32,53% 32,53%
Maximo 94,16% 96,06% 96,06%
Percentil 25 55,07% 54,68% 55,39%
Percentil 50 (Mediana) 71,02% 62,95% 66,54%
Percentil 75 82,84% 86,05% 82,51%
teste de Mann-Whitney - 0,940

p=0,05

Fonte: Resultados da pesquisa.

A variabilidade no percentual de reducdo entre os varios estudos
mencionados pode ser justificada pelo tipo de ensaio realizado. Estudos que utilizam
cepas laboratoriais tendem ser mais sensiveis a TFD do que cepas oriundas de
amostras clinicas, pois quanto maior a quantidade de espécies, maior é a
possibilidade de intercambio entre os microrganismos (PANHOCA et al., 2016,
TONON et al., 2015; FONTANA et al., 2009).

Outra justificativa para a diferenca desses percentuais de reducdo estd na
concentracdo do fotossensibilizador, tempo de pré-irradiacdo, nas espécies de
microrganismos avaliados, bem como a fonte de luz e densidade de poténcia
utilizados, pois, como ja foi mencionado em outros estudos, a alteracdo desses
parametros pode aumentar ou diminuir a eficiéncia da TFD (ARAUJO et al., 2012a;
PANHOCA et al., 2016; VASCONCELOS, 2014).

Observou-se também que o percentual de reducéo entre cada paciente variou
bastante. Isso pode ser justificado pelo fato de que a composicao bacteriana pode
variar consideravelmente entre regifes anatdmicas e entre individuos (PANHOCA et
al., 2016). Outra justificativa para a variabilidade no percentual de reducao entre os
pacientes pode ter ocorrido devido a essa microbiota variavel presente em cada
alvéolo, pois como ja se sabe, a TFD apresenta diferentes resultados sobre

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Essa diferenca se da devido a estrutura
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quimica das paredes celulares, que nas bactérias Gram-positivas sdo mais
permeaveis a moléculas pequenas e hidrofébicas, enquanto que as bactérias Gram-
negativas apresentam uma membrana externa com duas camadas lipidicas que
funcionam com uma barreira a mais para penetracdo do FS (TONON et al., 2015;
TAVARES et al., 2017).

O uso do FS de curcumina apresenta como vantagem aos FSs de fenotiazina
nado possuir a capacidade de corar mucosa, superficies dentarias ou resina
(SANTEZI et al.,, 2016). Apresenta uma faixa de absorcdo bastante ampla (300-
500nm) com pico entre 430-435nm, a faixa de luz emitida pelo LED azul conforme
Sharma et al. (2010).

E importante ressaltar que ndo existe um protocolo definido em cirurgia oral
para ser realizado no alvéolo pds exodontia, sendo o uso de solucéo fisioldgica e
curetagem o mais realizado clinicamente. Porém, lembramos que tal solucdo néo
possui efeito bactericida, logo, o estudo de tecnologias para descontaminacdo da
loja alveolar sdo muito importantes, pois podem viabilizar a instalacdo de implantes
imediatos em alvéolos antes contra indicados, bem como contribuir para uma menor
ocorréncia de alveolite cuja origem seja bacteriana.

Novos estudos devem ser realizados alterando-se os parametros, em
especial o tempo de pré-irradiacdo e a densidade de energia, além da concentracéo
do FS, buscando uma maior eficiéncia. Ressaltando que altas concentracdes de FS
podem levar ao fenbmeno chamado de extingdo Optica, no qual o excesso de
corante bloquearia a luz que atingiria as bactérias (PASCHOAL et al., 2013).

A TFD se disp6e como uma técnica de facil aplicacdo, que apresenta baixo
custo, pois sdo equipamentos que estdo presentes no consultério odontoldgico, bem
como possibilita a utilizacdo de FSs de baixo custo. Tem a vantagem de possuir uma
acao restrita ao seu local de aplicacdo, ndo promovendo efeitos citotoxicos ou
térmicos na loja cirdrgica, e sem efeitos sistémicos, ao contrario dos antibidticos,
com o beneficio de n&do ocasionar resisténcia bacteriana. Todas essas
caracteristicas, além do alto potencial descontaminante in vivo demonstrado neste
ensaio, tornam a terapia fotodinamica uma ferramenta terapéutica complementar
viavel e eficaz para descontaminacdo de alvéolos pos exodontias (ALVES, 2011,
THEODORO et al., 2015).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Através deste ensaio clinico randomizado, pode se concluir que técnica de
TFD que associou 0 azul de metileno ao Laser vermelho apresentou uma reducao
média no numero de UFC de 66,99%. Ja a técnica de TFD que associou a
curcumina ao LED azul apresentou uma reducdo média no numero de UFC de
69,00%.

Ambas as técnicas apresentaram percentual de reducdo semelhante
estatisticamente, apresentando o mesmo potencial descontaminante em alvéolos
pés exodontia.

Seria de grande importancia a realizacdo de trabalhos futuros verificando
novos parametros de uso para a exodontia, buscando, dessa forma, uma maior
eficiéncia, bem como realizar uma andlise da aplicacdo da TFD sobre o processo de
reparo e cicatrizacdo, além da identificacdo de quais cepas foram resistentes a TFD.
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APENDICE-A
FICHA DE ANAMNESE
Data_ [/ |/

Dados Pessoais
Nome:
Data de nascimento: Sexo:F( ) M()
Endereco: ne:
Bairro: Estado:
Telefone:
Profissao :

Historico Médico

Sofre de alguma doenga? ( ) N&o ( )Sim. Se sim, qual?
E diabético? ( ) N&o ( )Sim. Se sim, a quanto tempo?
Demora para cicatrizar? ( ) Néo ( )Sim
Toma algum medicamento ( ) N&o ( )Sim. Se sim, qual?
regularmente?
Apresenta alguma alergia? ( ) N&o ( )Sim. Se sim, qual?
E fumante? ( ) Néo ( )Sim. Tempo e quantidade por dia:
Gengiva sangra com facilidade? ( ) Néo ( )Sim.

Histérico Dental

Qual o motivo para a realizacdo de | () Indicacdo Ortoddntica ( ) Doenca periodontal

exodontia? () Impossibilidade de recuperacdo do dente ( )Outros

Jé realizou tratamento periodontal? | ( ) N&o ( )Sim

Ja teve orientacdo de higiene bucal? | ( ) N&o ( )Sim

Quantas vezes escova por dia? ( ) Néo ( )Sim

Realiza bochechos? ( ) Néo ( )Sim

Declaro que os itens acima foram explicados e que ndo tenho nenhuma ddvida sobre estes e

assino minha concordancia.
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APENDICE-B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

As informagOes contidas neste, foram fornecidas pelos Profa. Dra. Ana Rita Pinheiro
Barcessat e pela mestranda Camila Santa Rosa Nunes, objetivando firmar acordo por escrito,
mediante o qual, o paciente voluntario autoriza a participacdao, com pleno conhecimento da natureza
dos procedimentos e riscos a que se submeterd, com capacidade de livre arbitrio e sem qualquer
coagao.

1.Titulo da pesquisa
‘Avaliacdo da efetividade da terapia fotodinamica utilizando diferentes técnicas no processo
de reparo pds-exodontias’.

2.0bjetivo Principal
Comparar e verificar o efeito da TFD mediada pelo azul de metileno e pela circuma apés a
realizacdo de exodontias.

3.Justificativa
Promover uma melhor condi¢do de cicatrizacdo que ira favorecer o pds-operatério.

4.Procedimento

Inicialmente deve-se responder a uma anamnese, para avaliacdo clinica, com enfoque
guando: histdrico dental e médico; salude sistémica e bucal; uso de medicacdo regular ou durante a
pesquisa. Como critério de exclusdo: doencgas sistémicas com desenvolvimento de infec¢des locais,
pacientes que tomaram antibidtico nos ultimos seis meses, pacientes diabéticos ou
imunodeprimidos,

Cirurgia de exodontia: A cirurgia sera realizada em consultdrio odontolégico com anestesia
local. Andlise das bactérias: Serdo feitas duas coletas na regidao do alvéolo, uma apds a remogao do
dente e outra apds a aplicagdo da TFD. Para coletar as bactérias, é utilizado um cone de papel, que
serd colocado sobre a regido durante 10 segundos. Apds este tempo, o cone de papel serd removido
e levado para analise no laboratdrio para quantificagdo das bactérias.

Aplicagao do TFD: serd realizada sem apresentar qualquer desconforto para o paciente no dia
da cirurgia. Inicialmente serd gotejado o fotossensibilizador sobre a regido e permanecera por 5
minutos, sendo retirado o excesso logo em seguida, para entdo proceder a irradiagdo com laser
vermelho em um ponto durante 90 segundos cada aplicagao. O corante serd removido com irrigagao
de soro fisioldgico estéril.

5. Riscos e beneficios

A pesquisa apresenta como risco os pertinentes a uma cirurgia oral menor, que serdao
devidamente controlados seguindo as recomendagGes pods-cirurgicas explicadas pelo profissional
responsavel.

Como beneficio o paciente terd a remoc¢do do dente indicado para a exodontia, além dos
beneficios apresentado pela TFD, como a reducédo do nimero de bactérias, sem promover resisténcia
bacteriana, e a possivel melhora no quadro de dor pds-operatéria.

6. Informacgoes adicionais

O voluntdrio tem a garantia de que receberd resposta a qualquer pergunta e esclarecimento
de duvidas sobre os procedimentos, riscos, beneficios, etc., relacionados a pesquisa. Os
pesquisadores anteriormente citados assumem o compromisso de proporcionar informagoes
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atualizadas obtidas durante o estudo, ainda que essas possam afetar a vontade do voluntario em
continuar participando do trabalho. A ndo identificagdo do voluntario na publicagdo do trabalho serd
totalmente respeitada, caso ele assim o deseje.

Se houver duvidas sobre a ética da pesquisa entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Amapa (Rod. Juscelino Kubitschek, KM-02 Jardim Marco Zero
Macapda — AP CEP 68.903-419. Centro Integrado de Pesquisa da Amaz6nia — Unifap).

7. Obrigagoes

Cooperacao e sinceridade para que os dados obtidos ndo comprometam os resultados da
pesquisa, dentro da proposta de trabalho elaborada. Qualquer tratamento médico/odontoldgico que
o paciente realize ou venha a realizar devera ser notificado ao pesquisador, para que este possa
avaliar uma possivel influéncia nos dados da pesquisa. Os resultados do estudo ndo sao apenas de
responsabilidade dos pesquisadores, mas de todos os envolvidos no trabalho.

8. Retirada do Consentimento

Durante qualquer etapa do projeto de pesquisa o participante tem o direito de desistir, ndo
sofrendo nenhuma penalizagdo, nem sendo interrompidos os procedimentos necessarios para o
término do seu tratamento.

9. Consentimento

Eu, , certifico que, tendo lido as
informacGes prévias e tendo sido suficiente esclarecido pela Mestranda Camila Santa Rosa Nunes,
sobre todos os itens, estou plenamente de acordo com a realizacdo da pesquisa.

Nome legivel

Assinatura R.G.

Macapa, de de 2017.
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PARECER CONSUESTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: E studo da Terapia fotodinamica PDT na cicatrizag8o e reparo de lesdes ulcerativas:
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Pesquisador: Lna Rita Pinheiro Barcessat

Area Tematica:

Versio: 6

CAAE: 451357515.0.0000.0003

Instituigdo Proponente: FUNDACAD UMINVERSID ADE FEDERAL DO &M AP &

Patrocinador Principal: Financiam ento P raprio

DADOS DO PARECER

Hidmero do Parecer: 20733502

Apresentag do do Projeto:

Atendeu as recomendacies gue o colegiado do CEP solicitou.
Objetivo da Pesquisa:

Atendeu as recomendsgies que o colegiado do CEP solicitou.

Avaliagdo dos Rist os e Beneficios:
Atendeu as recomendacies gue o colegiado do CEP solicitou.

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

Atendew as recomendacies que o colegiado do CEP solicitou.

Considerag des sobre 05 Tenrmos de apresentacio obrigatoria:

Atendeu as recomendsgies gue o colegiado do CEP solicitou.

Recomendagies:

Aterndew az recomendacies que o colegiado do CEP solicitou.

Conclusiies ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Atendeu as recomendacies gue o colegiado do CEP solicitou.

Considerag bes Finais a critério do CEP:

Enderega:  Rodowa Jusceling Kubistcheck de Qliveira - Km.02

Bairro:  Baime Universidade CEF: f8.002-280
UF: &P Mumicipic:  MACAPA
Telefore: G K009-2505 Fax:  (96)009-2804 E-mail:  cep {@unifap br

PAgra0ide 02

55

DA



UMINVERSIDADE FEDERAL DO C

AMAPA - UNIFAP

Contiinagdodo Panecer: 2 I 3502

E ste parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

~>

o

Tipo Documenta Ao Postagem Autar Situagio
Informagies Basicas [PE_IMFORMACOES _BASIC A5 661301 04052017 Aceito
do Projeta E1.pdf 22:56:57
Cronograma novocronogram 201 72018 docx 044052017 [Ana Rita Pinheiro Aceito

22:22:02 |Barcessat
TCLE ! Termosde  |NOWOTCLE corrigico.docx 11042017 [Ana Rita Pinheiro Aceito
Aszzentimento f 23:44:M Barcessat
Justificativa de
A sEncia
Folha de Rosto FF pdf 13012017 [Ana Rita Pinheiro Aceito
12:55:44 |Barcessat
Projeto Detalhado /' |nova_emenda_projeto_PDT_plataforma | 100012017 [ Ana Rita Finheiro Aceito
Brochura _Brazildoc 01:36:07 Barce zsat
Investigador
Declaragio de Colarez_anuénda.jpg 2200452015 Areito
Instituicio e 15:59:04
Infraestrutura
Declaracan de FE AP _anuéncia jpo 220452015 Argito
Instituigao e 15:58:26
Iofra estruture

Situag do do Parecer:
Aprovado

H ecessita Apreciagdo da COMEP:
M &0

MACAP A 19 de Maiode 2017

As=inado pon

Anneli Mercedes Celis de Cardenas

(Coordenador)

Enderego:  Rodowa Jusceling Kubistcheck de Oliveira - Kmo02

Bairro:  Baimo Universidade CEP: 3902250
UF: AP Municipio:  MACAPA
Telefore: o6 @O09-2805 Fax: (QEM009-2504 E-rivail:

cap [Eunifap br

Figra@R@de 02

56



