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RESUMO

Halitose é o termo utilizado para designar um odor desagradavel que emana da
cavidade oral ou respiragdo. Sua origem principal € intraoral, sendo 51% dos casos
relacionados a presenca da saburra lingual, resultado da degradagédo de substratos
organicos por bactérias anaerobicas e pela producdo de compostos sulfurosos volateis
(CVS). Acredita-se que a fonte primaria de exalacao destes compostos seja na parte
posterior da lingua. O tratamento convencional da halitose consiste na remocgéo
guimica e mecénica dos microorganismos com enxaguatérios e raspadores, porém
existe muita divergéncia nos estudos sobre a efetividade desses métodos. A terapia
fotodinAmica antimicrobiana (aPDT) envolve a utilizacdo de um corante e uma fonte de
luz num comprimento de onda especifico que apresenta uma acéo antimicrobiana. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito clinico e microbiolégico da terapia
fotodinAmica para o tratamento da halitose em adolescentes. 46 adolescentes de 12 a
19 anos foram divididos aleatoriamente em trés grupos: Grupo 1 tratamento com
terapia fotodindmica, grupo 2 com raspador lingual e grupo 3 associagcbes dos
tratamentos. A avaliacdo clinica da halitose foi feita por meio de cromatografia gasosa
e a analise microbiologica por contagem de unidades formadoras de col6nia por ml
(UFC/ml). Foram empregados os testes Kruskal-Wallis para comparacédo seguido do
teste Student-Newman-Keuls. Para a verificagdo das unidades formadoras de coldnia
por ml (UFC/ml) apds o tratamento foi utilizado o teste ANOVA. Para todas as andlises
foi considerado um nivel de significancia de a=0,05. Apos o tratamento houve reducéo
estatisticamente significante para todos os grupos (p < 0,001), contudo a associacao
da terapia fotodindmica ao raspador lingual mostrou ser mais eficiente na reducéo total
de sulfidretos (mediana=0). Microbiol6gicamente foi possivel observar diferenca
estatisticamente significante apds o tratamento entre o grupo PDT e o grupo raspador
(p< 0,001)). Esse estudo traz uma nova opcdo de tratamento para halitose em
adolescentes com efeito imediato sem agressdo mecéanica as papilas linguais comuns

ao tratamento convencional.

Projeto FAPESP: n° 2013/13032-8
Clinical Trials: NCT02007993.

PALAVRAS CHAVE: Halitose, Terapia fotodinamica, Adolescentes, laser, lingua.



ABSTRACT

Halitosis is the term used to describe an unpleasant odor that emanates from the oral cavity or
breath. It main cause is in the oral cavity, being 51% of cases related to the presence of
tongue coating, resulting from the degradation of organic substrates for anaerobic bacteria
and the production of volatile sulfur compounds (VSC). It is believed that the primary source of
exhalation of these compounds is in the back of the tongue. The conventional treatment of
halitosis is the chemical and mechanical removal of microorganisms with rinses and scrapers,
but there is much disagreement in studies on the effectiveness of these methods.
Photodynamic therapy involves the use of a dye and a light source of a specific wavelength
which has an antimicrobial action. The objective of this study was to evaluate the clinical and
microbiological effect of photodynamic therapy for the treatment of halitosis in adolescents
between 12 and 19 years. 46 adolescents were randomly divided into three groups: Group 1
treatment with photodynamic therapy, group 2 with tongue scraper and group 3 associations
of treatments. Clinical evaluation of halitosis were made by means of gas chromatography
and microbiological testing by counting colony forming units per ml (CFU / ml). It was used the
Kruskal-Wallis tests for comparison followed by the Student-Newman-Keuls test. To check
colony forming units per ml (CFU / ml) before and after treatment the ANOVA test were used.
For all analyzes were considered a level significance of a = 0.05. After treatment there was a
statistically significant decrease in all groups (p <0.001), but the combination of photodynamic
therapy to the tongue scraper proved more effective at all hydrates of sulfur reduction (median
= 0). Microbiologically it was observed a statistically significant difference before the treatment
for the groups 1 and 2 (p<0,001). This study provides a new treatment option for halitosis in
adolescents with immediate effect without mechanical aggression common in lingual papillae

when the conventional treatment is used.

Projeto FAPESP: n° 2013/13032-8
Clinical Trials: NCT02007993.

KEY WORDS: Halitosis, Photodynamic Therapy, Adolescents, Tongue, laser.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Do ponto de vista etimoldgico, a palavra halitose tem origem no latim halitus,
gue significa "ar expirado”, e no grego osis, que significa "doenca ou condicdo
anormal”. Portanto podemos considerar que a halitose ou mau halito € a
exalacdo de um odor desagradavel da cavidade oral e respiracdo (SEEMANN
et al.,2014). Acredita-se, que no mundo aproximadamente 25% da populacdo &
afetada por esse problema, porém existe uma dificuldade em definir esses
dados devido a falta de padronizacdo dos métodos de diagndstico e conducgéo
dos estudos em diferentes paises (BOLLEN; BEIKLER, 2012).

Na maioria dos casos (80-90%) tem uma origem intraoral, resultado da
degradacdo de substratos organicos por bactérias anaerébicas e pela producéo
de compostos sulfurosos volateis (CVS) (TONZETICH et al.,1977; DELANGHE
et al.,1997). Pode também ter origem extraoral como problemas
otorrinolaringoldgicos, gastrointestinais, doencas sistémicas, desordens
metabdlicas e carcinomas (DELANGHE et al.,1997; QUIRYNEN et al.,2009).

Dentro dos casos relacionados a cavidade oral podemos citar os de origem da
saburra lingual (51%), periodontal (13%), ou combinacdo de ambos (22%),e o
restante a pobre higiene oral, alteragbes salivares (mudanca do pH e
hiposialia), entre outras causas (estomatite, neoplasia intraoral, necrose pulpar,
pés extracdo) (AMIR; SHIMONOV; ROSENBERG, 1999; BOLLEN; BEIKLER,
2012; DAL RIO et al., 2006; MAROCCHIO; CONCEICAO; TARZIA, 2009;
QUIRYNEN, 2009).

Acredita-se que a fonte primaria de exalacdo dos CSV esteja na parte posterior
de lingua e que estes gases sdo emitidos principalmente por bactérias
anaerobicas gram-negativas (Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia, Bacterioides loescheii,
Enterobacteriaceae, Tannerella forsythensis, Centipeda periodontii, Eikenella
coorodens) (LIU; ZHU; HUANG, 2009; SALAKO; PHILIP, 2011)
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Os CSV produzidos pelo metabolismo dessas bactérias s&o: sulfeto de
hidrogénio (SH2) — encontrados em dorso de lingua , metilmercaptanas
(CH3SH) — presentes na doenca periodontal e o dimetilsulfeto (CHsSCH3) de
origem extraoral, e a concentragcdo dos mesmos pode ser utilizada como um
indicador de halitose (CALIL; MARCONDES, 2006; SPRINGFIELD et al., 2001;
TANGERMAN; WINKEL, 2008; TOLENTINO; CHINELLATO; TARZIA, 2011).

O diagndstico de halitose pode ser realizado de duas maneiras: de uma forma
subjetiva conhecida como método organoléptico e objetivamente através de
monitores de sulfeto ou por cromatografia gasosa (KARA; TEZEL; ORBAK,
2006; KARA et al., 2008).

No método organoléptico um avaliador treinado e calibrado € posicionado a
uma distancia de 10cm do avaliado que deve nesse momento respirar
normalmente e contar até 10. O resultado dessa avaliacdo é determinado por
uma escala denominada Escala de Rosenberg quantificada de acordo com o ar
expirado pelo olfato do julgador. Onde O representa auséncia de odor, 1 odor
dificilmente detectado, 2 odor leve, 3 odor moderado, 4 odor forte, 5 odor
extremamente forte. (BOLLEN; BEIKLER, 2012; ROSENBERG; MCCULLOCH,
1992).E um método de facil execucdo e que ndo requer aparatos externos,
porém depende muito da calibracdo do avaliador (VANDERCKHOVE et al.,
2009).

Os métodos objetivos mais utilizados sdo: os monitores de sulfeto, como o
Halimeter (Interscan Corporation, Chatsworth, CA, USA) (DONALDSON et al.,
2007; ROSENBERG; MCCULLOCH, 1992; ROSENBERG, 1990) que
determina a quantidade total de CSV, e que um valor acima de 80 ppb (partes
por bilhdo) determina presenca de halitose. Porém esse equipamento ndo é
sensivel ao dimetilsulfeto e ndo diferencia a origem ou tipo de CSV. E a
cromatografia gasosa, como o OralChroma ™ (Abilit Corporation, Miyamae-KU
Kawasaki-shi, Kanagawa, Japan), em que € possivel a mensuracgéo individual
dos trés tipos de CSV, permitindo avaliar a intensidade e origem (BOLLEN;
BEIKLER, 2012; SALAKO; PHILIP, 2011; TANGERMAN; WINKEL, 2008).

Na literatura, foi encontrado somente um estudo de prevaléncia de halitose em
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adolescentes coreanos, onde foram avaliados 359.263 participantes e destes
23,6% apresentavam halitose (KIM et al., 2015). Semelhante com a prevaléncia
em pacientes adultos.

A halitose em adolescentes tem algumas caracteristicas distintas quando
comparada com adultos, por exemplo, algumas doencas comuns em adultos
que podem causar halitose como diabetes, doenca renal e hepatica, sdo mais
dificeis de encontrar em adolescentes quando comparadas as suas
prevaléncias de acordo com a faixa etaria. Também podemos relacionar ao
diferente estilo de vida e circunstancias do meio ambiente que pode afetar o
hélito como por exemplo, a quantidade de ingestdo de “junk food”, e a pouca
preocupacdo com os habitos de higiene oral. (KIM et al.,, 2015; PADILHA,
2006)

A halitose pode modificar o convivio social dos adolescentes prejudicando sua
autoimagem. O adolescente tem a necessidade de ser aceito pelo grupo e em
circulos de amizade. A aceitacdo social estd relacionada a aparéncia, a
habilidade de falar claramente e a auséncia de halitose. Adolescentes que
sofrem de halitose acabam criando uma barreira para a socializacdo
(PADILHA, 2006).

Considerando os fatos acima citados e os poucos estudos de halitose com
adolescentes, foi definido que os adolescentes seriam o publico ideal para
fazer parte deste estudo, baseado no fato de que € uma época em que

ocorrem varias transformacdes e descobertas.

1.1 Tratamento

Atualmente o tratamento convencional da halitose quando relacionado a
alteracbes orais consiste na reducdo quimica dos microrganismos com
enxaguatorios (clorexidina 0,2%, Oleos essenciais, triclosan e agua oxigenada),
reducdo mecénica dos nutrientes intraorais com raspador ou escova lingual,
mascaramento do odor (gomas de mascar, tabletes de menta e spray) e
transformacdo do CSV (Zinco associado a clorexidina) (BOLLEN; BEIKLER,
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2012; QUIRYNEN; MONGARDINI; VAN STEENBERGHE, 1998; QUIRYNEN et
al., 2004; RAANGS; WINKEL; VAN WINKELHOFF, 2013; SAAD; GREENMAN;
SHAW, 2011; SAAD; HEWETT; GREENMAN, 2012; TOLENTINO;
CHINELLATO; TARZIA, 2011). Por outro lado a reducdo da carga bacteriana é
dificultada devido as caracteristicas irregulares da superficie do dorso lingual,
revestido por numerosas papilas (COLLINS L; DAWES, 1987; QUIRYNEN;
MONGARDINI; VAN STEENBERGHE, 1998; QUIRYNEN et al., 2004).

De dez anos para hoje foram encontradas na literatura 5 revisdes sistematicas
(RS) (consideradas o mais alto nivel de evidéncia cientifica) sobre o tratamento
da halitose.

Em 2006, Outhouse et al., buscaram estudos que comparassem o0 raspador
lingual e a limpeza da lingua com outros métodos para o controle da halitose,
encontraram somente 2 ensaios clinicos elegiveis e os resultados indicaram
uma pequena, mas estatisticamente significante diferenca na reducdo dos
niveis de CSV, quando raspadores e outros produtos de limpeza de lingua
eram utilizados quando comparados a escovacao sozinha.

Em 2010, Van et al., realizaram uma RS com o objetivo de comparar a limpeza
mecanica com a nao mecanica de lingua, foram encontradas 5 publicacdes
elegiveis e concluiram que a limpeza mecéanica da lingua seja com o raspador
ou com a escova promoveu uma diminuicdo do mal odor e saburra lingual.
Porém, esses dados foram insuficientes quando para o tratamento do mal odor
cronico (halitose).

Em 2012, Blom et al., buscaram em sua revisao os efeitos dos enxaguatoérios
no tratamento da halitose, obtiveram 12 estudos elegiveis e as evidéncias mais
convincentes foram as que utilizaram enxaguatoérios contendo clorexidina e
cloreto de cetilperidineo, porém, nenhum estudo mostrou um efeito benéfico
para a saburra lingual.

Em 2013, Kuo et al., realizaram uma RS com metanalise para comparar dois
tipos de higiene oral, com ou sem limpeza da lingua, foram encontrados 5
ensaios clinicos randomizados elegiveis e concluiram que a escovacdo com a

limpeza da lingua reduziu o nivel da halitose comparada com a escovacdo
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sozinha, mas sem evidéncias suficientes quanto a frequéncia, duracdo e
métodos de limpeza da lingua.

A Ultima encontrada e mais recente foi em 2015, Slot et al., realizaram uma RS
com o objetivo de avaliar o efeito do dentifricio, enxaguatorios, limpeza de
lingua ou qualquer combinacdo destes para o tratamento da halitose,
encontraram 12 ensaios clinicos elegiveis e concluiram que a evidencia é
limitada e o efeito potencial das formulagfes ainda ndo esté claro. Porém existe
mais evidéncias para enxaguatorios que contém ingredientes ativos, mas que a

forca para recomendacédo destes produtos ainda é fraca.

1.2. Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT)

A terapia fotodindmica antimicrobiana (do inglés aPDT) também conhecida
como aPDT envolve a utilizacdo de um fotossensibilizador que € ativado pela
luz de um especifico comprimento de onda na presenca de oxigénio, e a
transferéncia de energia do fotossensibilizador ativado para o o0xigénio
disponivel resulta na formacdo de espécies toxicas de oxigénio, conhecida
como oxigénio singleto e radicais livres. Estes sdo espécimes quimicos
altamente reativos, que danificam proteinas, lipideos, acidos nucléicos e outros
componentes celulares microbianos (PINHEIRO et al., 2014, HOPE; WILSON,
2006; WILSON, 2004).

Foi estabelecido que o fotossensibilizador possui uma carga catibnica
pronunciada, e pode se ligar rapidamente as células bacterianas e assim o
fotossensibilizador tem um elevado grau de seletividade para matar
microrganismos em comparag¢do com as células hospedeiras (WAINWRIGHT,
1998).

E uma técnica de facil aplicacdo e que ndo promove resisténcia microbiana e
nao causa efeitos sistémicos (PINHEIRO et al., 2014).

Diante do exposto e da dificuldade em se definir um tratamento preciso para
halitose e a falta de estudos conduzidos com a utlizagdo da terapia
fotodindmica na saburra lingual, o objetivo deste estudo foi realizar um ensaio

clinico e microbioldgico para avaliar a efetividade da terapia fotodinamica para
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o tratamento da halitose em adolescentes.

2. JUSTIFICATIVA

A halitose € um problema que afeta uma grande parte da populacdo mundial e
a sua presenca esta diretamente relacionada a uma dificuldade no convivio
social. Sua principal causa é a eliminacdo de CSV produzidos por bactérias
anaerobicas.

Como ja foi apresentado na literatura, a aPDT € bastante utilizada como uma
terapia antimicrobiana e € uma possivel alternativa conservadora para o
tratamento da halitose, além de ter um baixo custo, facil execucdo e ser um
procedimento rapido. Como ainda existe muito questionamento referente a
diagnoéstico e tratamento preciso, bem como a escassez de estudos
relacionados diretamente ao efeito da aPDT na halitose, este estudo se propos
a avaliar a efetividade da aplicacdo da aPDT no biofilme lingual de

adolescentes com halitose.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a efetividade da terapia fotodinamica
antimicrobiana associada ou ndo a remoc¢do mecanica da saburra lingual de
adolescentes com halitose, por uma avaliagdo do nivel CSV por cromatografia
gasosa e analise microbiologica por UFC/m.
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MATERIAL E METODOS

Este estudo seguiu as normas regulamentadoras de pesquisa em seres
humanos com parecer favoravel do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Nove de Julho numero 313.779/2013 (Anexo 1), e o0s
responsaveis pelos participantes assinaram o termo de consentimento livre
apos esclarecimentos para autorizacdo da participacdo na pesquisa (Anexo 2),
de acordo com a resolucao 196/96 do Conselho Nacional Saude. Este estudo
recebeu auxilio FAPESP n°2013/13032-8. E registro de Clinical Trials
NCT02007993.

4.1. Delineamento

Tipo de Estudo: Estudo clinico, microbioldgico e randomizado.

4.1.1. Hipo6tese

Hipétese nula: Nao ha alteracdo da halitose clinica e microbiolégica apds o uso

da terapia fotodinAmica associada ou néo ao raspador de lingua.

Hipotese experimental: Ha diminuicdo da halitose clinica e microbiologica apés

0 uso da terapia fotodinAmica associada ou néo ao raspador de lingua.

4.2.Sujeitos da Pesquisa

Para este estudo foram avaliados adolescentes de ambos 0s sexos,
matriculados regularmente no Instituto Meninos de Sao Judas Tadeu — Sao

Paulo e estudantes da Universidade Nove de Julho.

4.2.1. Critérios de Inclusao
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Foram incluidos nesta pesquisa: adolescentes na faixa etaria de 12 a 19 anos,
com termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2) e adolescentes com
diagnéstico de halitose apresentando resultados Oralchroma™ com desafio da
cisteina SH2 = 112 ppb (AIZAWA et al., 2005; PHAM et al., 2011; SALAKO;
PHILIP, 2011; TANGERMAN; WINKEL, 2008).

4.2.2. Critérios de Excluséao

Foram excluidos do estudo individuos: em tratamento ortoddntico e/ou
ortopédico, com dispositivo removivel, implante e/ou protese, com doenca
periodontal, com dentes cariados, em tratamento oncoldgico, com diabetes
mellitus, alteracbes sistémicas (gastrointestinais, renais, hepéticas),
otorrinolaringoldgicos e respiratérios, em tratamento com antibiotico até 1 més

antes da pesquisa, gravidas e com hipersensibilidade ao fotossensibilizador.
4.3.Procedimentos
Por se tratar de um estudo clinico randomizado e buscando uma maior

transparéncia e qualidade dessa pesquisa, utilizamos as recomendacdes
CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials) (figura 1).
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Figura 1 — Fluxograma

Os sujeitos selecionados foram aleatoriamente divididos em 3 grupos em
blocos de acordo com a ordem de chegada, o primeiro para o grupo 1, o
segundo para o grupo 2 e o terceiro para o grupo 3 e assim sucessivamente, e
conforme descrito no quadro 1 todos foram submetidos a avaliagdo com
Oralchroma™ antes e depois de cada tratamento proposto.

Quadro 1: Resumo da condig&o experimental.

Grupo | N Halimetria Tratamento
1 15 | SH2,=112 ppb | PDT (6 pontos, E = 9J, T= 90s)
2 15 | SH> 2112 ppb | Raspador Lingual
3 16 | SH2 =112 ppb | Raspador lingual + PDT (6 pontos E = 9J, T= 90s).

4.3.2. Avaliacéo do nivel de halitose
A literatura descreve alguns métodos de mensuracdo de halitose, como a
avaliacdo organoléptica do ar emanado da cavidade oral (ROSENBERG,
1990; ROSENBERG et al., 1991), por monitor de sulfeto (KARA et al., 2008;
MOTTA et al., 2011; ROSENBERG et al., 1991) e por cromatografia gasosa
(MOTTA et al.,, 2011; SALAKO; PHILIP, 2011; VANDEKERCKHOVE et al.,
2009). Como o teste organoléptico pode ser influenciado pela capacidade
olfatéria, estado emocional do examinador e por condi¢cdes climaticas
(ROSENBERG; MCCULLOCH, 1992), para este estudo foi utlizado o
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dispositivo portatil Oralchroma™ (Abilit, Japan) (figura 2), que utiliza um sensor

de gas semicondutor altamente sensivel aos CSV e de facil utilizag&o.

Figura 2 — OralChroma™

A coleta do ar seguiu as orientacées do fabricante (OralChroma™ Manual
Instruction), onde o participante foi orientado a fazer bochecho com cisteina (10
mM) por 1 minuto para diferenciar a origem dos CSV e permanecer com a boca
fechada mais 1 minuto. Em seguida foi introduzido na boca do paciente uma
seringa estéril descartdvel do mesmo fabricante, prépria para coleta. O
paciente permaneceu de boca fechada, respirando pelo nariz, sem tocar na
seringa com a lingua. A coleta do ar era realizada ap0os 3 aspira¢gfes do ar com
a seringa de dentro da boca do paciente. Apés essa coleta e limpeza da ponta
da seringa foi acoplada uma agulha de injecéo de gas e removido o excesso de
ar para o contetdo de 0,5ml e injetado na porta de entrada do aparelho com
um movimento Unico (figura 3) (TANGERMAN; WINKEL, 2008).
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Figura 3 — Processo de realizagéo da halimetria.

O Oralchroma™, permite a captura de valores de concentragdo dos gases,
medindo os limiares dos CSV (de 0 a 2913 ppb), com muita precisdo apds 8
minutos. Os resultados sdo armazenados no proprio aparelho e podem ser
resgatados e visualizados a qualquer momento para comparagdo antes,
durante e apds o tratamento.

Da analise dos CSV, temos como indicadores de halitose:

- Sulfeto de hidrogénio: origem principalmente das bactérias presentes no
dorso da lingua. Valores acima de 112 ppb séo indicadores de halitose.

- Metilmercaptanas: predominantemente mais elevada nas bolsas periodontais.
Valores até 26 ppb sdo considerados normais. A doenca periodontal resulta
tipicamente numa alta razdo entre metilmercaptana/sulfidreto (>3:1)

- Dimetilsulfeto: tanto pode ser de origem periodontal como de origem sistémica
(intestinal, hepatica, pulmonar). H& possibilidade de se fazer a distingéo entre o
dimetilsulfeto de origem bucal e o de origem sistémica, através da comparacao
dos resultados da halimetria feita no Oralchroma™ com e sem o desafio da
cisteina (cisteina 10 mM, ou seja, 16 mg de cisteina em 100 ml de agua
destilada — 16 mg%).

Para evitar alteracdes na halimetria os participantes foram instruidos a seguir
as seguintes orientagdes: 48 horas antes da avaliacdo evitar a ingestao de
alimentos com alho, cebola e temperos fortes, consumo de alcool e uso de
antisséptico bucal. No dia da avaliacéo, pela manha, puderam alimentar-se até

no maximo 2 horas antes do exame, abster-se de café, balas, goma de mascar,
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produtos de higiene oral e pessoal com perfume (pos-barba, desodorante,

perfume, cremes e/ou tonico).
4.3.3. Aplicacdo da aPDT

Para a terapia fotodinamica foi utilizado o aparelho THERAPY XT-EC® (DMC
ABC Equipamentos Médicos e Odontoldgicos, SP, BR) (figura 4), com emissao

de LASER vermelho (660nm), e ponta com diametro de 0,094 cm.

— \‘

-

Figura 4 — Aparelho Therapy XT-EC - DMC ®

No momento da aplicagdo da aPDT estavam presentes somente o voluntario a
ser tratado e o profissional responsavel, ambos utilizando 6culos especificos
para protecdo ocular. A ponta ativa do laser foi revestida com plastico
transparente descartavel (PVC) e o profissional foi devidamente paramentado.

Foi realizada 1 sessdo de aPDT com FS azul de metileno manipulado na
concentracéo de 0,005%(Formula e Acdo) e aplicado em quantidade suficiente
para cobrir o terco médio e posterior do dorso da lingua com tempo de pré
irradiacdo de 5 minutos, o excesso foi removido de forma a manter a superficie
umida com o proprio FS, sem utilizacdo de agua. Foram irradiados 6 pontos
com distancia de 1 cm entre os pontos, considerando o halo de espalhamento
da luz e efetividade da aPDT (figura 5). Com base em estudo prévio realizado
(LOPES et al.,2015, LOPES et al.,, 2014), o aparelho estava previamente
calibrado com comprimento de onda 660nm, energia de 9J e poténcia de
100mW para os grupos 1 e 3 que foram irradiados durante 90 segundos por
ponto, fluéncia de 320 J/cm? e irradiancia de 3537mW/cm?, com método de

aplicacdo pontual e em contato direto com a lingua.



Quadro 2: Parametros do Laser

Figura 5 — Pontos de aplicacdo da TFD

PARAMETROS LASER VERMELHO
Comprimento de onda [nm] 660
Largura espectral (FWHM) [nm] 5
Modo de funcionamento Continuo
Poténcia [mW] 100
Polarizacéo Random
Diametro de abertura [cm] 0,094
Irradiancia na abertura [mW/cm?] 3537
Perfil do feixe Multimodo
Area do feixe [cm?] 0,02827
Irradiancia no alvo [mW/cm?] 3537
Tempo de exposicao [s] 90
Fluéncia [J/cm?] 320
Energia [J] 9
Numero de pontos irradiados 6
Area irradiada [cm?] 0,169
Técnica de aplicacao Contato
Numero de sessodes e frequéncia 1 sessao

29
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Energia total irradiada [J] 54

4.3.4. Andlise Microbioldgica

As coletas foram realizadas antes e imediatamente apds o tratamento. Foram
coletadas amostras de saburra lingual com swab e este foi embebido em meio
de transporte reduzido (Aimes de Carvao) (Fig. 6 e 7).Ap0s a coleta essas
amostras eram levadas com um tempo méaximo de 2 horas para o laboratério
de andlise.

As amostras foram colocadas no Vortex por aproximadamente 1 minuto.
Depois de homogeneizadas, a série de diluicdo de dez vezes foi preparada em
180ul de solucdo de PBS estéril e aliquotas de 101,102, 103, 10* e 107,
transferidas para placas de agar sangue de carneiro. Considerando que as
principais bactérias responsaveis pela producdo do CSV sdo anaerobicas, as
placas foram incubadas em jarra de anaerobiose por 72h a 37°C e foi realizada
a contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) (RAANGS G et al., 2013;
Kara C et al.,2008) (Fig. 8-10).

Fig. 6
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Figura 6 — Swab embebido em meio de transporte reduzido

Figura 7 — Coleta do dorso de lingua com swab
Figura 8 - Homegeinizacao.
Figura 9 — Placas de pocos para dilui¢cdo.

Figura 10 — Estrias pos incubacéo por 72horas para contagem de UFC/ml.

4.4.Calculo da amostra

Apesar de os dados desse estudo ja indicarem uma diferenca estatisticamente
significativa, o célculo do tamanho amostral foi aprofundado para considerar

também o poder do teste.

Baseado nos dados do estudo, foi feita uma simulacdo do poder do teste
(Kruskal Wallis ANOVA) em funcdo do tamanho amostral, conforme pode ser

observar na figura 11.
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Fig.11 - poder do teste em funcdo do tamanho amostral

A figura 11 mostra que, para um tamanho amostra N = 15 por grupo, o poder
do teste foi de 80%.

4.5.0rganizacdo e Tratamento Estatistico dos Dados

Os dados oriundos do Oralchroma™ foram analisados pelo teste de Shapiro —
Wilk e a hipotese de normalidade foi rejeitada. Para andlise estatistica
comparativa entre os grupos foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. Como as amostras eram
normais (Shapiro — Wilk p>0,01), para a verificacdo das unidades formadoras
de colénia por ml (UFC/ml) antes e apds o tratamento foi utilizado o teste
ANOVA. Para todas as andlises foi considerado um nivel de significancia de
a=0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Artigo publicado da primeira etapa do estudo

Lopes RG, da Mota AC, Soares C, Tarzia O, Deana AM, Prates RA, Franca
CM, Fernandes KP, Ferrari RA, Bussadori SK. Immediate results of
photodynamic therapy for the treatment of halitosis in adolescents: a
randomized, controlled, clinical trial. Lasers Med Sci. 2015 Oct 28

Link: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26510574 (Anexo 3).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopes%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Mota%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Soares%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tarzia%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Deana%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prates%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fran%C3%A7a%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fran%C3%A7a%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fernandes%20KP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferrari%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bussadori%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26510574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26510574
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Para este estudo foram realizadas as avaliagdes clinicas com os resultados
obtidos com o Oralchroma™ antes e imediatamente apds o tratamento e a
analise microbioldgica por contagem de UFC/ml, antes e ap0s o tratamento.
Foram avaliados 50 pacientes, destes 4(8%) ndo apresentavam halitose, ou
seja, apresentaram nivel de SH2 < 112 ppb.

Um total de 46 participantes foram incluidos nesta etapa do estudo, com idade
minima de 12 anos e maxima de 19 anos (média de idade de 14,80 anos, com
desvio padrdo de 2,50) e 48% do género masculino (n=22) e 52% do género

feminino (n=24).
5.2. Avaliacéo Clinica
Apéds halimetria inicial foi constatado que todos os participantes estavam com

halitose proveniente do biofilme lingual, com nivel de SH2 acima de 112 ppb

sem diferenca significativa entre os grupos (p=0,4598) (tabela 1).

Tabela 1 — Mediana de valores obtidos de SH2 na halimetria inicial.

N Mediana Minima Maxima
(SH2 em ppb)
Grupo 1 15 1141 220 2286
Grupo 2 15 1562 247 2286
Grupo 3 16 1162 198 2286

Abreviagdes: SH2 — sulfidreto; ppb — partes por bilh&o.
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Comparando os grupos depois do tratamento a andlise de Kruskal — Wallis
mostrou diferenca significativa entre os grupos (p=0,0178). Na analise
estatistica intergrupos antes e depois do tratamento a reducdo de SH: foi
significativa. Quando comparadas as medianas antes e depois do tratamento, 0
grupo 1 reduziu em 97,6% (PDT p=0,0015), o grupo 2 reduziu 92,6% (raspador
lingual p=0,0015) e o grupo 3, reducdo de 100% do nivel de SH2 (PDT
+Raspador lingual p=0,0007) (tabela 2).

Tabela 2 — Mediana de valores obtidos de SH2 na halimetria final.

N Mediana (ppb) Minima  Méaxima
Grupo 1 15 27 0 259
Grupo 2 15 116 0 952
Grupo 3 16 0 0 244

Comparando os grupos depois de 7 dias do tratamento a andlise de Kruskal —
Wallis mostra que nédo houve diferenca significativa entre os grupos (p=
0.1704). Na analise estatistica intergrupos antes e depois 7 dias do tratamento

a reducdo de SH2 néo foi significativa (Tabela 3)

Tabela 3 - Mediana dos valores obtidos de SH2 na halimetria ap6s 7 dias.

N Mediana Minima Maxima
(SH2 em ppb)
Grupo 1 7 1239 1 2286
Grupo 2 10 522,5 1 2286

Grupo 3 7 508 1 2286
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Figura 12 — Gréafico comparativo entre grupos e intergrupos antes e depois do
tratamento. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos 1
e 2 (p=0,0501) e grupos 1 e 3 (p=0,4395), porém houve diferenca
estatisticamente significante entres os grupos 2 e 3 (p= 0,0057) (Student-

Newman- Keuls).

5.3. Avaliacdo Microbioldgica

Como os dados foram paramétricos (Shapiro — Wilk p>0.01) para a andlise
microbiologica para comparacdo da diferenca entre os grupos apos o
tratamento foi utilizado o teste ANOVA. A figura 13 mostra o grafico box plot
comparativo da diferenca entre os grupos apds o tratamento em UFC/ml
(apresentados em log10 ). Pode-se observar uma diminuicdo de UFC/ml de
7% para o grupo 1(aPDT), aumento pds tratamento de 7% no grupo 2 onde foi
utilizado o raspador, e pemaneceu igual para o grupo 3(aPDT + Raspador).
Houve diferencga estatisticamente significante entre os grupos 1 e 2(p<0,01) .
Porem ndo houve diferenca estatisticamente significante quando comparamos

0s grupos 1 e 3 e 0s grupos 2 e 3 (p>0,05). Para comparacao antes e ap0s o
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tratamento foi utilizado o teste t com correcdo de Bonferroni e ndo foi possivel
observar diferenca estatisticamente significante antes e ap6s o tratamento
para todos os grupos (p>0,05) (Figura 14).

15%
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5%

1

Raspador PDT + Raspador

0%

-5%

UFC (log,o(UFC/ml))

-10%

Mudanca relativa no nimero de
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Figura 13 - Grafico Box plot (logio (UFC/mI) apos o tratamento.
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Figura 14 — Gréfico da diferenca antes e ap6s o tratamento (logio UFC/ml).

6. DISCUSSAO

Com os dados obtidos neste estudo foi possivel observar um resultado

imediato, com a eliminacdo do mal odor pela reducdo da concentracdo dos
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CSV especificamente dos niveis de SHz quando utilizamos o tratamento com a
terapia fotodindmica no dorso de lingua de adolescentes com halitose. Este
resultado corrobora com estudo prévio realizado pelos autores Lopes et al.,
2015 e 2014 (LOPES et al., 2015,2014).

Quando feita a analise microbiol6gica apds o tratamento foi possivel observar
uma diminuicdo de 7% na carga microbiana para o grupo aPDT, aumento de
7% para o grupo que foi utilizado o raspador lingual e igual quantidade para o
grupo aPDT e raspador lingual. Foi possivel observar diferenca

estatisticamente significante entre os grupos 1 e 2.

Deve-se ressaltar que ndo € que o raspador ndo funcione, mas que
provavelmente ele desorganize o biofilme e as bactérias figuem mais expostas
ao meio e mais faceis de serem captadas pelo swab quando realizamos as
coletas microbiolégicas. O mesmo possivelmente tenha ocorrido com o grupo
3.J4 para o grupo 2 observou-se que houve uma diminuicdo da carga

microbiana com a utilizacdo da aPDT.

Este resultado difere do apresentado por Gondhalekar et al., 2013, que
analisaram microbiol6gicamente a escovacao da lingua e a raspagem da lingua
e obteve uma resposta satisfatéria na quantidade de UFC/ml, porém avaliaram
grupos de Streptococcus mutans (GONDHALEKAR et al., 2013).

Corrobora com os estudos de Ademovski et al., 2012 e 2013 que mostraram
um resultado satisfatério do raspador lingual para a diminuicdo nos niveis de
CSV, sem uma diminuicdo da contagem de bactérias retiradas do dorso de
lingua (ADEMOVSKI et al., 2012;2013).

Como as bactérias mais encontradas na saburra lingual e responsaveis pela
emissdo de CSV sao semelhantes as encontradas na doenca periodontal, os
resultados desses estudos corroboram com os resultados dos estudos
realizados por Mongardini et al., 2014 e Kolbe et al., 2014 que mostraram a

eficacia da aPDT como um tratamento adjunto ao tratamento periodontal
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convencional, diminuindo a carga bacteriana presente nesses casos
(MONGARDINI et al., 2014; KOLBE et al., 2014).

Como o meio oral é colonizado por diversos microorganismos e a aplicacao da
terapia fotodindmica € realizada em seis pontos especificos no dorso de lingua,
a hipétese que pode explicar o resultado microbiolégico desse estudo é que
possivelmente quando é feito esse tipo de coleta microbiolégica capta-se
bactérias que estédo presentes, porém que ndo estavam nos locais exatos onde
a irradiacao foi realizada, ja que a superficie do dorso da lingua tem uma area
grande quando comparada com a area de absor¢do do FS e irradiacao do
laser. Provavelmente por isso nao foi possivel observar uma diferenca
estatisticamente significante quando comparada com a coleta inicial através de
uma analise por contagem de UFC/ml. Porém como foi obtido um resultado
clinico imediato satisfatério é possivel considerar que as bactérias que foram
atingidas pela terapia fotodinamica ja foram suficientes para diminuir o nivel de
SH2 e consequentemente a halitose nesses pacientes. Provavelmente, as que
colonizavam mais superficialmente o dorso de lingua e que estavam mais

proximas ao halo de irradiacéo do laser.

Deve-se ressaltar a importancia dos parametros utilizados para o sucesso da
terapia fotodinamica, como fluéncia e o tempo de exposi¢cdo (PRATES et al,,
2009).

Observou-se também que apds 7 dias a maioria volta para a condicao inicial.
Este fato so reforca a ideia que possivelmente qualquer tratamento empregado
deva ser acompanhado de reforcos positivos e programas de manutencdes
preventivas. Sendo interessante por parte do profissional fazer essa aplicagéo
inicial para melhorar os niveis de halitose inicial apresentados pelo paciente.
Como a avaliacdo com o Oralchroma™ é uma técnica objetiva de mensuracéo
da halitose ficaria claro para o paciente os resultados imediatos estimulando
assim a cooperacgédo do mesmo para a manutencéo do tratamento.

Podemos utiliza-la como uma grande coadjuvante nos programas de

prevencdo e motivacdo do jovem, promovendo uma dose de ataque em
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conjunto com educacédo, motivacao e controle vigilante nos adolescentes com
halitose e habitos de prevencao inadequados.

A halitose é uma condi¢do que tem uma implicacao social, ela pode prejudicar
significativamente a qualidade de vida, interagdes sociais, levar diretamente a
depressdo e baixa autoestima ou outros transtornos do humor, por isso é
importante saber identificar e tratar (ZALEWSKA et al.,2012). Este estudo
promove uma nova abordagem eficaz para o tratamento dessa condigao.

A eficacia da aPDT ja foi bastante estudada com diferentes combinacdes de luz
e fotossensibilizadores e a maioria dos microorganismos testados mostrou - se
susceptivel a esse tipo de tratamento (DAHL , MIDDEN , HARTMAN,1989;
KOMERIK , MACROBERT, 2006).

Deve-se ressaltar a vantagem da aPDT frente ao raspador lingual por nédo ter o
efeito agressivo causado pela estimulacdo mecéanica da lingua, que pode
induzir a ruptura da membrana plasmatica de células da lingua além de causar
micro hemorragia (AMANO et al.,2007, SEEMAN et al., 2014) sugerindo assim
uma limpeza lingual com baixo vigor e com cuidado, que muitas vezes nao €
seguido rigorosamente pelo paciente, principalmente quando se trata de um
adolescente.

Alguns estudos clinicos randomizados mostraram que a geografia da lingua
fornece um reflgio para as espécies microbianas e funciona como um
reservatorio de detritos orais dificultando a acdo do fluxo salivar e forca
mastigatoria, e os resultados desses estudos que avaliam o impacto da
escovacao lingual sozinha, associada ao raspador lingual ou a enxaguatorios,
indicam que a flora bacteriana da lingua é resistente a intervencdo mecanica e
gue os resultados da associagéo da escova a outros produtos apresenta maior
reducdo bacteriana, contudo essa diferencas é pequena (QUIRYNEN et
al., 2004, COLLINS, 1987). Ao utilizar a aPDT junto ao raspador lingual a
reducdo do mal odor foi maior firmando a alta eficiéncia da técnica
desenvolvida.

Além da PDT ser uma técnica de facil aplicacéo, baixo custo e indolor, e que

nao gera resisténcia microbiana.
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Consideramos como limitacdo do estudo o tempo de irradiacdo por ponto que
gerou desconforto ao paciente e isso sugere a realizacdo de mais estudos
alterando doses e/ou a fabricacdo de um equipamento de aplicacdo Unica em
superficies maiores, para que se consiga uma radiacdo de forma homogenia

em toda a superficie exposta.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse estudo demostraram que a aplicacdo da terapia
fotodindmica no dorso de lingua teve um resultado imediato, diminuindo o
mal odor com a diminui¢do da concentragao de HS.

A aPDT pode ser uma alternativa de tratamento para substituir o uso de
raspadores linguais em situacdes de impossibilidade de remocdo mecéanica
da saburra lingual e por ndo causar injurias as papilas, torna-se uma opc¢ao
para casos que se faz necessario maior reducdo da carga bacteriana dessa
regiao.

Quanto da analise microbiologica foi possivel observar um aumento da
carga microbioldgica para o grupo que utilizou somente o raspador e uma
diminuic&o para o grupo que utilizou a aPDT. Porém acreditamos que sejam
necessarios mais estudos para identificacdo dessas bactérias, bem como
ensaios clinicos controlados alterando o tempo de irradiacdo do laser e

tratamentos de controle a longo prazo.
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Telefone para contato: Cidade: CEP:

Email:

As informag0des contidas neste prontuério foram fornecidas pela aluna Ana Carolina Costa da Mota
(mestranda em Biofotonica Aplicada as Ciéncias da Saude da Universidade Nove de Julho) e Profé. Dr2
Sandra Kalil Bussadori, objetivando firmar acordo escrito mediante o qual, o voluntario da pesquisa
autoriza sua participacdo com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que se
submeterd, com a capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coagéo.

1. Titulo do Trabalho Experimental: Terapia Fotodindmica No Tratamento Da Halitose Em
Adolescentes

2. Objetivos: avaliar o efeito antimicrobiano da terapia fotodindmica no nivel de halitose em
adolescentes de 13 a 18 anos.

3. Justificativa: diante da auséncia de relatos na literatura relacionados a utilizacdo da terapia
fotodindmica no tratamento da halitose, faz-se necesséario avaliar esta relagcdo, assim como
identificar o nivel e o tipo de halitose presente em adolescentes e um protocolo eficaz de
tratamento.

4. Procedimentos da Fase Experimental: A pesquisa sera realizada com pacientes de ambos os
sexos. Primeiramente sera verificada a presenca ou nao de halitose por meio do dispositivo portatil
Oral Chroma, onde, coloca-se a seringa propria para a coleta do ar bucal na boca do paciente, com o
émbolo completamente inserido. O paciente fecha a boca, respira pelo nariz e aguarda com a boca
fechada por 1 minuto. Pede-se ao paciente que ndo toque a ponta da seringa com a lingua. Puxa-se
o0 émbolo para fora, volta-se a esvaziar o ar da seringa na boca do paciente e novamente puxa o
émbolo para encher a seringa com a amostra do halito. Para o tratamento da halitose, o grupo 1
recebera terapia fotodinamica, o grupo 2 raspador lingual e o 3 terapia fotodinamica na lingua (regido
de dorso e terco médio) e raspador lingual.

5. Desconforto ou Riscos Esperados: Os voluntarios ndo serdo submetidos a riscos durante o
periodo experimental. Nenhum desconforto é esperado para andlise dos niveis de halitose. No
tratamento com a PDT o paciente pode sentir nausea quando o profissional manipular a lingua.

6. Informacgdes: O voluntario tem garantia que receberd respostas a qualquer pergunta ou
esclarecimento de qualquer divida quanto aos procedimentos, riscos beneficios e outros assuntos
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relacionados com pesquisa. Também os pesquisadores supracitados assumem o compromisso de
proporcionar informagéo atualizada obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a
vontade do individuo em continuar participando.

Qualquer duvida os responsaveis poderdo ser contatados pelos fones: Dra. Sandra (11) 98381-7453
ou Ana Carolina (11) 9979889199. Duvidas sobre questdes éticas deverdo ser encaminhadas ao
Comité de ética e pesquisa da Uninove através do email comiteetica@uninove.br.

7. Métodos Alternativos Existentes: A pesquisa citada dispensa qualquer método alternativo.

8. Retirada do Consentimento: o voluntario tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo.

9. Aspecto Legal: Elaborados de acordo com as diretrizes e normas regulamentadas de pesquisa
envolvendo seres humanos atendendo a Resolugdo n.° 196, de 10 de outubro de 1996, do
Conselho Nacional de Saude do Ministério de Salde — Brasilia — DF.
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confidenciais envolvidos na pesquisa.

11. Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da participagdo na Pesquisa: Serdo
ressarcidas despesas com eventuais deslocamentos.

12. Local da Pesquisa: A pesquisa serd desenvolvida na Universidade Nove de Julho localizado a
Rua Vergueiro, 235 — Liberdade, Sdo Paulo, SP.

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa da Uninove: Rua. Vergueiro n°® 235/249 — Liberdade — SP -
CEP. 01504- 001 -1° andar

13. Nome Completo e telefones dos pesquisadores para contato:

Orientador: Prof2 Dr2 Sandra Kalil Bussadori — Tel (11) 98381-7453
Pesquisadora: Ana Carolina Costa da Mota — Tel (11) 97988- 9199

14. Consentimento pds-informacao:

Eu, , responsével pelo menor

, apos leitura e compreensao deste termo de
informagdo e consentimento, entendo que a participagdo € voluntaria e que € permitido se retirar do
estudo a qualquer momento, sem prejuizo algum. Confirmo que recebi copia deste termo de
consentimento, e autorizo a execucao do trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos neste
estudo no meio cientifico.

* N&o assine este termo se ainda tiver alguma divida a respeito.

Séo Paulo, de de 2015.
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Abstract Light with or without chemical agents has been
used to induce therapeutic and antimicrobial effects.
With photodynamic therapy, the antimicrobial effect is
confined to areas covered by a photosensitive dye and
irradiated with light. The aim of the present study was
to evaluate the effect of photodynamic therapy for the
treatment of halitosis in adolescents through the
analysis of volatile sulfur compounds, especially sulfide.
A controlled, clinical trial was conducted with 45
adolescents randomly allocated to three groups: group
1, photodynamic therapy administered to the dorsum
of the tongue; group 2, treatment with a tongue
scraper; and group 3, treatment with a tongue scraper
combined with photodynamic therapy. The diagnosis of
halitosis was performed using gas chromatography
before and after treatment. Comparisons were made
using the Kruskal-Wallis test followed by the Student-
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Newman-Keuls test, with the level of significance set
at 5 % (p<0.05). After treatment, a statistically
significant reduction in halitosis was found in all
groups (p<0.001). The greatest reduction in total
sulfides (median=0) occurred with the combination
of tongue scraper and photodynamic therapy. The
present study describes a novel option for the
treatment of halitosis in adolescents with an
immediate effect that does not involve the
mechanical aggression of the lingual papillae that
occurs with conventional treatment.
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Introduction
Photodynamic therapy (PDT) was discovered by Oskar

Raab and Hermann von Tappeiner in 1900. In the 1970s,

this method was developed as a treatment for cancer.

* Sandra Kalil Bussadori sandra.skb@gmail.com

1 Biophotonics Applied to Science Health Post Graduation
Program, Nove de Julho University, Sdo Paulo, Brazil

2 Center of Excellence in the Treatment of Halitosis, Sdo
Paulo, Brazil

reacting with oxygen to form reactive oxygen
species. This phototoxic reaction induces the
destruction of bacteria. However, the antimicrobial
effect is confined to the areas covered by the dye
and irradiated with light, acting quickly on the target
organism,

dependingontheenergydoseandoutputpoweremploy
ed[1-3]. According to Wainwright [4], bacterial
resistance to PDT is unlikely, as singlet oxygen and
free radicals interact with different bacterial cell
structures and metabolic pathways [3].

Halitosis (bad breath) is an unpleasant odor that
emanates from the oral cavity that can have a local
or systemic origin [5—7]. This is a common problem
that affects a large portion of the population
worldwide. Halitosis causes embarrassment and is a
negative factor in social situations, exerting a direct
impact on quality of life [8]. Studies on the etiology
of halitosis demonstrate that 2 % of cases are related
to metabolic syndromes as well as kidney, liver,
endocrine, and gastrointestinal problems, such as
infection by Helicobacter pylori or intestinal
obstruction; 8 % of cases are caused by respiratory
and ear-nose-throat problems, such as acute
tonsillitis, postnasal drip, and sinusitis; and 80 to 90
% of cases are directly linked to conditions of the oral
cavity, such as periodontal disease (13 %), coated
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Antimicrobial PDT has been recently employed as a
treatment option for localized infections [1].

PDT involves the use of a non-toxic, light-sensitive
dye
(photosensitizer)combinedwithlightatavisiblewavele
ngththat coincides with the absorption spectrum of
the photosensitizer, which absorbs the photons and
reaches a state of excitation,

tongue (51 %), a combination of periodontal disease
and coated tongue (22 %), poor oral hygiene, salivary
abnormalities (change in pH and diminished
production of saliva), stomatitis, oral tumors, tooth
pulp exposure, post-tooth extraction wounds, and
dental crowding [9-13].

Halitosis is mainly caused by volatile sulfur
compounds (VSCs) produced by anaerobic Gram-
negative bacteria, such as Fusobacterium nucleatum,
Selenomonas, Treponema denticola, Prevotella
intermedia, Tannerella forsythensis, Porphyromonas
gingivalis, Bacteroides forsythus, and Eubacterium
[2] on substrates in the oral cavity containing sulfur
[14]. The VSCs produced by this metabolism are
hydrogen sulfide (H,S), which is found mainly on the
dorsum of the tongue; methanethiol (CH3SH), which
is found in gingival pockets; and dimethylsulfide
(CH3SCHs), which has an extraoral origin [15]. The
concentration of these gases is used as an indicator
of halitosis [7, 16]. The anaerobic, Gram-negative
bacterium Solobacterium moorei (also known as
Bulleidia moorei) has also recently been associated
with halitosis due to the production of H,S in the
presence of different supplementations with amino
acids, especially cysteine [17, 18].

Halitosis can be evaluated subjectively or
objectively. The objective evaluation involves the use
of gas chromatography or a sulfide monitor [19, 20].
Studies that compare the effectiveness of these tests
indicate that gas chromatography is the most
objective and efficacious method [10, 15] and is
currently considered the gold standard for the
evaluation of halitosis [14]. However, most
researchers have used a combination of both



methods, whereas others have only used the
subjective, organoleptic method due to its low cost
and easy execution [19].

Conventional treatments for halitosis related to
conditions of the oral cavity consist of the chemical
reduction of microorganisms with a mouthwash (0.2
% chlorhexidine, essential oils, triclosan, and
oxygenated water), the mechanical reduction of
intraoral nutrients with the use of a tongue scraper
or brush, masking of the odor with chewing gum,
mints, and spray, or the transformationofVSC using
zinccombined with chlorhexidine [6, 10]. However,
the reduction of the bacterial burden is
hamperedbytheirregularcharacteristicsofthesurfaceo
fthetongue [6, 21], which is lined with numerous
papillae classified as four different types: fungiform,
filiform, vallate, and foliate. Tongue conditions are
determined by papillary characteristics and include
hairy tongue, coated tongue, fissured tongue,
papillary atrophy, geographic tongue, median
rhomboid glossitis, crenation tongue, macroglossia,
and ankyloglossia [22].

Considering the difficulty in reducing the bacterial
burden, questions regarding the precise treatment of
halitosis, and the scarcity of studies addressing the
use of PDT on coated tongue, the aim of the present
study was to evaluate the effectiveness of PDT
administered to the dorsum of the tongue in
adolescents with halitosis through an analysis of
VSCs.

Material and methods

Ethics

This study received approval from the Human
Research Ethics Committee of University Nove de
Julho (Sdo Paulo, Brazil) under process number
313.779/2013. All legal guardians received
clarifications regarding the objectives and
procedures of the study and signed a statement of
informed consent, authorizing the participation of
the adolescents, in compliance with Resolution
196/96 of the Brazilian National
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Board of Health. This study is registered with clinical
trials (registry number NCT02007993) and received
funding from the State of Sdo Paulo Research
Assistance Foundation (FAPESP; process number
2013/13032-8). The protocol for this study was
published in trials [23]. As this is a randomized
clinical trial, the recommendations of the
Consolidated Standards of Reporting Trials
(CONSORT) were used to ensure greater
transparency and quality (Fig. 1).

Inclusion and exclusion criteria

Forty-five male and female adolescents aged 13 to
18 years enrolled at the Sdo Judas Tadeu Children’s
Institute in the city of Sdo Paulo, Brazil, were
recruited. To participate in the present study, the
subjects needed to have a diagnosis of halitosis. The
diagnosis was performed using gas chromatography
with a cysteine challenge, and individuals with
H,$>112 parts per billion (ppb) were accepted [14,
15, 24]. After diagnosis, the selected individuals were
randomly divided into three groups in order of
arrival, where the first participant was directed to
group 1 (n=16), the second to group 2 (n=15), and
the third to group 3 (n=14), continuing the
distribution of participants to three groups following
the same order. Subjects with dental-facial
anomalies, currently undergoing orthodontic or
orthopedic treatment, the use of a removable
orthodontic appliance, implants or dentures,
periodontal disease, dental caries, currently
undergoing cancer treatment, diabetes mellitus,
systemic (gastrointestinal, kidney, or liver), ear-nose-
throat or respiratory disorders, use of antibiotic
therapy in the previous 30 days, pregnancy [10], or
hypersensitivity to the photosensitizer were
excluded from the study.
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Fig. 1 Flowchart of study. P
output power, E energy, T time in
seconds
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Diagnosis

The participants were instructed not to consume
foods with garlic, onions, or strong spices; drink
alcoholic beverages; or use an antiseptic mouthwash
48 h prior to the evaluation. On the day of the
evaluation, the participants were instructed not to
eat anything 2 h beforehand; abstain from coffee,
candy, mints, chewing gum, oral hygiene products,
or personal hygiene products with perfume (after-
shave, deodorant, perfume, creams, etc.); and brush
only with water [13, 25].

The collection of air from the oral cavity was
performed following the manufacturer’s instructions
(OralChroma™ Instruction Manual). Each participant
was instructed to rinse his/her mouth with cysteine
(10 mM-16 mg of cysteine in 100 ml of distilled
water [16 mg%]) [15] for 1 min and maintain the
mouth closed for an additional minute. A syringe
from the same manufacturer was inserted into the
mouth for the collection of 5 ml of air, which was
then injected into the input of the equipment with
the appropriate needle in a single movement [15].

Further measures with Oral
Chroma 15min after

treatment

\

Analysis of
results

The OralChroma™ software program was used to
measure VSC thresholds (H,S, CH3sSH, and CH3SCHs)
and construct a graph showing the peaks (0 to 2913
ppb) after 8 min. Halitosis was determined as H,S
greater than 112 ppb, CHsSH greater than 26 ppb,
and CH3SCHs greater than 8 ppb [15].

The participants were randomly divided into three
groups using a block randomization process. Group 1
(n=16) was
submittedtoPDTonthedorsumofthetongue.Group2(n
=15)used a tongue scraper. Group 3 (n=14) used a
tongue scraper and was submitted to PDT on the
dorsum of the tongue.

Photodynamic therapy procedures

The THERAPY XT-EC’ (DMC ABC Equipamentos
Médicos e Odontolégicos, SP, Brazil) was used for
PDT. All individuals wore eye protection. The active
tip of the laser was covered in disposable plastic
wrap (PVC) to avoid contamination, and the operator
wore proper vestments.



One session of PDT (groups 1 and 3) was

performed with a methylene blue photosensitizer at

a concentration of 0.005 % (165 uM) applied to the
dorsum of the tongue with a 5-min pre-irradiation
time. Excess photosensitizer was removed with an

aspirator to maintain a moist surface without the use

of water. Six sites were irradiated. Considering the
light scattering halo and effectiveness of PDT, the
distance of between sites was 1 cm in both
directions. Based on studies addressing the
treatment of periodontal disease with PDT [26, 27]
and a pilot study [28], the irradiation parameters
were used as described in Table 1. The irradiation
technique was direct contact with the tongue.

Table 1 Spectral and irradiation parameters

Parameter

Center wavelength (nm)

Spectral bandwidth (FWHM) (nm)
Operating mode

Average radiant power (mW)
Polarization

Aperture radius (cm)

Power Density (mW/cm?)

Beam profile

Beam spot size at target (cm?)
Irradiance at target (mW/cm?)
Exposure duration (seconds per point)
Energy density (J/cm?

Radiant energy (J)

Number of points irradiated

Total Area irradiated (cm?)

Application technique

Number of treatment sessions
Frequency of treatment sessions

Total radiant energy (J)

660.52

0.71
Continuous wave
100
Random
0.095

3527
Multimode
0.02835
3537

90

317.43

9

6

0.1701

Contact with
tongue

1

Single irradiation
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Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test was used to determine the

distribution of the data. As the normality hypothesis

was rejected (p<0.05), the alternative hypothesis
was accepted (i.e., the data present non-normal
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distribution). Thus, the data are displayed in a
boxplot and median/quartiles table. The inferential
analysis was performed using the Kruskal-Wallis test
for multiple comparisons between groups, and
Student-NewmanKeuls test was the post hoc test.
The Wilcoxon test was usedto compare the data
before and after each treatment. The significance
level for all tests was set to a=0.05.
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Figure 2 Test power as a function of the sample size per group
Table 2 Demographic data of subjects

Male, n (%) Female, n (%) Age1SD
Group 1 68 (75) 31 (25) 13.5+0.86
Group 2 20 80 14+1.46
Group 3 35 (72) 64 (28) 14.35£1.71

Figure 2 shows the power analysis as a function of
the group sample size and shows that 15 samples per
group would provide a test power >0.80 at the
significance level.

Results

Forty-five adolescents were enrolled in the present
study (Table 2).

The initial breath analysis demonstrated that all
participants had halitosis stemming from lingual
bacteria (H,S above 112 ppb), with no significant
difference among groups (p= 0.258): median value of



791 ppb in group 1, 466 ppb in group 2, and 1508
ppb in group 3 (Table 3).
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with PDT and scraper, respectively (p=0.4104).
However, group 3 (PDT+scraper) differed statistically

o . from groups 1 (p=0.0003) and 2 (p=0.0055).
After treatment, significant differences were

found among groups (p=0.0008; Kruskal-Wallis test),
as shown in Table 3 in comparison to Table 4.

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study
to investigate the effectiveness of PDT for the
treatment of halitosis in

Figure 3 shows the boxplot of all groups.

To allow visualization, Fig. 3 was plotted in log-
scale. The median H.S concentration was reduced by
88.6 % in group 1 (PDT, p=0.0004), 97 % in group 2
(tongue scraper, p=0.0007), and 100 % in group 3

Table 3 H,S concentration during initial breath analysis

(PDT+tongue scraper, p=0.0010) Number 1 dian 1st quartile 3rd il
. (H:Sinppb)  (ppb) onb)
Comparing all the study groups before the
treatment, the Kruskal-Wallis test returned Groupl 16 791 27025 9265
p=0.2584; therefore, the null hypothesis was Group2 15 466 449.5 1950
accepted and variation between the groups was Group3 14 1508 627.5 2846.25

likely due to statistical fluctuations. Groups 1 and 2
were also statistically equal after the treatments
concentration of the photosensitizer, fluency, and fluency rate of

H,S hydrogen sulfide, ppb parts per billion

Table 4  H:S concentration during final breath analysis

Number Median (ppb) 1st quartile (ppb) 3rd quartile (ppb) the

Group 116 20 20.25 97.5 light as well as the genus of the microorganisms [30].
Group 2 15 53 7 102 Most microorganisms tested thus far have proven to be
Group 3 14 0 0 5 5 susceptible to PDT [31]. Kormerik concluded that PDT is

the best treatment option for localized, superficial
infections in the oral cavity [32]. In the present study, the reduction in halitosis in groups 1 and 3 may be
explained by the direct elimination of pathogens on the H:S hydrogen sulfide, ppb parts per billion surface of the
tongue and between papillae caused by phototoxic effect of PDT, as the microorganisms were submitted to
high

adolescents through an analysis of the concentration of VSCs, concentrations of reactive oxygen species
generated by the irraspecifically H,S. Gas chromatography using the diation of the photosensitizer. However,
the thickness of the linOralChroma™ equipment, which is considered the gold stan- gual biofilm does not allow
the complete penetration of the phodard for the objective analysis of halitosis [13, 14], demon- tosensitizer
between papillae, which explains the similar results strated that a single session eliminated bad breath due to
the achieved in groups 1 and 2.

reduction in H,S. PDT administered to the dorsum of the In a previous study involving 2000 adults, 43.4 % of
the tongue achieved a similar result as treatment with a tongue cases of halitosis stemmed from coated
tongue, as demonstratscraper, but with the advantage of not having the aggressive ed by the organoleptic
test, Halimeter® and OralChroma™ effect of mechanical removal, which can cause the rupture of [13]. Similar
findings are described in a study involving chilthe plasma membrane of cells and micro-hemorrhage [29]. dren
and adolescents aged 5 to 14 years [9]. Due to the ab-
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Over the years, randomized clinical trials have demonstrat- sence of studies addressing the effect of PDT on
coated ed that the topography of the tongue provides a refuge for tongue, the parameters employed in the
present study were microbial species and serves as a reservoir for oral detritus, based on article describing the
treatment of periodontal diswhich hinders the action of salivary flow and chewing force ease with PDT [26], in
which the use of methylene blue and [6, 21]. The results of these studies, which evaluated the im-
wavelengths ranging from 635 to 670 nm successfully repact of tongue brushing with and without the use of a
tongue duced levels of P. gingivalis, T. forsythensis, and T. denticola scraper or mouthwash, indicate that the
bacterial flora of the [26], which are also found in coated tongue.

tongue is resistant to mechanical intervention, and the greatest The penetration of light and spreading of the
photosensireduction in bacteria was achieved with the combination of a tizer were affected by the lingual
biofilm, but not by the patongue brush and other product. However, the difference was pillae. While PDT led
to an excellent response, the best results small. In the present study, the combination of a tongue scrap- were
achieved with the combination of a tongue scraper and er and PDT led to the complete reduction of H,S,
which dem- PDT, which is in agreement with studies involving PDT in onstrates the high degree of efficiency of
the technique. combination with conventional methods for the treatment of

The effect of PDTon microorganisms has been widely inves- periodontal disease [19, 26, 33]. The results in
group 3 (100 % tigatedusingdifferentcombinationsoflightandphotosensitizers. reduction in H,S) were likely
due to the initial reduction of the The degree of damage caused by light depends on the type and bacterial
burden with the tongue scraper,
which diminished

10000
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the thickness of the lingual biofilm and may have allowed better penetration ofthe
photosensitizer and consequent action of PDT on microorganisms located between papillae.
However, the bacteria on the dorsum of the tongue were also affected by PDT, as such
microorganisms are associated with the production of high concentrations of H,S [2, 14],
especially in the presence of an amino acid, such as cysteine, as demonstrated in both in vivo
and in vitro studies [14, 34].

The ease of applicability of the technique and the immediate response favor the control of
oral infections in adolescents, who experience intensive hormonal transformations that exert
an influence on the gingival inflammatory process, thereby facilitating the occurrence of
coated tongue due to the increase in the flaking of the gingival epithelium [34]. This method
could be used on adolescents who exhibit mouth breathing, which alters salivary flow and the
amount of mucin, thereby favoring the formation of lingual biofilm and consequent halitosis
[35, 36]. PDT could also be used on children with postnasal drip, as studies have demonstrated
a significant association between bad breath and the direct contact of mucus from the
paranasal sinuses with the dorsum of the tongue [9, 10].

The ease of application of the dye in regions of difficult access and the sharp tip of the light
device favor the use of PDT and treatment of the posterior region of the tongue. However, the
irradiation time per point is a drawback of this method, as it generated discomfort among the
participants. Thus, further studies are needed to test different energy doses. Moreover, the
development of equipment that allows a single application over a larger surface area would be
quite useful.

Implications and contribution

The present study describes a novel option for the treatment of halitosis in adolescents with
an immediate effect that does not involve the mechanical aggression of the lingual papillae
that occurs with conventional treatment.
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