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RESUMO

A halitose, também conhecida como mau hélito, € um termo utilizado para definir um
odor desagradavel e fétido que emana da boca, podendo apresentar origem local ou
sistémica. Este projeto teve como objetivo verificar se o tratamento com terapia
fotodinamica antimicrobiana (aPDT) com urucum e um diodo emissor de luz (LED) é
eficaz contra esta. Foram selecionados 44 alunos ou funcionarios da UNINOVE com
diagnéstico de halitose, apresentando na cromatografia gasosa o sulfidreto (SH2) =
112 ppb. Os pacientes foram divididos aleatoriamente em 3 grupos, que receberam
tratamentos distintos: Grupo 1 (n=15): aPDT aplicada na regido de dorso e terco
médio da lingua; Grupo 2 (n=14): tratamento com raspador de lingua; Grupo 3
(n=15): tratamento combinado de raspador de lingua e aPDT. Para a aPDT foi
utilizado o urucum manipulado na concentracdo 20% (Férmula e Acao®) em spray,
aplicado em quantidade suficiente para cobrir o terco médio e dorso da lingua por 2
minutos para incubagédo, associado a um LED azul (Valo Cordless Ultradent®). Foram
irradiados 6 pontos no dorso da lingua com distancia de 1 cm entre 0s pontos,
considerando o halo de espalhamento da luz e efetividade da aPDT. O aparelho foi
previamente calibrado com comprimento de onda 395-480 nm, durante 20 segundos
e energia de 9,6 J por ponto. Foram comparados os resultados da halimetria antes,
imediatamente apos o tratamento e 7 dias ap0s. Para a analise dos dados oriundos
do Oral Chroma™, foi utilizado o teste de Friedman para a analise intragrupo e o
teste de Kruskal Wallis para a andlise entregrupos. Em todos os grupos, houve
diferenca estatisticamente significante entre o valor de sulfidreto inicial e o valor
imediatamente apds o tratamento (p<0,05). Nos Grupos 1 e 3, ndo houve diferenca
entre o valor inicial e o controle de sete dias. No Grupo 2, esses tempos nao foram

semelhantes. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

PALAVRAS-CHAVE: Halitose, Terapia Fotodinamica, Bixa orellana, Ensaio
Clinico, LED.



ABSTRACT

Halitosis, also known as bad breath, is a term used to define an unpleasant and foul
odor that emanates from the mouth and may have local or systemic origin. This
project aimed to verify if the treatment with antimicrobial photodynamic therapy
(aPDT) with annatto and a light emitting diode (LED) is effective against it. A total of
44 students or UNINOVE employees with a diagnosis of halitosis were selected,
presenting sulfite (SH2) = 112 ppb in gas chromatography. The patients were
randomly divided into 3 groups, which received different treatments: Group 1 (n=15):
aPDT applied in the region of the back and middle thirds of the tongue; Group 2
(n=14): treatment with tongue scraper; Group 3 (n=15): combined treatment of tongue
scraper and aPDT. For aPDT, annatto was used in a concentration of 20% (Férmula
e Acao®) applied in sufficient amount to cover the back and middle third of the tongue
for 2 minutes for incubation, associated with a LED (Valo Cordless Ultradent®). Six
points were irradiated on the back of the tongue with a distance of 1 cm between the
points, considering the halo of light scattering and effectiveness of aPDT. The
apparatus was previously calibrated at wavelength 395-480 nm for 20 seconds and
energy of 9.6 J per point. The results of the halimetry were compared before,
immediately after treatment and 7 days after. For the analysis of data from the Oral
Chroma™, the Friedman test was used for the intragroup analysis and the Kruskal
Wallis test for the intergroup analysis. In all groups, there was a statistically significant
difference between the initial sulfhydride value and the value immediately after the
treatment (p <0.05). In Groups 1 and 3, there no was difference between the baseline
value and the control of seven days. In Group 2, these times were not similar. There

was no statistical difference between treatments.

KEY WORDS: Halitosis, Photodynamic therapy, Bixa Orellana, Clinical trial, LED.



SUMARIO

1. CONTEXTUALIZACAO ......ooiieeeceeeee e 13
L1, HaltOSE oo 13
1.2. Avaliacdo da Presenca de HalitoSe..........ccccevvvvvieiieieeeececeiininnn, 13
1.3. Tratamento dahalitoSe........cccooeiiiiie 14
1.4. Terapia Fotodindmica na Halitose ... 14
1.5, BiX@Orellana ....cccuuuiiiiiiiiiiiiiieie e 16
1.6, JUSHIFICALIVA. ... 17
1.7, HIPOIESES it 17

2. OBJETIVO ... e 18
2.1, ODJetiVo geral......ceieiiieieei e 18
2.2.  Objetivo eSPECIfiCO....c.uuuiiiieiiiiiiiiie e 18

3. METODOS.......ciiieieteieieeie ettt 19
3.1. Desenho do eStUdO.......cccuuviiiieiiiiiiiiiee e 19
3.2.  Critérios de INCIUSA0.........ccoeeiiiiiiiiiiieiiiee e 19
3.3, Critérios de EXCIUSE0.....coiiiiiiiiiiiiee e 19
3.4, CAalcUlo e amOStra.....cccei i 21
3.5, INTEIVENGOES...cciiiiie e 22

3.5.1. Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT).............. 22
3.5.2. Raspagem lingual.........cccccouumiiiiiiiii 25
3.6. Medidas de resultado.............ooooiiiiiiiiiiiiiii s 25
3.6. 1. HaliMeEtria. . ..uueeeiiieeiiiiiiiiieiee e 25
3.7. Analise EStatistiCa.........ccccuvviiiiiiiiiiiiiieeeee e 28

4., RESULTADOS......co oottt 28



4.1. EStudo 1 =ProtoCOl0....cooouieiiieeeeee e,
4.2. Estudo 2 —Ensaio Clinico Controlado......ccccecevveeveuneen...
2 S [ 1 4 o Yo [ U o= T B

. DISCUSSAO

. CONCLUSAO

4.2.2. Materiais e método

4.2.3. RESUIATOS ..o

. REFERENCIAS. ...,

. ANEXOS

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

Aprovacio do Comité de EtiCa........ceeuvveeieerieieeeeennens
Termo de consentimento livre e esclarecido........
Ficha de EXame ClNICO.....couvveeieeeee e

Artigo 1 publicado.......ccceeeiiiiiiieeiiiii

Comprovante de submisséo do artigo 2...............

Informacdes para membros externos de bancas

28

29

29

30

33

35

38

39

45

45

a7

50

51

58

60



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Diagrama explicativo da Terapia Fotodindmica...............ccccceeeveeeee 16
Figura 2: Fluxograma de atividades................uuuuummmimmimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeinnenes 20
Figura 3: Ajuste do poder do teste em funcdo do tamanho amostral total...... 21

Figura 4: Andlise do extrato de urucum a 20% em diferentes dissolu¢des com

isopropanol, mostrando seu pico de absor¢do, proximo aos460 nm ............... 23

Figura 5: Banda de comprimento de onda do LED (Valo Cordless Ultradent®),
mostrando que um dos seus picos (=460 nm) € compativel com o do extrato de
0T T . G ) 23

Figura 6: Processo de realizagdo da halimetria [37] ..........ccccocviiiiiiiiiiiiiinninns 26

Figura 7: Niveis de sulfidreto antes, imediatamente apods e sete dias apds 0s

=1 e=1 00 1<] 1 10 F TP 34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Pardmetrosdo LED....................

Tabela 2: Estatistica descritivados dados

Tabela 3: Andlise intragrupo € entregrupOS........c.uvveeeeeeeriieeeeee e e svieeenss



LISTA DE ABREVIATURAS

aPDT Terapia Fotodindmica Antimicrobiana

oC Graus Celsius

cm Centimetro

cm? Centimetro quadrado

CONSORT Consolidated Standards of Reporting Trials
CSVs Compostos Sulfurados Volateis

FS Fotossensibilizador

LED Diodo Emissor de Luz

mg Miligrama

ml Mililitro

mM Milimolar

mwW Miliwatts

nm Nandometros

PDT Terapia Fotodinamica

ppb Parte por bilhdo

SH2 Sulfidreto

SPIRIT Standard Protocol Items: Recommendations for Interventional

Trials




13

1. CONTEXTUALIZACAO

1.1. Halitose

A halitose, também conhecida como mau hélito, é um termo utilizado para
definir um odor desagradavel e fétido que emana da boca, podendo apresentar
origem local ou sistémica. Essa condicdo pode interferir na vida social e
profissional dos pacientes, assim como em sua qualidade de vida [1,2]. O mau
halito pode ter causas intra ou extraorais, como 0 uso de medicamentos,
xerostomia, fumo, condicbes sistémicas e higiene oral insuficiente [1,3]. A
presenca de saburra lingual parece ser a principal causa de halitose, inclusive
em pacientes jovens [4]. Produtos bacterianos de bactérias orais anaerdbias sao
de suma importancia. Estas bactérias vivem entre as papilas que compdem a
lingua. Esses microorganismos produzem gases ricos em enxofre, que

ocasionam a presenca de um odor desagradavel[5].

A prevaléncia de halitose é muito variavel, dependendendo da populacao
em questao. Estudos mostram que um terco dos individuos sédo afetados por
halitose moderada [6]. O mau halito afeta aproximadamente de 2,4% a 57,9% de

amostras quando avaliadas pelo método organoléptico ou cromatografia gasosa
[71

1.2. Avaliacdo da Presenca de Halitose

A medicdo de mau cheiro € um aspecto importante para determinar a
magnitude do problema em pacientes individuais e como isso os impacta. Um
teste muito utilizado para a medi¢do da halitose é o teste organoléptico, no qual
um operador previamente treinado e calibrado da uma classificagdo para o odor
gue ele sente exalar da boca do paciente [8]. No entanto, esse teste consiste em
um meétodo subjetivo, uma vez que depende do treinamento e capacidade

olfatéria do avaliador, além de suas condic¢des fisicas e emocionais.

A cromatografia gasosa compde um metodo mais objetivo para a afericao

do halito. Ao utilizar um detector de enxofre, pode-se especificamente detectar
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compostos sulfurados volateis (CSVs) tais como sulfidreto, metil mercaptana e
dimetil sulfeto, os principais componentes de mau odor oral. Porém, um
cromatografo a gas é um aparelho caro, e ndo € muito utilizado clinicamente. A
maioria das clinicas de respiracao fazem uso do Halimeter®. No entanto, o
Halimeter® ndo pode diferenciar os 3 CSVs. O Oral Chroma™ (Abilit Corp.,
Osaka, Japéao) foi introduzido no mercado para aferir CSVs. Ao contrario da
cromatografia padrdo, ele ndo precisa de um gas de transporte especial, como
nitrogénio ou hélio. Ele utliza o ar ambiente como gas de transporte para a
coluna cromatografica. Ele diferencia e quantifica os 3 CSVs separadamente,
produzindo uma avaliagdo mais abrangente da producdo CSVs pela microflora
oral do que o Halimeter®[7]. Assim, esse aparelho detecta, além da presenca de
halitose, a sua provavel origem, de acordo com 0s gases mais prevalentes [9].

1.3. Tratamento da halitose

Os tratamentos mais comuns para a halitose incluem o uso de
enxaguatoérios bucais, tratamento periodontal, instrucbes de higiene bucal e
raspagem lingual [10-13]. Embora o uso de raspadores linguais seja 0 método
convencional mais eficaz para a remocado mecanica da saburra lingual, possa
ser feito facilmente pelos préprios pacientes e seja amplamente recomendado,
€ um procedimento de higiene bucal que é pouco praticado devido ao
desconforto ou a falta de consciéncia [14]. Quando se trata de enxaguatoérios
bucais, alguns deles parecem ser eficientes na reducao temporéaria da halitose,
mas poucos dados a respeito de sua eficiéncia na reducdo da saburra estao
disponiveis [15-17]. A combinac¢do de mais de um tratamento, como limpeza da
lingua associada ao tratamento periodontal e enxague, parece sempre ter
melhores resultados [17,18], o que sugere a complexidade do problema. Diante
disso, percebe-se que € necessario fazer mais pesquisas nessa area,

introduzindo novas técnicas para a reducao dessa condicao.
14. Terapia Fotodindmica na Halitose
Um tratamento que vém sendo cada vez mais utilizado na clinica

odontologica e médica € a terapia fotodinamica (PDT). A PDT ja foi aplicada com

sucesso em lesdes da cavidade oral com um nivel alto de preservacéo de
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funcdes como a fala e a degluticdo [19]. Esta terapia se baseia no principio de
que uma substancia fotossensibilizadora (FS) se liga a células cancerigenas,
microrganismos ou de tecidos ndo desejados e € ativada por uma luz de
comprimento de onda adequado. Durante este processo, radicais livres de
oxigénio (incluindo o oxigénio singleto) sédo formados, levando a necrose ou
apoptose dessas células [20-22] (Figura 1). Além disso, a terapia fotodindmica
também modula o microambiente tecidual, desencadeando uma reacdo que
lembra o reparo tecidual [22]. A PDT apresenta diversas vantagens, como
improvavel desenvolvimento de resisténcia bacteriana, auséncia de efeitos

colaterais e o fato de ser um procedimento ndo-invasivo [23].

A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) representa uma alternati va
para os tratamentos antibacterianos, antifingicos e antivirais convencionai s.
Além disso, quando associada aos métodos de tratamento convencionais, a
aPDT tém apresentado resultados muitos satisfatorios no tratamento de
infeccbes bacterianas na area odontoldégica [22-24]. Na aPDT, os
fotossensibilizadores geralmente utilizados sdo o azul de metileno e o azul de
toluidina, associados a lasers vermelhos [25]. A aPDT também pode ja foi
utilizada em ensaios clinicos para a reducéo da halitose e resultados satisfatorios
foram obtidos [9, 25-27].
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Figura 1: Diagrama Explicativo da Terapia Fotodinamica (Fonte — Arquivo

Pessoal).

15. Bixaorellana (urucum)

As qualidades que um fotossensibilizador (FS) ideal deve ter sé&o: boa
absorcdo na regido visivel do espectro de tecidos biolégicos, facil excrecdo do
organismo apos tratamento, disponibilidade com uma composi¢cdo quimica
conhecida e precursores acessiveis, baixa toxicidade ao tecido humano, mas
alta fotocitotoxicidade para direcionar as bactérias ou fungos, e um elevado

rendimento quantico de oxigénio singleto [28,29].

Bixa orellana, popularmente conhecida como “urucum” é uma planta
nativa do Brasil [30]. Suas sementes produzem um corante que é amplamente
utilizado nas industrias alimenticias, téxtil, de tintas e cosméticos. Esse corante
€ um dos poucos aprovados pela Organizacdo Mundial de Saude, devido a sua
caracteristica atdxica [30]. Ele apresenta importantes atividades antimicrobianas
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[31], e estudos recentes mostraram seu potencial como agente terapéutico e
corante natural [30,32]. O uso de corantes avermelhados e amarelados esta
sendo investigado para a sua utilizacdo na aPDT [33,34]. Devido a suas
caracteristicas positivas, especialmente a falta de atividades mutagénicas e
citotbéxicas, aliadas aos resultados promissores reportados por estudos
laboratoriais sobre seu efeito antimicrobiano, o extrato de Bixa orellana pode ser
considerado um candidato adequado a FS. Além disso, a maioria dos dentistas
ja tem diodos emissores de luz (LEDs) azuis em seus consultérios, entdo a
utilizacdo de um corante vermelho com esses LEDs faria com que a aPDT para

o tratamento da halitose seja mais acessivel.

1.6. Justificativa

Justifica-se a realizacdo do projeto devido a escassez de estudos que
avaliem a reducao da halitose por meio da terapia fotodinamica, apresentando o
urucum como fotossensibilizador e o LED como fonte de luz. Embora o azul de
metileno combinado com o laser vermelho ja tenha sido utilizado com essa
finalidade, este serd o primeiro estudo a avaliar o efeito da aPDT com urucum e
LED para diminuicdo da halitose. O fato de que o urucum é vermelho facilita o
trabalho combinado com um diodo emissor de luz (LED) e permite seu uso em
uma escala maior. Além disso, o LED é de baixo custo e a maioria dos dentistas

ja tem o dispositivo em seus consultérios.
1.7. Hipoteses
Hipotese Alternativa (H1): H& reducdo da halitose por meio dos
tratamentos com aPDT com urucum combinado com o LED e/ou rapador lingual.

Hipotese Nula (HO): Nao ha reducgédo da halitose por meio dos tratamentos

com aPDT com urucum combinado com o LED e/ou raspador lingual.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar se o tratamento com aPDT, utlizando o urucum como
fotossensibilizador e o LED como fonte de luz, é eficaz na reducéo da halitose
quando avaliada pela cromatografia gasosa, assim como comparar esse método
com a utilizacdo do raspador lingual, método convencional mais utilizado, e

observar o efeito dos dois tratamentos combinados.

2.2. Objetivos especificos

Estudo 1: estabelecer um protocolo clinico a fim de possibilitar a
verificacdo da reducédo de halitose com aPDT utulizando o urucum e o LED

azul.

Estudo 2: realizar um ensaio clinico controlado e randomizado baseado

no estudo 1, de modo a avaliar a efetividade dos tratamentos propostos.
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3. METODOS
3.1. Desenho do estudo

Foram selecionados 44 alunos ou funcionarios da UNINOVE com
diagndstico de halitose, apresentando na cromatografia gasosa o sulfidreto (SH2)
= 112 ppb. Os pacientes foram divididos por meio de randomizacéo utilizando
envelopes pardos com respectivos nimeros em trés grupos, de acordo com o
tratamento a ser realizado (Figura 2). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UNINOVE, sob o0 numero de processo
74228417.2.0000.5511. O registro de ensaio clinico internacional foi realizado
na plataforma ClinicalTrials.gov, com o numero NCT03346460. O protocolo
publicado segue o checklist do SPIRIT [35].

3.2. Critérios de Incluséo

Foram incluidos nesta pesquisa pacientes de ambos os sexos, com idade
entre 18 e 25 anos, com diagndstico de halitose apresentando na cromatografia

gasosa o sulfidreto (SH2) = 112 ppb.

3.3. Critérios de Excluséo

Foram excluidos do estudo individuos com anomalias dentofaciais (como
labio leporino, fissuras palatinas e nasopalatinas), em tratamento ortodéntico
e/ou ortopédico, que tinham doencas periodontais (como gengivite ou
periodontite) ou caries dentarias, que estivessem em tratamento oncoldgico, com
alteracdes sistémicas (gastrointestinais, renais, hepaticas), em tratamento com
antibiotico até 1 més antes da pesquisa, respiradores orais, pacientes com lingua

geografica ou fissurada e gravidas.



20

Alunos e Funcionarios da UNINOVE

Recrutamento — n=50

Halimetria

Diagnostico Excluidos
SH2>112ppb SH2<112ppb

Tratamento com aPDT Tratamento com raspador Tratamento com raspador +
aPDT

Nova halimetria imediatamente
apos o tratamento

Controle de sete dias - halimetria

Andlise dos resultados

Figura 2: Fluxograma de atividades.




3.4. Calculo de amostra

Para o calculo do tamanho amostral foram utilizados os dados do
trabalho de Mota et al. [26]:
Inicialmente estabeleceu-se um erro er = [y —3|, ond€j e S0 0s
valores médios dos grupos baseline a tratamento periodontal com PDT. A

partir deste erro, foi calculado o effect size, dado por
err

onde alze 022 séo as variancias dos grhposzum e dois, respectivamente.

Assumindo que os grupos estudados possuem distribuicdo normal ou
aproximadamente normal, que o tamanho amostral sera suficientemente
grande e que serd utilizado um teste bicaudal, para um nivel de significancia
a=0,05 e mantendo o poder do teste 1-=0,90, temos um n=13 para cada
grupo.

Na Figura 3, observa-se que com um tamanho amostral total de 39
sujeitos, ou seja, trés grupos com 13 amostras cada, devera ser demonstrada
a diferenca estatistica mantendo o poder do teste maior ou igual a 0.90. Caso
a hipotese de normalidade das distribuicbes seja rejeitada, o tamanho amostral

deverda ser corrigido em aproximadamente 5%.

o o
I?OIPIT‘

0.7

Power (1-B err prob)
© © o
1 P 1 Y-‘ 1 P 1

e
\,u

70 80 ' do ' 1oo

0 0
Total sample size

Figura 3: Ajuste do poder do teste em fungéo do tamanho amostral total.
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3.5. Intervengdes

3.5.1. Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT)

Foi utilizado o aparelho fotopolimerizador LED — Valo Cordless Ultradent®,
um aparelho de consultério, com radiémetro acoplado. No momento da
realizacdo da aPDT estavam presentes somente o voluntario a ser tratado e o
profissional responsavel, ambos utilizando 6culos especificos para protecao
ocular. A ponta ativa do LED era revestida com pléstico transparente descartavel
(evitando contaminacgdes cruzada e por motivo de higiene) e o profissional estava
devidamente paramentado.

Foi realizada 1 sessédo de aPDT com o fotossensibilizador (FS) urucum
manipulado na concentracdo 20% (Férmula e Acdo®) em spray, aplicado em
guantidade suficiente para cobrir o terco médio e dorso da lingua por 2 minutos
para incubacgéo. O extrato de urucum a 20% foi testado em diferentes bases (6leo
mineral e sorbitol), com a intencdo de suavizar o seu sabor. Porém, o extrato
puro a 20% foi o que teve melhor desempenho quando submetido a andlise de
absorbancia no espectrofotbmetro (Figura 4), mostrando, inclusive, uma maior
absorcdo em um comprimento de onda préximo a 460 nm, o que é compativel
com o comprimento de onda superior efetivo do LED utilizado (Figura 5). O
excesso era removido com sugador de forma a manter a superficie Umida com
o préprio 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. O aparelho foi previamente calibrado com comprimento de
onda 395-480 nm, durante 20 segundos por ponto, energia de 9,6 J, e a luz era
irradiada de modo que seja formado um halo de 2 cm de diametro por ponto. A

Tabela 1 contém todos os parametros utilizados.
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Figura 4: Andlise do extrato de urucum a 20% em diferentes dissolu¢fes com

isopropanol, mostrando seu pico de absor¢do, proximo aos 460 nm.

Banda de comprimento de onda efetiva de polimerizagio de compdsitos

il Comprimento de onda Comprimento de onda
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= 395 nm - 415nm 440 nm - 480 nm
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COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

Figura 5: Banda de comprimento de onda do LED (Valo Cordless Ultradent®),
mostrando que um dos seus picos (=460 nm) é compativel com o do extrato de

urucum [36].



Tabela 1: Parametros do LED.
Comprimento de onda (nm)
Modo de funcionamento
Poténcia radiante média (mW)
Polarizacéo
Diametro de abertura (cm)
Irradiancia na abertura (mW/cm2)
Perfil do Feixe
Area irradiada (cm?2)
Irradiéncia no alvo (mW/cm2)
Tempo de exposicéo (s)
Fluéncia (J/cm2)

Energia radiante (J)

NUumero de pontos irradiados
Area total irradiada (cm2)
NUumero de sessdes

Energia radiante total (J)

24

395-480
Continuo
480
aleatoria
0.9

762

Top hat
3.14

153

20

6.37

9.6

18.8

57.6
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3.5.2. Raspagem Lingual

A raspagem lingual foi realizada por um mesmo operador em todos 0s
pacientes. Eram realizados movimentos pdéstero-anteriores com o raspador
sobre o dorso lingual, seguidos da limpeza do raspador com uma gaze. Esse
procedimento era realizado dez vezes em cada paciente, com 0 objetivo de

padronizar a remog¢ao mecanica da saburra lingual.

3.6. Medidas de resultado

3.6.1. Halimetria

A coleta do ar bucal seguiu as orientacdes do fabricante (Oral Chroma™
Manual Instruction), onde o participante era orientado a fazer um bochecho com
cisteina (10 mM) por 1 minuto, e em seguida permanecer com a boca fechada
por mais 1 minuto. Era introduzida na boca do paciente uma seringa do mesmo
fabricante, propria para coleta do ar bucal. Durante 30 segundos, 0 paciente
permanecia de boca fechada, respirando pelo nariz, sem tocar na seringa com a
lingua. O émbolo era puxado para fora, voltavamos a esvaziar o ar da seringa
na boca do paciente e novamente puxavamos o émbolo para encher a seringa
com a amostra do halito. Limpavamos a ponta da seringa com gaze para remover
a umidade da saliva, colocAvamos a agulha de injecdo de gas na seringa, e
ajustavamos o émbolo para 0,5 ml. Injetavam-se os gases coletados na porta de

entrada do aparelho com um movimento Unico (Figura 6).
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Figura 6: Processo de realizacao da halimetria [37].

Da analise dos CSVs capturados pelo sistema, temos:

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

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

- Dimetilsulfeto: tanto pode ser de origem periodontal como de origem
sisttmica (intestinal, hepatica, pulmonar). Também pode ser causado,
temporariamente, pela ingestao de certos alimentos e bebidas. Ha possibilidade
de se fazer a distincdo entre o dimetilsulfeto de origem bucal e o de origem
sistémica, através da comparacdo dos resultados da halimetria com e sem o
desafio da cisteina (cisteina 10 mM, ou seja 16 mg de cisteina em 100 ml de
agua destilada — 16 mg%). O limiar de percepcao do dimetilsulfeto € o mais
baixo, 8 ppb. Outros odores (ndo CSVs) podem aparecer num pico anterior ao
teoricamente primeiro pico, que é o do sulfidreto.

Para evitar alteracdes na halimetria os participantes foram instruidos a
seguir as seguintes orientacdes: 48 horas antes da avaliagdo evitar a ingestao

de alimentos com alho, cebola e temperos fortes, consumo de alcool e uso de
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antisséptico bucal. No dia da avaliacéo, pela manha, podiam alimentar-se até no
maximo 2 horas antes do exame, abster-se de café, balas, goma de mascar,
produtos de higiene oral e pessoal com perfume (pds-barba, desodorante,
perfume, cremes e/ou tbnico) e a escovacgao deveria ser feita apenas com agua.
Todas as avaliacGes eram realizadas no periodo da tarde, aproximadamente no

mesmo horario.

3.7. Analise Estatistica

Os dados oriundos do Oral Chroma™ foram analisados quanto a sua
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Uma vez que a hipotese de normalidade
foi rejeitada, foi utilizado o teste de Friedman para a analise intragrupo e o teste

de Kruskal Walllis para a analise entregrupos.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo 1 -Protocolo

O estudo 1 trata-se de um protocolo clinico publicado, conforme a

referéncia abaixo:

Gongalves MLL, Mota ACC, Deana AM, Guedes GH, Cavalcante LAS, Prates
RA, Horliana ACRT, Pavani C, Motta LJ, Bitencourt GB, Fernandes KPS,
Salgueiro MCC, Mesquita-Ferrari RA, Silva DFT, Franca CM, Bussadori SK.
Photodynamic therapy with Bixa orellana extract and LED for the reduction of
halitosis: study protocol for a randomized, microbiological and clinical trial. Trials.
2018;19:590. doi: 10.1186/s13063-018-2913-7.

Link: https://trialsjournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13063-018-2913-

Z


https://doi.org/10.1186/s13063-018-2913-z
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4.2. Estudo 2 — Ensaio Clinico Controlado

4.2.1. Introducéo

A halitose é um importante problema de saude multifatorial que afeta a
vida psicoldgica, social e a qualidade de vida dos pacientes. E 0 motivo mais
comum para o encaminhamento para dentistas apos a carie dentaria e doencas
periodontais [39,40]. A prevaléncia estimada de halitose em adolescentes e
adultos parece estar proxima a 31,8% [41]. As condi¢Bes na cavidade bucal sdo
responsaveis por 80% a 90% dos casos de halitose e acredita-se que as
bactérias do dorso da lingua sejam a principal causa de mau odor [42].
Compostos sulfurados volateis (CSVs) sdo gases causadores de halitose
produzidos por bactérias. Esses gases sdo o sulfidreto, a metilmercaptana e
sulfeto de dimetila [39], e o sulfidreto € produzido principalmente na saburra
lingual. Para diagnosticar a halitose, a avaliacdo organoléptica, baseada no
cheiro do ar exalado pela boca e nariz e comparando os dois, € amplamente
utilizada. No entanto, este método depende do avaliador, portanto, os resultados
sao subjetivos e podem ser controversos. Portanto, a medicdo de CSVs com
dispositivos (cromatografia gasosa) estd sendo cada vez mais estudada. O
OralChroma™ tem se mostrado altamente acurado e discrimina entre os trés
principais CSVs associados a halitose, contribuindo ndo s6 para o diagndstico,
mas também para melhor subclassificagédo da halitose, segundo sua origem [43].
Escovacado dental, limpeza da lingua e métodos quimicos, como enxaguatorios
bucais, estdo disponiveis para controlar o mau cheiro. No entanto, ha

discordancia na literatura quanto ao tratamento dessa condicao [44].

A terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) baseia-se na combinacao
de um fotossensibilizador nédo toxico (FS) e um comprimento de onda apropriado
de luz visivel, que na presenca de oxigénio ambiente é ativado e pode promover
uma resposta fototoxica, causando a morte de microorganismos [23]. Ela parece
ser uma ferramenta eficaz no tratamento de infecgcbes no campo da odontologia.
Embora ndo possa substituir a terapia antimicrobiana em seu estagio atual, ela
pode ser usada como terapia adjuvante para facilitar o tratamento de infeccdes
orais [45]. Em estudos anteriores, a aPDT foi utilizada para a reducao da halitose,

com azul de metileno como FS e laser vermelho como fonte de luz, e resultados
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satisfatorios foram obtidos [9-26,27].

Bixa orellana é uma planta nativa da América do Sul e Central. As
sementes desta planta produzem um dos corantes mais  utilizados
mundialmente, chamado urucum. Este é utilizado, ndo apenas em produtos
alimenticios, mas também nas industrias téxtil, de tintas e cosméticos [30]. ApGs
o acafrdo, o urucum é o segundo corante economicamente mais importante e
apresenta grande importancia medicinal e industrial [46]. Suas folhas tém sido
relatadas como possuintes de atividades antimicrobiana, antifungica,
anticonvulsivante, analgésica e antiinflamatéria [47]. As folhas e sementes de B.
orellana mostraram atividade importante contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas [48]. Como é um corante natural ndo téxico, o urucum pode ser
considerado um potencial fotossensibilizador. Além disso, o fato de ser
vermelho, permite seu uso com um diodo emissor de luz (LED) azul, e este tipo
de dispositivo € mais acessivel aos dentistas, visto que a maioria ja 0 possui em
seus consultérios. Consequentemente, o uso de urucum associado a LEDs azuis

possibilitaria o tratamento da halitose com aPDT em maior escala.

O objetivo deste estudo foi verificar a reducdo da halitose avaliada com o
Oralchroma™ ao utilizar a aPDT com urucum e LED azul, bem como comparar
essa terapia com o método convencional mais utilizado, raspagem lingual, e

verificar a associacdo de ambos os tratamentos.

4.2.2. Materiais emétodo

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Universidade Nove
de Julho sob o nimero de processo 74228417.2.0000.5511. Os individuos que
concordaram em participar assinaram voluntariamente um termo de
consentimento livre e esclarecido, conforme estipulado na Resolugcdo 466/2012
do Conselho Nacional de Saude. O protocolo para este estudo foi registrado na
plataforma ClinicalTrials.gov, sob o nUmero NCT03346460 e também se baseia
no protocolo clinico publicado na revista Trials [49]. Como se trata de um ensaio
clinico randomizado, este artigo esta de acordo com o checklist do CONSORT
[50].

Alunos e funcionarios da Universidade Nove de Julho (UNINOVE) foram

recrutados. Nossos critérios incluiram pacientes de ambos 0s sexos, de 18 a 25
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anos de idade, que apresentavam sulfidreto (SH2) = 112 ppb, medido pelo Oral
Chroma™ (Figura 2). Individuos com anomalias dentofaciais (como labio
leporino ou fenda palatina); que estavam em tratamento ortodontico e/ou
ortopédico; que tinham doencas periodontais (como gengivite ou periodontite) ou
caries dentarias; que estavam em tratamento oncoldgico; com alteracbes
sistémicas (gastrointestinais, renais, hepaticas); que haviam sido submetidos a
antibioticoterapia até 1 més antes da pesquisa; que estavam gravidas e fumantes
foram excluidos do estudo. O estudo foi realizado na clinica odontologica da
Universidade Nove de Julho (UNINOVE).

O calculo amostral baseado no estudo de Mota et al. [26] foi realizado, e
um minimo de 13 pacientes por grupo foi estabelecido. Os pacientes foram
randomizados em trés grupos, de acordo com o tratamento a ser realizado
(Figura 2). O Grupo 1 recebeu aPDT com urucum e LED azul; no Grupo 2, os
pacientes foram tratados com raspagem lingual; no Grupo 3, tanto a raspagem
lingual como a aPDT foram realizadas. Os pacientes foram randomizados com
o uso de envelopes opacos com folhas contendo o0 numero do grupo

experimental correspondente.

Em todos os grupos, foi realizada a coleta de ar por via oral, seguindo as
orientacbes do fabricante Oral Chroma™. Sendo um dispositivo, o
OralChroma™ era um assessor cego. Os pacientes foram solicitados a
bochechar com uma solucéo de cisteina (10 mM) por 1 minuto, e posteriormente ,
permanecer com a boca fechada por 1 minuto. Uma seringa do mesmo
fabricante para coleta de ar foi introduzida na boca do paciente. Em seguida, o
paciente permaneceu com a boca fechada por 30 segundos, respirando pelo
nariz, sem tocar na ponta da seringa com a lingua. O émbolo foi puxado para
fora, esvaziado na boca do paciente e puxado novamente para encher a seringa
com a amostra de ar. O émbolo foi ajustado para 0,5 ml e os gases coletados
foram injetados na porta de entrada da unidade em um Unico movimento. Este
procedimento foi realizado em todos os grupos antes, imediatamente apos o
tratamento, e apds sete dias para comparacdo dos niveis de sulfidreto. Para
minimizar as alteracdes neste processo, 0s participantes foram instruidos a
seguir estas instrucdes: 1) 48 horas antes da avaliacdo: evitar a ingestao de

alimentos com alho, cebola e temperos fortes, consumo de alcool e uso de
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bocas. 2) No dia da avaliacdo: ndo comer 2 horas antes do exame; abster-se de
café, doces, goma de mascar, produtos de higiene bucal e escovar os dentes
apenas com agua. Para tornar as avaliacbes mais semelhantes, todos os
pacientes foram todos agendados a tarde, aproximadamente no mesmo horario,

seguindo as mesmas instrucgoes.

O Grupo 1 foi tratado com aPDT. O dispositivo de fotopolimerizagcédo LED
Valo Cordless Ultradent® foi utilizado. Tanto o voluntario quanto o profissional
estavam utilizando 6culos especificos para protecao ocular e a ponta do LED foi
revestida com plastico descartavel (PVC) transparente, evitando a contaminacéo
cruzada. Uma sessdo de aPDT com urucum em spray foi realizada. O extrato de
Bixa orellana foi manipulado na concentragdo de 20% (Férmula e Ac¢éo®) e
aplicado em quantidade suficiente para cobrir o terco médio e posterior da lingua.
Apoés 2 minutos de tempo de pré-irradiacdo, seis pontos no dorso da lingua com
uma distancia de 1 cm entre eles foram irradiados. O aparelho foi pré-calibrado
com o comprimento de onda de 395-480 nm por 20 segundos e 9,6 J de energia
por ponto, que é semelhante a energia usada em outros protocolos de aPDT na
lingua que tiveram resultados satisfatérios [7,26,27]. A Tabela 1 mostra todos os

parametros do LED.

No Grupo 2, a raspagem da lingua foi feita pelo mesmo operador em todos
0s pacientes. Movimentos péstero-anteriores foram realizados com um raspador
de plastico (Halicare®) sobre o dorso lingual, e o raspador era limpo com gaze.
Esse procedimento foi realizado dez vezes em cada paciente, a fim de

padronizar a remocdo mecanica da saburra.

No Grupo 3, os pacientes receberam a raspagem de lingual, conforme
descrito no Grupo 2, seguido da aPDT com extrato de Bixa orellana e LED azul,

descrito no Grupo 1.
Andlise Estatistica

Os dados do Oral Chroma™ foram analisados quanto a sua normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk. Uma vez rejeitada a hipotese de normalidade,
utilizou-se o teste de Friedman para a analise intragrupo e o teste de Kruskal

Walllis para a andlise intergrupos.
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Na Tabela 2, podemos observar a descricdo da populacéo estudada.

Tabela 2: Estatistica descritiva dos dados.

Género
Grupo 1 -aPDT M= 33,3%
(n=15) F = 66,7%
Grupo 2 - M = 20%
Raspador F=80%
(n=14)

Grupo 3—-aPDT M =60%
com raspador F=40%
(n=15)

Idade
Média
(anos)

21

22

21

Medianade Mediana de
sulfidreto

sulfidreto
inicial

821 ppb

920 ppb

343 ppb

imediatamente
apoés
45 ppb

88 ppb

25 ppb

Mediana de

sulfidreto ap6s 7

dias
624 ppb

402 ppb

323 ppb

Em todos os grupos, houve diferenca estatisticamente significante entre o

valor de sulfidreto inicial e o valor imediatamente ap6s o tratamento (p<0,05),

indicando que os tratamentos foram eficazes na redugdo imediata da halitose.

Nos Grupos 1 e 3, ndo houve diferenca entre o valor inicial e o controle de sete

dias, indicando que a halitose retornou aos niveis iniciais apds sete dias. No

Grupo 2, esses tempos nao foram semelhantes. Nao houve diferenca estatistica

entre os tratamentos (Tabela 3 e Figura 7).

Tabela 3: Analise intragrupo e entregrupos.

Intragrupo
Friedman p<0.0001 Friedman p<0.0001
Before After Before
After p<0.05 After p<0.05
7 days ns p<0.05 7 days ns
Entregrupos

Kruskal Wallis 0,0591

Kruskal Wallis

0,1343

After

ns

Friedman

After
7 days

Kruskal Wallis

p0.0007
Before
p<0.05
ns

0,0743

After

p<0.05
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Figura 7: Niveis de sulfidreto antes, imediatamente ap0s e sete dias ap6s 0s
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5. DISCUSSAO

Este € o primeiro ensaio clinico a investigar os efeitos da aPDT com
urucum e LED azul na reducdo da halitose. Apresenta um protocolo inovador e
simples que poderia ser utilizado em larga escala na odontologia, devido ao fato
de que a maioria dos dentistas j& possui LEDs azuis em seus consultorios.
Nossos resultados mostram que essa terapia parece ser efetiva na reducao
imediata da halitose, mas apés 7 dias, esse efeito ndo permaneceu. O periodo
de 7 dias para controle foi estabelecido a fim de verificar a recolonizagdo das
bactérias [49], mas esta geralmente ocorre muito rapidamente na lingua e,
conseguentemente, ndo obtivemos resultados positivos. Além disso, ao pensar
na pratica odontoldgica, o intervalo de 7 dias também representa um periodo em
que os pacientes podem voltar ao consultério, retomar a halimetria e repetir a
aPDT, se necessério. Os dentistas seriam capazes de controlar a presenca de
halitose e tratar pacientes uma vez por semana em casos persistentes. Por outro
lado, os resultados imediatos apds os diferentes tratamentos s&o 0s mais
importantes, pois demonstram a sua eficacia. E necessario realizar novos
ensaios com diferentes tempos de controle, a fim de verificar a durabilidade da
reducéo da halitose nessa técnica.

No grupo no qual foi utilizado o raspador lingual (Grupo 2), embora tenha
havido um aumento de halitose quando comparado aos resultados imediatos, os
niveis de sulfidreto ndo retornaram ao valor inicial, ao contrario dos outros
grupos. Isso pode ter acontecido porque, com o uso do raspador de lingua
durante a sesséo, 0s pacientes poderiam se tornar mais conscientes de como a
limpeza da lingua deveria acontecer e tentar repeti-la em casa. Um resultado
semelhante deveria ser esperado, entdo, no Grupo 3 (raspagem e aPDT). No
entanto, esse resultado provavelmente ndo foi alcangcado porque o valor basal
de SH2 nesse grupo ja era menor quando comparado com 0S outros grupos
(Tabela 3 e Figura 7), e consequentemente os valores voltaram mais facilmente
ao inicial.

O tratamento da halitose € um tema controverso na literatura e que ainda
precisa de atencdo, pois muitas vezes essa condi¢cdo resulta no isolamento
social do paciente e pode, eventualmente, causar depresséo [51]. A combinacao

de tratamentos, como limpeza da lingua, tratamento periodontal e enxaguatorios,
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parece sempre apresentar melhores resultados [17,18]. A raspagem da lingua
pode ser feita facilmente pelos proprios pacientes e € amplamente
recomendada, mas é pouco praticada devido ao desconforto, pois pode causar
nausea, ou pela falta de consciéncia da necessidade de raspar o dorso lingual
[14]. Além disso, estudos mostraram que a autolimpeza da lingua por si s6 nao
€ completamente eficiente para a reducéo da halitose e deve estar associada a
tratamentos no consultério, como os periodontais [13,52]. Quando se trata do
uso de enxaguatorios bucais, ha evidéncias limitadas de que eles podem ser
eficazes na reducdo da halitose e estudos ndo mostram um efeito benéfico para
a reducdo da saburra lingual [15]. Ademais, 0 uso de agentes antimicrobianos
estd associado a alguns efeitos colaterais, como sabor desagradavel,
manchamento e danos a microflora oral normal [53]. A complexidade desta
condicdo e seu controle esta sendo cada vez mais pesquisada e novos métodos,
como o uso de probidticos [54] e agentes naturais [55], semelhantes a Bixa
orellana, estdo sendo introduzidos nos estudos.

A terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) esta sendo usada em varias
areas, como céries, tratamentos periodontais e endodénticos e feridas orais [23].
Ao contrario dos métodos antimicrobianos convencionais, a aPDT tem as
vantagens de ser um procedimento ndo invasivo, ndo resulta em efeitos
colaterais indesejaveis, e o desenvolvimento de resisténcia por bactérias é
improvavel [23]. Além disso, pode-se especular que 0s pacientes também
tendem a valorizar formas novas e tecnoldgicas de tratamento, o que poderia
aumentar a satisfacdo com essa terapia. A aPDT para a reducéo da halitose foi
aplicada em outros estudos e bons resultados foram obtidos [9,26,27]. Nestes
artigos, o azul de metileno, como um fotossensibilizador, e lasers vermelhos
foram usados. Por outro lado, essas investigacfes usando aPDT para o
tratamento da halitose mostram seus efeitos apenas imediatamente apds o

tratamento.
A Bixa orellana € um FS natural, inovador e avermelhado, o que permite

seu uso com LEDs azuis, podendo tornar este protocolo de tratamento mais
acessivel, ja que a maioria dos dentistas jA possui essa fonte de luz em seus
consultorios para a fotopolimerizacdo das resinas compostas. Novos aparelhos
devem ser testados para testar sua efetividade com essa técnica. Embora alguns

estudos com curcumina e LEDs azuis para a desinfec¢do oral ja tenham sido
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realizados [56,57], este € o primeiro estudo a utilizar o extrato de Bixa orellana
na reducao da halitose. Em um estudo recente, o efeito da luz azul na presenca
de corantes vermelhos na producdo de maus odores em um biofilme oral
experimental foi testado [58] e concluiu-se que eles podem ser eficazes contra
bactérias produtoras de CSVs. Portanto, a aPDT para o tratamento da halitose

poderia ser mais facilmente introduzida na praticaodontologica.

Também € importante ressaltar que, enquanto a halitose € uma questao
importante para os jovens, a maioria dos estudos sobre esse assunto € realizada
em pacientes adultos/idosos. Além disso, a saburra lingual parece ser a principal
causa de halitose nessa populacéo [4]. E crucial estudar a faixa etaria em
questdo neste protocolo e possiveis tratamentos para reduzir a presenca de

saburra lingual em adultos jovens.

O diagndstico de halitose também pode ser questionavel. O mau odor oral
pode ser medido por meio de medidas organolépticas, nas quais um operador
treinado avalia a respiragcdo ou a cromatografia gasosa [59]. Como depende do
avaliador, o método organoléptico pode ser muito subjetivo. O padrao ouro para
medir objetivamente a respiracdo € quantificar os compostos sulfurados volateis
(CSVs) produzidos pela flora oral usando o dispositivo Oral Chroma™[60]. Além
disso, devido a sua capacidade de distinguir entre os CSVs, o OralChroma™se
apresenta como o mais adequado para determinar a halitose na pesquisa
cientifica [8] e, por isso, escolhemos este método em nosso estudo.

Como limitacbes do estudo, podemos citar a falta de analise
microbioldgica e o fato de que alguns pacientes sentiram desconforto durante a
raspagem da lingua e aPTD. Além disso, houve alguma dificuldade em
convencer 0s pacientes a retornarem para o controle de 7 dias, porém nao houve

perda de pacientes.
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6. CONCLUSAO

A aPTD com urucum e LED azul parece ser efetiva na reducédo imediata
da halitose, mas esse efeito ndo permaneceu no controle de sete dias. Nao
houve diferenca entre o raspador lingual e a aPDT. Mais estudos séo
necessarios para verificar diferentes tempos de controle e analises em nivel

microbiolégico.
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Titulo da Pesquisa: EFEITO DA TERAPIA FQTODINAMICA COM URUCUM E LED NA REDUCAO DA
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Nuamero do Parecer: 2.525.893

Apresentagao do Projeto:

A halitose, também conhecida como mau halito, € um termo utilizado para definir um odor desagradavel e

fétido que emana da boca, podendo apresentar origem local ou sistémica.

Objetivo da Pesquisa:

45

observar a presenca de halitose e verificar se o tratamento com terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT)

é eficaz contra esta.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

No tratamento com a PDT e raspador, o paciente pode sentir ndusea quando o profissional manipular a

lingua. Caso isso ocorra, o procedimento sera interrompido e retomado apenas quando o paciente relatar

melhora na nausea.

Beneficio: Reducgdo imediata da halitose.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Estudo direcionado para avaliar o efeito antimicrobiano da terapia fotodinamica no nivel de halitose,

qualidade da saliva e fun¢cdes orofaciais.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos foram apresentados.
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Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Todas as pendéncias anteriores foram sanadas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Para inicio da coleta dos dados, o pesquisador devera se apresentar na mesma instancia que autorizou a
realizacdo do estudo (Coordenadoria, Supervisdao, SMS/Gab, etc).

O participante da pesquisa (ou seu representante) e o pesquisador responsavel deverao rubricar todas as
folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do
referido Termo, conforme Carta Circular no 003/2011 da CONEP/CNS.

Salientamos que o pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Lembramos que esta modificacao

necessitara de aprovacao ética do CEP antes de ser implementada.

Ao pesquisador cabe manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo
fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP (Res. CNS 466/12 item X1. 2. f).

De acordo com a Res. CNS 466/12, X.3.b), o pesquisador deve apresentar a este CEP/SMS os relatérios
semestrais. O relatdrio final devera ser enviado através da Plataforma Brasil, icone Notificacdo. Uma copia
digital (CD/DVD) do projeto finalizado devera ser enviada a instancia que autorizou a realizagdo do estudo,

via correio ou entregue pessoalmente, logo que o mesmo estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/12/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_980780.pdf 16:50:20
TCLE / Termos de | TCLEurucum.docx 06/12/2017 |Marcela Leticia Leal Aceito
Assentimento / 16:49:16 | Goncalves
Justificativa de TCLEurucum.docx 06/12/2017 |Marcela Leticia Leal Aceito
Auséncia 16:49:16 | Goncalves
Projeto Detalhado / | Novoprojetourucumdoutorado.docx 23/11/2017 |Marcela Leticia Leal Aceito
Brochura 21:09:33 |Goncalves
Investigador
Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 02/11/2017 |Anna Carolina Ratto | Aceito

CONEP_2326915.pdf 09:19:05 | Tempestini Horliana
Folha de Rosto folhaderostoassinada.pdf 21/08/2017 |Marcela Leticia Leal Aceito
14:02:36 | Goncalves

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 05 de Margo de 2018

Assinado por:
Andrey Jorge Serra
(Coordenador)
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8.2. Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
DIRETORIA DA SAUDE
DOUTORADO EM BIOFOTONICA APLICADA AS CIENCIAS DA SAUDE

Termo de Consentimento para Participagdo em Pesquisa Clinica:

Nome do Voluntario:

Nome do Responsavel:

Endereco:

Telefone para contato: Cidade: CEP:

Email:

As informacdes contidas neste prontuario foram fornecidas pela aluna Marcela
Leticia Leal Goncalves (doutoranda em Biofoténica Aplicada as Ciéncias da Saude
da Universidade Nove de Julho) e Prof2. Dr? Sandra Kalil Bussadori, objetivando
firmar acordo escrito mediante o qual, o voluntario da pesquisa autoriza sua
participagéo 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: EFEITO DA TERAPIA FOTODINAMICA COM
URUCUM E LED NA REDUCAO DA HALITOSE- ENSAIO CLINICO

2. Objetivos: avaliar o efeito antimicrobiano da terapia fotodindmica no nivel de
halitose, qualidade da saliva e func¢des orofaciais.

3. Justificativa: diante da auséncia de relatos na literatura relacionados a utilizagéo
da terapia fotodinamica no tratamento da halitose, faz-se necessario avaliar esta
relacdo, assim como identificar o nivel e o tipo de halitose presente e um protocolo
eficaz de tratamento.

4. Procedimentos da Fase Experimental: A pesquisa sera realizada com pacientes
de ambos o0s sexos, com idades entre 18 e 50 anos. Primeiramente sera verificada
a presenca ou ndo de halitose por meio do dispositivo portétil Oral Chroma, onde,
coloca-se a seringa prépria 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 nao toque a
ponta da seringa com a lingua. Puxa-se o 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, receberao,



raspagem lingual e terapia fotodindmica. Espera-se que as consultas durem um
total de aproximadamente 40 minutos.

Desconforto ou Riscos Esperados: No tratamento com a PDT e raspador, 0
paciente pode sentir nausea quando o profissional manipular a lingua.

Informacdes: O voluntario tem garantia que recebera respostas a qualquer
pergunta ou esclarecimento de qualquer davida quanto aos procedimentos, riscos
beneficios e outros assuntos relacionados com pesquisa. Também o0s
pesquisadores supracitados assumem 0 compromisso de proporcionar
informacéo atualizada obtida durante o estudo, ainda que esta possa afetar a
vontade do individuo em continuar participando.

Qualquer duvida os responsaveis poderao ser contatados pelos fones: Dra. Sandra
(11) 98381-7453 ou Marcela L. L.Gongalves (13) 997047174. Duvidas sobre
questdes éticas deverdo ser encaminhadas ao Comité de ética e pesquisa da
Uninove através do email comiteetica@uninove.br.

10.

11.

12.

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

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

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

Garantia do Sigilo: Os pesquisadores asseguram a privacidade dos voluntarios
guanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa.

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

Local da Pesquisa: A pesquisa sera desenvolvida na Universidade Nove de Julho
(UNINOVE).

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa da Uninove: Rua. Vergueiro n® 235/249

13.

14.

— Liberdade — SP - CEP. 01504-001 -1° andar

Nome Completo e telefones dos pesquisadores para contato:

Orientador: Prof2 Dr2 Sandra Kalil Bussadori — Tel (11) 98381-7453

Pesquisadora: Marcela Leticia Leal Gongalves — Tel (11) 99704-717

Consentimento pos-informacao:
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mailto:comiteetica@uninove.br

Eu, , responsavel pelo
menor , apos leitura e
compreensao deste termo de informacéo e consentimento, entendo que a
participacdo € voluntaria e que € permitido se retirar do estudo a qualguer momento,
sem prejuizo algum. Confirmo que recebi copia deste termo de consentimento, e
autorizo a execuc¢édo do trabalho de pesquisa e a divulgacdo dos dados obtidos
neste estudo no meio cientifico.

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

Santos, de de 2017.

Nome do responsavel (por extenso):

Assinatura:

12 via: Instituicdo

22 via: Voluntario
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8.3. Ficha de Exame Clinico
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NOME

IDADE

ANAMNESE

SIM Nao

QUAL/QUANTOS?

Tem algum problema de saude?

Faz uso de algum medicamento? Qual?

Tem ou teve alguma reacao alérgica (alimento/medicamento)?

Fuma?

Tem ou teve problema no coracéao?

Tem dificuldade de digestédo ou algum problema estomacal?

Tem problema no intestino?

E respirador bucal (respira a maior parte do tempo pela boca)?

Tem diabetes?

Faz uso de algum tipo de substancia ilicita (droga)?

Quantas vezes por dia escova os dentes?

Qual creme dental utiliza?

Usa enxaguatorio bucal?

Usa fio dental?

Tem hébito de limpar a lingua?

Sua gengiva sangra?

Sente a boca descamar?

Tem sensacéo de boca seca?

Senti gosto ruim na boca ou sensacgdo de mal halito?

EXAME CIiNICO

Presenca de carie?

Alteracdes gengivais?

Descamagédo da mucosa?

Labios ressecados?

LINGUA

Saburra: 1/3, 2/3, total?

HALIMETRIA

ORALCHROMA COM CISTEINA

ANTES

antes | depois

7 dias

SH2

CH3SH

TRATAMENTO

RASPADOR

aPDT

aPDT + RASPADOR
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8.4. Artigo 1publicado

Gongalves et al. Trials (2018) 19:590
https://doi.org/10.1186/513063-018-2913-z Tri a IS

STUDY PROTOCOL Open Access

Photodynamic therapy with Bixa orellana g
extract and LED for the reduction of

halitosis: study protocol for a randomized,
microbiological and clinical trial

Marcela Leticia Leal Gongalves', Ana Carolina Costa da Mota', Alessandro Melo Deana', Guelton Hirano Guedes',
Lisyanne Araujo de Souza Cavalcante?, Renato Aratjo Prates', Anna Carolina Ratto Tempestini Horliana',
Christiane Pavani', Lara Jansiski Motta', Greice de Brito Bitencourt?, Kristianne Porta Santos Fernandes’,
Monica da Consolacdo Canuto Salgueiro®, Raquel Agnelli Mesquita-Ferrari®, Daniela Fatima Teixeira da Silva',
Cristiane Miranda Franca® and Sandra Kalil Bussadori"'®

Abstract

Background: Halitosis is an unpleasant breath odour that can interfere with the professional life, social life and quality
of life of people who suffer from it. A modality of treatment that has been increasing in dentistry is antimicrobial
photodynamic therapy (aPDT). Bixa orellana, popularly known as “urucum” is a plant native to Brazil. The seeds are
used to produce a dye that is largely used in the food, textile, paint and cosmetic industries. The aim of this study is to
verify whether aPDT with Bixa orellana extract and blue light-emitting diodes (LEDs) is effective in reducing halitosis. This
method will also be compared with tongue scraping, the most commonly used conventional method for tongue coating
removal, and the association of both methods will be evaluated.

Methods/design: A randomized clinical trial will be conducted at the dental clinic of the Universidade Nove de Julho.
Thirty-nine patients will be divided by block randomization into three groups (n = 13) according to the treatment to be
performed. In Group 1, tongue scraping will be performed by the same operator in all patients for analysis of
the immediate results. Patients will also be instructed on how to use the scraper at home. Group 2 will be treated with
aPDT with Bixa orellana extract and the LED light curing device: Valo Cordless Ultradent®. Six points in the tongue
dorsum with a distance of 1 cm between them will be irradiated. The apparatus will be pre-calibrated at wavelength
395-480 nm for 20 s and 96 J per point. In Group 3, patients will be submitted to the tongue scraping procedure, as
well as to the previously explained aPDT. Oral air collection with the Oral Chroma™ and microbiological collections of
the tongue coating shall be done before, immediately after and 7 days after treatment for comparison.

Discussion: Halitosis treatment is a topic that still needs attention. The results of this trial could support decision-making
by clinicians regarding aPDT using blue LEDs for treating halitosis on a daily basis, as most dentists already have this light
source in their offices.

Trial registration: ClinicalTrials.gov, NCT03346460. Registered on 17 November 2017.

Keywords: Halitosis, Photodynamic therapy, Bixa orellana

* Correspondence: sandraskb@gmail.com

'Biophotonics Applied to Health Sciences, Universidade Nove de Julho,
Vergueiro Street, 235/249, Liberdade, Sao Paulo, SP ZIP 01504-001, Brazil
Full list of author information is available at the end of the article

© The Author(s). 2018 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 40
International License (httpz//creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommens.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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Clinical Oral Investigations

Antimicrobial photodynamic therapy with Bixa orellana extract and blue LED in the
reduction of halitosis — a randomized, controlled clinical trial
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Abstract: Objectives

To evaluate the reduction of halitosis when using antimicrobial photodynamic therapy
(aPDT) with annatto and blue LED.

Materials and Methods

Forty-four students or UNINOVE employees with a diagnosis of sulfide (SH2) = 112
ppb in gas chromatography were selected. The patients were divided in groups: Group
1 (n=15): aPDT with annatto and LED; Group 2 (n=14): tongue scraping; Group 3
(n=15): tongue scraping and aPDT. For aPDT, annatto was used in a concentration of
20% (Férmula e Agdo®) on the tongue for 2 minutes, associated with a LED (Valo
Cordless Ultradent®). Six points were irradiated on the back of the tongue with a
distance of 1 cm, at wavelength 395-480 nm for 20 seconds, energy of 9.6 J and
radiant energy of 6.37 J/lcm2 per point. The results of the halimetry were compared
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before, immediately after treatment and 7 days after. The Friedman test was used for
the intragroup analysis and the Kruskal Wallis test for the intergroup analysis.

Results

In all groups, there was a difference between baseline and the value immediately after
the treatment. In Groups 1 and 3, there was no difference between the baseline and
the 7 days control. In Group 2, these times were not similar. There was no statistical
difference between groups.

Conclusions

Groups 1 and 3 provided immediate reduction of halitosis, but did not maintain the
reduced levels after 7days.

Clinical Relevance

It is an innovative, inexpensive and simple technique that could be used in a large
scale in dentistry because most dentists already have blue LEDs in their offices.
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8.6. Informagbes para membros externos de bancas

Caro(a) professor(a), agradecemos ter aceitado nosso convite, ficaremos

muito honrados com sua presenca.

Para facilitar sua analise, esclarecemos que os trabalhos de dissertacao e
tese do Programa de Pos-graduacao em Biofotbnica Aplicada as Ciéncias

da Saude devem seguir a seguinte estrutura:

1. Contextualizac&o do objeto de estudo com a respectiva justificativa,
2. Objetivos que devem estar alinhados aos artigos publicados;

3. Métodos. Toda metodologia utilizada no(s) artigo(s);

4. Resultados. Descricdo dos resultados ainda ndo publicados e/ou apenas
a referéncia completa do(s) manuscrito(s) publicado(s) ou aceito(s) para
publicacdo no caso de todos resultados ja terem sido aceitos ou publicados.

Os artigos devem estar disponiveis na se¢ao “Anexos”.

5. Discusséo. Abordagem do conjunto dos resultados frente a literatura

pertinente;
6. Conclusao. Descricao concisa do significado dos resultados;

7. Anexo. InformacBes adicionais ndo reportadas nas secdes anteriores e

o(s) artigo(s) publicado(s) ou submetido(s) a publicacéo.



