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RESUMO

Halitose é um termo que define qualquer odor ou mau-cheiro proveniente da
cavidade oral, que pode apresentar origem local ou sistémica. Esta pesquisa tem
como objetivo verificar se o tratamento com terapia fotodindmica antimicrobiana
(aPDT) e o tratamento com uso de probioticos sdo eficazes na sua eliminacéo.
Foram selecionados 52 pacientes, de 18 a 25 anos, com diagndstico de halitose,
apresentando na cromatografia gasosa o sulfidreto (SH2) = 112 ppb. Os
participantes foram divididos aleatoriamente em 4 grupos (n=13), que receberam
tratamentos distintos: Grupo 1: tratamento com escovacéo, fio dental (todos os
participantes foram orientados por meio de palestra a realizar escovagdo com
dentifricio contendo fluoreto de amina em sua composicao (EImex®) e uso de fio
dental, 3 vezes ao dia ap0s as refeicbes durante 30 dias e raspador de lingua;
Grupo 2: escovagéo, fio dental e aPDT com urucum e LED azul, aplicada na
regido de dorso e terco médio da lingua; Grupo 3: escovacao, fio dental e
probioticos (capsulas manipuladas em farmacia contendo cepas de Lactobacillus
salivarius WB21 (6,7 x 108 UFC) e xilitol (280mg). Foram entregues 42 capsulas
para cada paciente, que ingeriram 1 capsula, 3 vezes ao dia apdés as refei¢oes,
durante 14 dias; Grupo 4: escovacdo, fio dental, aPDT e probiéticos. Os
resultados clinicos mostraram reducéo imediata da halitose com a aPDT, com o
uso do raspador e com o uso das duas terapias combinadas. O resultado
imediato mostra a eficacia desses tratamentos, por um periodo menor do que o
de 7 dias. O uso de probiéticos ndo apresentou diferenca nos niveis de sulfidreto,
em relacdo aos niveis iniciais. Quanto aos resultados microbiolégicos, quando
as amostras de saburra lingual foram analisadas por PCR quantitativo para
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Tannerella forsythia, ndo foi
possivel observar diferenca (p<0,05) entre os grupos para nenhuma das
bactérias avaliadas. Quanto ao microbioma, uma amostra representativa foi
analisada. Nao houve diferenca para alfa diversidade entre as amostras
estudadas pela andlise de Chaol, Shannon e Simpson. Quanto a analise de
abundéncia relativa quanto aos géneros encontrados foi observada diferenca
somente no género Pseudarthrobacter (p<0.05) entre 0 G2 e 0 G3 aos 14 dias.
Em relacdo aos outros grupos e tempos ndo houve diferenca (p<0,05) quanto a
abundancia relativa para espécie e género. Portanto, pode-se concluir que o
tratamento com aPDT e/ou probiético ndo foram capazes de alterar ap6s 30 dias
a microbiota na saburra lingual de pacientes com halitose nessas condi¢cdes
experimentais.

Descritores: Halitose, Terapia Fotodinamica, Bixa orellana, Probioticos

Clinical Trials: NCT03996044



ABSTRACT

Halitosis is a term that defines any odor or bad smell originating from the oral
cavity, which may have local or systemic origin. This project aims to verify whether
treatment with antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) and treatment with
probiotics are effective in eliminating it. 52 patients were selected, aged 18 to 25
years, diagnosed with halitosis, presenting sulfide (SH2) = 112 ppb on gas
chromatography. Participants were randomly divided into 4 groups (n=13), which
received different treatments: Group 1: treatment with brushing, dental floss (all
participants were instructed through a lecture to brush with a toothpaste containing
amine fluoride in its composition (EImex®) and use of dental floss, 3 times a day
after meals for 30 days and tongue scraper; Group 2: brushing, dental floss and
aPDT with annatto and blue LED, applied to the back and middle third of the
tongue ; Group 3: brushing, dental floss and probiotics (capsules manufactured in
a pharmacy containing strains of Lactobacillus salivarius WB21 (6.7 x 108 CFU)
and xylitol (280mg). 42 capsules were given to each patient, who ingested 1
capsule, 3 times a day after meals, for 14 days; Group 4: brushing, flossing, aPDT
and probiotics. Clinical results showed an immediate reduction in halitosis with
aPDT, with the use of the scraper and with the use of both therapies combined.
The immediate results show the effectiveness of the treatments, for a period
shorter than 7 days, which has yet to be discovered. The use of probiotics showed
no difference in sulfide levels compared to initial levels. As for the microbiological
results, when the tongue coating samples were analyzed by quantitative PCR for
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Tannerella forsythia, it was not
possible to observe a difference (p<0.05) between the groups for any of the
bacteria evaluated. As for the microbiome, a representative sample was analyzed.
There was no difference in alpha diversity between the samples studied by Chaol,
Shannon and Simpson analysis. Regarding the analysis of relative abundance
regarding the genera found, a difference was observed only in the genus
Pseudarthrobacter (p<0.05) between G2 and G3 at 14 days. In relation to other
groups and times, there was no difference (p<0.05) regarding relative abundance
for species and genus. Therefore, taking into account the limitations of this study,
it can be concluded that treatment with aPDT or probiotics were not able to alter
the microbiota in the tongue coating of patients with halitosis under these
experimental conditions.

Keywords: Halitosis, Photodynamic therapy, Bixa orellana, Probiotics
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1 Halitose

Halitose é um termo que define qualquer odor ou mau-cheiro proveniente da
cavidade oral, que pode apresentar origem local ou sistémica [1].

Compostos Sulfurosos Volateis (CVS) sdo componentes quimicos que estédo
relacionados com a halitose s&o eles: o sulfeto de hidrogénio (H2S),
metilmercaptanas (CH3SH) e o Dimetilsulfeto (CH3SCH3) [2-5].

Existem diferentes métodos de diagnostico de halitose: a avaliagcao clinica,
conhecida como teste organoléptico, um método subjetivo que consiste em sentir
o cheiro exalado pela boca e pelo nariz, e em seguida, quantificar esse odor com
0 uso de uma escala. Os CVS podem ser medidos com o0 uso de monitores de
sulfeto. E a cromatografia gasosa, o método mais apropriado para o diagnostico
da halitose de qualquer origem, pois realiza a mensuracéo de 3 principais gases
sulfidreto, metilmercaptana e dimetilsulfeto [6-8]. Apesar de ter uma etiologia
complexa, as bactérias anaerdbias sdo apontadas como a principal causa [6]. A
prevaléncia de halitose € alta, sendo possivel encontrar na literatura valores
acima de 50% [9].

Os tratamentos convencionais utilizados no controle da halitose consistem
basicamente no uso de dentifricios e colutérios, contendo substancias
bactericidas, uso de raspador lingual, tratamento das lesdes de céarie e da doenca
periodontal, além do controle da xerostomia [10]. Alguns estudos sugerem que 0

fluoreto de amina tem efeito positivo na diminui¢éo da halitose [9].

1.2 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT)

Estudos mostram que tratamentos alternativos, como a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana (aPDT) [12-14] e probi6ticos, tem sido usado na tentativa de
controlar a halitose [9,10,15].

A aPDT é um tratamento no qual € utilizado um agente fotossensibilizador que
na presenca de luz, produz radicais livres de oxigénio levando a morte celular
[16].
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Os probidticos sé@o definidos como microorganismos que proporcionam efeitos
benéficos para a saude do hospedeiro quando absorvidos por ele. S&o
frequentemente utilizados em alimentos e produtos fermentados, além de serem
utilizados em manipulacdes farmacéuticas [17].

As vantagens de abordagens alternativas sédo reduzir os danos aos tecidos e
evitar resisténcia bacteriana.

Protocolos com o uso de LED na reducéo da halitose ja foram desenvolvidos e
obtiveram resultados positivos, observando recolonizacao a partir de 7 dias do
tratamento [12, 19], a proposta desse projeto € dar continuidade a esses
protocolos, acrescentando o uso de probidticos e a analise por cromatografia

gasosa até 30 dias apés o tratamento para avaliar sua eficacia.

1.3 Probidticos

O uso de probidticos na odontologia apresenta um tratamento inovador, capaz
de modificar a microbiota oral, pois esses microrganismos aderem e recolonizam
a cavidade bucal, principalmente no que diz respeito a halitose ja que a
microbiota oral € complexa, sendo um grande desafio no desenvolvimento de
protocolos de prevencao e tratamento da doenca [20].

Em uma revisao sistematica e meta-andlise, Huang et al. (2022) concluiram que
algumas cepas de probidticos como Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
reuteri, Streptococcus salivarius e Weissella cibaria podem aliviar a halitose em
curto prazo [21]

O presente estudo prop6e um ensaio clinico controlado para comparar o efeito
da terapia fotodinAmica e o uso de probio6ticos no controle da halitose.

2. JUSTIFICATIVA

A halitose é considerada um importante fator social, pois interfere nas relacdes
interpessoais. Além de gerar preocupacdes relacionadas a saude fisica do
individuo pode provocar alteracbes psicoldgicas, conduzindo & uma barreira
social [18].

Justifica-se a realiza¢é@o do projeto devido a escassez de estudos que avaliem a

reducdo da halitose por meio da terapia fotodindmica e do uso de probidticos,
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apresentando o urucum como fotossensibilizador e o LED como uma fonte de
luz mais acessivel aos dentistas. Embora o azul de metileno combinado com o
laser vermelho ja tenha sido utilizado com essa finalidade [12, 13, 14, 19], este
estudo ira 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 consultorios.

3. HIPOTESES

H1: Ha diminuicdo da halitose ap6s o uso da terapia fotodindmica empregando

uso de corante vermelho e LED azul.

I O

2: Ha diminuicao da halitose apds o tratamento com probidticos.

T

3: Ha alterac&do microbiologica apos a terapia fotodinamica antimicrobiana.

I

4: H& alteracdo microbioldgica apds o tratamento com probiéticos.

HO: N&o ha alterac&o da halitose apds o uso da terapia fotodindmica empregando
o uso de corante vermelho e LED azul. Ndo ha alteracdo da halitose ap6s o
tratamento com probiéticos. Nao ha alteracdo na halitose ap6s o tratamento
associado com aPDT e probiéticos. Nao ha alteracdo microbiol6gica apés a
terapia fotodinAmica antimicrobiana. Nao ha alteracdo microbiolégica apds o
tratamento com probidticos. Nao héa alteracdo microbioldgica apés o tratamento

associado com aPDT e probiéticos.

4. OBJETIVO

4.1 Objetivo geral:

17



Verificar se o tratamento com aPDT, utlizando o urucum como
fotossensibilizador e o LED como fonte de luz, é eficaz na reduc&o imediata da
halitose quando avaliada pela cromatografia gasosa.

4.2 Objetivos especificos:

1- Comparar a aPDT com a utilizacao do raspador lingual, método convencional
mais utilizado, uso de fio dental e escovagdo com dentifricio com fluoreto de
amina (Elmex®) e uso de probidticos associado ou nédo a aPDT.

2- Realizar a andlise microbiologica quantitativa das bactérias presentes na
saburra lingual antes e depois do tratamento, por meio do PCR em tempo real

e Microbioma.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Desenho do estudo

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Nove
de Julho, sob o nimero de processo 20123519.4.0000.5511 (CAAE) e parecer
3.669.442, no dia 29 de outubro de 2019. O registro de ensaio clinico
internacional foi realizado na plataforma ClinicalTrials.gov, com o ndmero
NCT03996044. O protocolo publicado segue o checklist do SPIRIT.

Essa pesquisa teve auxilio financeiro da Fapesp (2019/ 14229-6 e 2022/16828-
7) e apoio da Capes (88887.818185/2023-00).

Foram incluidos 52 participantes, alunos ou funcionarios da UNIMES e da
UNINOVE, de ambos os sexos, de 18 a 25 anos, com diagnéstico de halitose
apresentando na cromatografia gasosa o sulfidreto (SH2) = 112 ppb. Os 52
participantes diagnosticados com halitose foram divididos aleatoriamente nos 4
grupos experimentais (n = 13 por grupo). Grupo 1: tratamento com escovacao,
fio dental (todos os participantes foram orientados, por meio de aulas e arquivos
enviados, a realizar escovacdo com dentifricio contendo fluoreto de amina em
sua composicao (EImex®) e o uso de fio dental, 3 vezes ao dia apos as refei¢oes,

durante 30 dias) e raspador de lingua; Grupo 2: escovacéo, fio dental e aPDT

18



com urucum e LED azul, aplicada na regido de dorso e terco médio da lingua;
Grupo 3: escovacao, fio dental e probioticos (capsulas manipuladas em farmacia
contendo cepas de Lactobacillus salivarius WB21 (6,7 x 108 UFC) e xilitol
(280mg). Foram entregues 42 capsulas para cada paciente, que deveria ingerir
1 céapsula, 3 vezes ao dia apos as refeicdes, durante 14 dias); Grupo 4:

escovacao, fio dental, aPDT e probidticos.

5.2 Critérios de Incluséao

Foram incluidos nesta pesquisa participantes de ambos os sexos, de 18 a 25
anos, com diagnodstico de halitose apresentando na cromatografia gasosa o
sulfidreto (SH2) = 112 ppb.

5.3 Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo individuos com anomalias dentofaciais (como labio
leporino, fissuras palatinas e nasopalatinas), em tratamento ortoddntico e/ou
ortopédico, que estejam em tratamento oncoldgico, com alteracdes sistémicas
(gastrointestinais, renais, hepaticas), em tratamento com antibiotico até 1 més

antes da pesquisa e gravidas.

5.4 Randomizacéao

A randomizacdo foi realizada utilizando o site randomizer.org, a ordem foi
colocada em envelope pardo e o operador retirou o envelope no momento do

tratamento.

* Procedimentos

Por se tratar de um estudo clinico randomizado e buscando uma maior
transparéncia e qualidade dessa pesquisa, foram utilizadas as recomendacdes
CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials) (figura 1).
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Figura 1: Fluxograma de atividades.

5.5 Céalculo de amostra

Halimetria o PCR apés
7 dias (14 dias)
ns18

Halimetria e PCR apés
30 dias
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Para o calculo do tamanho amostral foram utilizados os dados do trabalho de

Costa da

Mota et al. (Effect of photodynamic therapy for the treatment of halitosis in

adolescents - a controlled, microbiological, clinical trial) [14].

Inicialmente estabeleceu-se um erro err =[x 1~ x 3, ondexfe x 7sdos @ valores

meédios dos grupos baseline a tratamento periodontal com PDT. A partir deste

erro, foi calculado o effect size, dado por

onde o1%e 02?2 sdo as variancias dos grupos um e dois, respectivamente.



Assumindo que o0s grupos estudados possuem distribuicdo normal ou
aproximadamente normal, que o tamanho amostral foi suficientemente grande

e que foi utilizado um teste bicaudal, para um nivel de significAncia a = 0,05 e
mantendo o poder do teste 18 = 0,90, temos um n=13 para cada grupo.

Na figura 2 observa-se que com um tamanho amostral total de 39 sujeitos, ou
seja, trés grupos com 13 amostras cada, que devera ser demonstrada a
diferenga estatistica mantendo o poder do teste maior ou igual a 0.90. Caso a
hipétese de normalidade das distribuicbes seja rejeitada, o tamanho amostral

devera ser corrigido em aproximadamente 5%.

Figura 2: Ajuste do poder do teste em fun¢do do tamanho amostral total.
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o
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To " 20 " 30 7 do 0 o 70 80 = do ' 1bo
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Na figura 2 observa-se que com um tamanho amostral total de 52 sujeitos, ou
seja, quatro grupos com 13 amostras cada, que devera ser demonstrada a
diferenca estatistica mantendo o poder do teste maior ou igual a 0.90. Caso a
hip6tese de normalidade das distribuicbes seja rejeitada, o tamanho amostral

devera ser corrigido em aproximadamente 5%.

5.6 Intervencdes

Grupo 1 - Escovacao, fio dental e raspador

1- Halimetria inicial

21



3

4

5

6

Coleta de saburra lingual com swab
Raspagem lingual

Orientacdes de Higiene Oral

Halimetria imetiatamente apds raspagem

Halimetria apds 7 e 30 dias

Grupo 2 — Escovacao, fio dental e aPDT

Halimetria inicial

Coleta de saburra lingual com swab

Aplicacéo de spray de urucum no dorso da lingua por 2 minutos
Aplicacdo de LED em 6 pontos

Orientacfes de Higiene Oral

Halimetria imetiatamente apdés aPDT

Halimetria apds 7 e 30 dias

Grupo 3 — Escovacao fio dental e uso de probidticos

N
1

3

4

5

6

Halimetria inicial

Coleta de saburra lingual com swab

Entrega e orienta¢des quanto ao uso dos probioticos
Orientacdes de Higiene Oral

Halimetria no 14° dia de tratamento com probiéticos

Halimetria 7 e 30 dias apoés a finalizac&o do tratamento
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Grupo 4- Escovacgdo, fio dental, aPDT e probiéticos

1- Halimetria inicial

2- Coleta de saburra lingual com swab

3- Aplicagéo de spray de urucum no dorso da lingua por 2 minutos
4- Aplicagéo de LED em 6 pontos

5- Entrega e orientacfes quanto ao uso dos probidticos

6- OrientacOes de Higiene Oral

7- Halimetria no 14° dia de tratamento com probioticos

8- Halimetria 7 e 30 dias ap0s a finalizacdo do tratamento

5.6.1 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (aPDT)

Foi utilizado o aparelho fotopolimerizador LED — Valo Cordless Ultradent®, um
aparelho de consultério, com radidmetro acoplado, espectro de 440-480nm e
irradiancia de 450mW/cm. No momento da realizacdo da aPDT estavam
presentes somente o participante a ser tratado e o profissional responsavel,
ambos utilizando éculos especificos para protecdo ocular. A ponta ativa do LED
foi revestida com plastico transparente descartavel (PVC) (evitando
contaminag¢des cruzada e por motivo de higiene) e o profissional estava
devidamente paramentado.

Foi realizada 1 sessdo de aPDT com o fotossensibilizador (FS) urucum
manipulado na concentracdo 20% (Férmula e Acdo®) em spray, a ser aplicado
em quantidade suficiente para cobrir o terco médio e dorso da lingua (5
borrifadas) por 2 minutos para incubacéo. O excesso foi removido com sugador

de forma a manter a superficie Umida com o préprio FS, sem utilizagédo de agua.
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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 estava
previamente calibrado com comprimento de onda 395-480 nm, durante 20
segundos por ponto, energia de 9,6J, e a luz foi irradiada de modo que fosse
formado um halo de 2 cm de didmetro por ponto. A Tabela 1 contém todos os

parametros utilizados.

Tabela 1: parametros do LED

Comprimento de onda (nm) 395-480
Modo de funcionamento Continuo

Poténcia radiante média (mW) 480

Polarizacao aleatéria
Diametro de abertura (cm) 0.9
Irradiancia na abertura 762
(mW/cm2)

Perfil do Feixe Top hat
Areairradiada (cm2) 3.14
Irradiancia no alvo (mW/cm2) 153
Tempo de exposicéo (s) 20
Fluéncia (J/cm2) 6.37

Energia radiante (J) 9.6
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Numero de pontos irradiados 6
Areatotal irradiada (cm2) 18.8
Numero de sessfes 1
Energia radiante total (J) 57.6

5.6.2 Raspagem Lingual

A raspagem lingual foi realizada por um mesmo operador em todos o0s
participantes. Foram realizados movimentos pdstero-anteriores com o raspador
sobre o dorso lingual, seguidos da limpeza do raspador com uma gaze. Esse
procedimento foi realizado dez vezes em cada participante, com o objetivo de

padronizar a remo¢ao mecanica da saburra lingual.

5.6.3 Tratamento com probidticos

Foram utilizadas cépsulas manipuladas em farméacia contendo cepas de
Lactobacillus salivarius WB21 (6,7 x 108 UFC) e xilitol (280mg). Foram entregues
42 capsulas para cada participante, que devera ingerir 1 capsula, 3 vezes ao dia

apos as refeicdes, durante 14 dias.

5.6.4 Escovacdo com dentifricio com fluoreto de amina

Para todos os grupos, primeiramente, os participantes foram orientados, por
meio de palestra e envio de arquivos, a realizar escovacdo com dentifricio
contendo fluoreto de amina em sua composicédo (Elmex®) e o uso de fio dental,
3 vezes ao dia apos as refeigcbes durante 30 dias. A técnica ensinada aos
participantes foi a de Bass, em que as cerdas da escova ficam posicionadas num
angulo aproximado de 45° para dentro do sulco gengival, tanto nas faces livres
como nas proximais, além de movimentos vibratorios curtos e ligeiramente

circulares [22,23].
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5.6.5 indice de saburra lingual

Logo em seguida, fez-se a avaliacdo inicial da Saburra Lingual empregando-se
o Indice de Saburra Lingual (CTI — Coated Tongue Index) proposto por Shimizu
et al. [24]. A lingua foi dividida em 9 partes, para cada parte era dada uma nota,
sendo 0 — auséncia de saburra lingual, 1 — presenca de saburra lingual com
papilas visiveis, 2 — espessura de saburra lingual que impossibilita visualizar as
papilas. Essas notas foram somadas divididas por 18 e multiplicadas por 100,
para obter um indice final de 0-100 %. Cabe esclarecer que os participantes
foram somente orientados e nao fizeram a escovacéo e uso do fio dental na

mesma sessao do tratamento.

5.7 MEDIDAS DE RESULTADO

5.7.1 Halimetria

A coleta do ar bucal seguiu as orientacdes do fabricante (Oral Chroma™ Manual
Instruction), onde o participante foi orientado a fazer bochecho com cisteina (10
mM) por 1 minuto, em seguida permanecer com a boca fechada mais 1 minuto.
Foi introduzida na boca do participante uma seringa do mesmo fabricante prépria
para coleta do ar bucal. Durante 1 minuto o participante permaneceu de boca
fechada, respirando pelo nariz, sem tocar na seringa com a lingua. O émbolo foi
puxado para fora, esvaziou-se o ar da seringa na boca do participante e
novamente puxou-se o émbolo para encher a seringa com a amostra do halito.
Limpou-se a ponta da seringa com gaze para remover a umidade da saliva,
colocou-se a agulha de injecdo de gas na seringa, e ajustou-se o émbolo para
0,5 ml. Injetam-se os gases coletados na porta de entrada do aparelho com um

movimento Unico (Figura 3).
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Figura 3: Processo de realizac&o da halimetria.

Da analise dos VSCs 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 sdo 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 sistémica
(intestinal, hepatica, pulmonar). Também pode ser causado, temporariamente,
pela ingestdo de certos alimentos e bebidas. H& possibilidade de se fazer a
distincao entre o dimetilsulfeto de origem bucal e o de origem sistémica, através
da comparacado 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 percepcéo do dimetilsulfeto € o mais baixo, 8 ppb. Outros
odores (ndo VSCs) 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

27



seguintes orientacdes: 48 horas antes da avaliagdo evitar a ingestdo de
alimentos com alho, cebola e temperos fortes, consumo de &lcool e uso de
antisséptico bucal. No dia da avaliacdo, pela manhd, poderdo 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 escovacao foi apenas com agua. O processo
de halimetria com o OralChroma™ foi realizado antes, imediatamente apds os
tratamentos, 7 dias, 14 dias e 30 dias ap0s a coleta inicial, a depender dos
grupos. No Grupo 1 (raspador) e no Grupo 2 (aPDT), os aferimentos foram feitos
nos tempos inicial, imediatamente apés, 7 dias e 30 dias, para controle. No
Grupo 3 (probiéticos), os tempos inicial, 7 dias, 14 dias e 30 dias foram
realizados. Nesse grupo, ndo era possivel realizar o tempo “imediatamente
ap6s”, uma vez que o participante tinha que comecar a ingestao dos probioticos.
Consequentemente, o tempo de 14 dias para controle foi adicionado, pois 0
participante ingeria as capsulas durante 14 dias. No Grupo 4 (aPDT +
probioticos), todos os tempos foram realizados (inicial, imediatamente apdés, 7

dias, 14 dias e 30 dias ap0s).

5.7.2 Anédlise Microbiolégica

Apéds descongelamento, as amostras foram submetidas ao vortex por um minuto.
Para extracdo do DNA bacteriano, foi utilizado o Kit Puro Master DNA Extraction
(Epicentre Tecnologies, Chigago, lllinois, USA). Para iniciar a extragdo, 100uL
de cada amostra diluida em TE foi utilizada. Foram centrifugadas a 10.000 rpm
a 4°C por 10 minutos. Na sequéncia, foi preparado o MIX (300ul TCL + 2 pl Prot K
para cada amostra). Foi retirado o sobrenadante com pipeta e sobrardo 25ul de
volume + o pellet formado. Vortex por 10s para ressuspender o pellet. Foram
adicionados 300 pl de MIX em cada amostra e vortex por 10s. Foi incubado a
65°C por 15 min e vortex a cada 5 min. As amostras foram colocadas no gelo
por 5 min. Foi adicionado 150 yl de MPC (protein precipitation reagente) as
amostras e vortex 10 segundos. Foi centrifugado a 12.000 rpm a 4°C por 10
minutos. Apds centrifugar, 400 pl do sobrenadante foram colocados no tubo
novo. Adiciona-se 500 ul de isopropanol ao sobrenadante e inverte-se 40x.
Centrifuga-se a 10.000 rpm a 4°C por 10 minutos. As amostras foram tiradas da

centrifuga e deixadas no gelo, para néo soltar o pellet. Retira-se 0 sobrenadante
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vertendo os tubos. Lava-se 200 ul de etanol 70% cuidadosamente para nao
desalojar o pellet. Centrifuga-se a 10.000 rpm a 4 °C por 3 minutos. Todo etanol
residual foi removido. 200 pl de etanol 70% é lavado cuidadosamente para nao
desalojar o pellet. Centrifuga-se a 10.000 rpm a 4 °C por 3 minutos. Remove-se
todo etanol residual. Deixa-se 30min invertidos secando. Elui-se em 20 ul de TE.
Congelamos a -20. O DNA purificado foi ressuspenso em tamp&o TE. Foram
analisados os niveis de P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola, por PCR
guantitativo. A analise quantitativa foi realizada por meio de PCR em tempo real
utilizando termociclador Step One Plus Real-Time PCR System (Applied
Biosystem, Foster City, CA, EUA) e os produtos detectados por fluorescéncia
usando o Quantimix Easy SYG Kit (Biotools, Madri, Espanha), seguindo o
protocolo recomendado pelo fabricante. Para a reacéo foram utilizados 10 pl de
SYBR Green, 0,5 yl DNA molde, 200 mM de cada iniciador (P.gingivalis
CATAGATATCACGAGGAACTCCGA TT e
AAACTGTTAGCAACTACCGATGTGG; T.forsythia
GGGTGAGTAACGCGTATGTAACCT e ACCCATCCGCAACCAATAAA; T.
denticola CGTTCCTGGGCCTTGTACA e TAGCGACTTCAGGTACCCTCG;
Universal para bactéria CCATGAAGTCGGAATCGCTAG e
GCTTGACGGGCGGTGT) em volume total de 20 yl. Como controle negativo foi
adicionada agua milliQ estéril ao invés de DNA molde. As reacdes para 16S
rRNA foram realizadas com desnaturacéo inicial de 95 oC por 2 minutos, seguida
de 36 ciclos de 94 oC por 30 segundos, 55 oC por 1 minuto e 72 oC por 2 minutos
e extenséo final a 72 oC por 10 minutos. A fluorescéncia foi detectada ap6s cada
ciclo e representada em um grafico utilizando o software Step One Plus Real-
Time PCR System (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA). Para garantir a
especificidade dos produtos detectados por fluorescéncia e evitar a deteccao de
dimeros de iniciadores, a detecc¢édo foi realizada um grau abaixo da temperatura
de dissociacdo dos amplicons. Todas as amostras foram analisadas em
duplicata e cada diluicdo dos plasmideos para a curva padréo em triplicata [25].
Nas amostras coletas dos participantes, a técnica descrita por Ye et al. [26] para
analise microbiologica também foi utilizada. O microbioma e as variagdes entre
as comunidades foram analisados por meio de métodos de pirosquenciamento
e metagendmica do gene 16S rRNA. O kit de DNA de solo E.Z.N.A.® (Omega
Bio-tek, Norcross, GA, EUA) foi usado para extrair DNA microbiano. Um
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espectrofotometro UV-vis (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Wilmington, EUA)
foi usado para determinar a concentracao e purificagcéo final do DNA. A qualidade
do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%.

As regibes hipervaridveis V3-V4 do gene 16S rRNA da bactéria foram
amplificadas com os iniciadores 338F (5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3 ) e
806R (5 ' GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3 ') usando o sistema termociclador,
USA 9700 (Gene). Para as reacbes de PCR, foram realizadas as seguintes
etapas: trés minutos de desnaturacao a 95°C, 27 ciclos de 30 s a 95°C, 30 s de
anelamento a 55°C, 45 s de alongamento a 72°C e uma extensao final a 72°C
durante 10 minutos. As reacdes de PCR foram realizadas em triplicata utilizando
uma aliquota de 20 pl da mistura, contendo 4 pl de 5 x FastPfu Buffer, 2 ul de
2,5 mM dNTPs, 0,8 pl de cada primer (5 pM), 0,4 ul de FastPfu Polimerase, e 10 ng
de DNA modelo. O kit AxyPrep DNA Gel Extraction (Axygen Biosciences, Union
City, CA, EUA) foi usado para extrair e purificar os produtos de PCR resultantes
do gel de agarose 2%. A quantificacdo posterior foi realizada usando
QuantiFluor™-ST (Promega, EUA). Os amplicons purificados foram agrupados
em quantidades equimolares e o sequenciamento emparelhado (2 x 300) foi
realizado na plataforma Illumina MiSeq (lllumina, San Diego, EUA), de acordo
com os protocolos padrdo fornecidos pela Majorbio Bio-Pharm Technology Co.
Ltd. (Xangai, China). Os arquivos de processamento de dados de
sequenciamento fastq brutos foram demultiplexados, filtrados para qualidade
pelo Trimmomatic e mesclados usando o software FLASH. A taxonomia
operacional foi agrupada com corte de similaridade de 97% usando UPARSE
(versdao 7.1, http://drive5.com/uparse/), e sequéncias quiméricas foram
identificadas e removidas usando UCHIME (versédo 4.1). A taxonomia de cada
sequéncia do gene 16S rRNA foi analisada com o algoritmo RDP Classifier
(http://rdp.cme.msu.edu/) contra as bases de dados Silva (SSU123) e 16S rRNA.
Os dados foram entdo analisados na plataforma online gratuita Majorbio |-
Sanger Cloud (www.i-sanger.com). Sequéncias representativas foram atribuidas
desde o filo até o nivel de espécie. O indice alfa (a) de Shannon foi usado para
avaliar a rigueza e diversidade bacteriana da lingua entre as amostras. Os
diagramas de Venn foram implementados pelo Diagrama de Venn (verséo
1.6.20). A analise de diversidade beta foi realizada utilizando as matrizes de
distancias ponderadas UniFrac e Bray-Curtis para comparar os resultados da
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analise de coordenacao principal (PCoA). O pacote de ecologia da comunidade
R-forge (pacote Vegan 2.0) foi usado para gerar as figuras PCoA e o mapa de
calor, e realizar a andlise de redundancia (RDA) com permutacdes de Monte
Carlo (permu =999). O fator de inflagéo de variancia (VIF) foi medido para avaliar
a colinearidade entre os varios fatores ambientais (valores de concentracao de
gas VSC). Fatores ambientais com VIF>10 foram removidos apés a analise de
correlacdo de Spearman. Este mesmo estudo [27] também mostrou que o0s
géneros Prevotella, Alloprevotella, Leptotrichia, Peptostreptococcus e
Stomatobaculum exibiram percentuais relativos significativamente maiores em
amostras de halitose, quando comparados a amostras saudaveis. Como
resultado, esperamos que esses sejam 0s principais tipos de bactérias a serem

encontrados.

5.7.3 Avaliacédo por PCRq

Coleta microbioldgica e armazenamento

No terco posterior da lingua foram coletadas amostras de saburra lingual com
auxilio de swab estéril e depositadas em tubos para centrifugacdo de 1,5mL
contendo Tris — EDTA buffer (10mM Tris — HCL, o0,dmM EDTA, pH7,5)
identificados e armazenados a -80 °C. ApOs descongelamento, as amostras

foram submetidas ao vortex por um minuto.

Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada com o kit Master Pure DNA Extraction Kit
(Epicentre Technologies Corp., Chicago, IL, USA) conforme instru¢cdes do
fabricante. O DNA purificado foi ressuspenso em tampéo TE.

Deteccdo e quantificacdo de bactérias por PCR em tempo real

Como controle para determinar a proporcdo das espécies analisadas,
foram utilizadas uma curva padrédo contendo como DNA molde 10 a 108 cépias
do gene analisado (16S rRNA), utilizando-se clone de Escherichia coli
albergando plasmideos PCR 2.1 TOPO TA® vector (Invitrogen, Carlsbad, CA,
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USA) com o inserto dos genes 16S rRNA amplificado a partir do DNA de

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia que

fazem parte do acervo do laboratério de Microbiologia Oral da Prof. Dra. Marcia

Pinto Alves Mayer do instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao

Paulo.

Os niveis de P. gingivalis, T. denticola e T. forsytia nas amostras de saburra lingual
foram determinados por PCR quantitativo em tempo real (gq-PCR) utilizando o
termociclador Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystem, Foster City, CA,
EUA) e os produtos detectados por fluorescéncia utilizando o Power Syber Green® (Life

Technologies, NY, USA), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante, utilizando
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pares de iniciadores espécie-especificos para cada bactéria (gene 16SrRNA) descritos na

Tabela 2 e as reacdes para a amplificagcdo do gene gene 16SrRNA estdo descritos na

Tabela 3.

Tabela 2. Iniciadores utilizados para a obtencdo dos amplicons para o preparo da curva

padrao e utilizacdo nas reacdes de gPCR.

Primer Sequencias Referéncia
5-
P. gingivalis -F TGTAGATGACTGATGGTGAAAACC-
Amano et al., 1999
3
P. gingivalis -R 5-ACGTCATCCCCACCTTCCTC-3
T. denticola -F 5 CGTTCCTGGGCCTTGTACA 3
Teixeira et al 2009
T. denticola -R 5 TAGCGACTTCAGGTACCCTCG 3
5 Shelburne et al,
T. forsythia GGGTGAGTAACGCGTATGTAACCT 2000
3’
T. forsythia 5ACCCATCCGCAACCAATAAA 3

Tabela 3. Ciclos utilizados para a reacédo de gPCR por espécie analisada
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Bacteria ciclos

95°C/10min, 40 ciclos a 95°C/15s, 60°C/1min, 83°C/10s, 95°C/15s,
P. gingivalis

70°C/1 min e 95°C/15s.

95°C/10min, 40 ciclos a 95°C/15s, 60°C/1min, 83°C/10seg, 95°C/15s,
T. denticola

60°C/1 min e 95°C/15s

95°C/10min, 40 ciclos a 95°C/15s, 60°C/1min, 74°C/10seg 95°C/15s,
T. forsythia

60°C/1 min e 95°C/15s

As amostras e cada diluicdo dos plasmideos para a curva padrao foram analisadas
em triplicata. O numero de células de P. gingivalis foram calculados assumindo as 4 copias
do genel6S rRNA presentes em seu cromossomo [25]. Enquanto Td e Tf foram calculados

assumindo 2 copias do genel6S rRNA presentes em seu Cromossomo.

5.7.4 Microbioma

Todo o sequenciamento, obtencdo dos dados brutos e andlises foram realizados
pelo laboratério ByMyCell. A extracdo do DNA foi realizada utilizando o Kit
DNeasy PowerSoil Pro (Qiagen®). Os fragmentos resultantes foram submetidos
ao sequenciamento da regido V3-V4 do gene 16SrRNA na plataforma Nanopore.
Apbs o processamento de reads e remocao de chimeras restaram em média
10.500 reads por amostra. Apés a filtragem, os reads foram classificadas
taxonomicamente, utilizando o banco de dados SILVA 123 e obteve-se a

classificacéo de 414 géneros e 901 espécies.
5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os grupos foram analisados quanto a sua normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilks. Como os dados apresentaram auséncia de normalidade, foram
tratados utilizado o teste de Kruskal-Wallis ANOVA (medidas independentes) e
Friedman ANOVA (medidas dependentes) seguidos dos testes post-hoc
adequados, quando necessario. O nivel de significancia adotado foi de a = 0.05



PCRQ: A andlise por PCRq foi realizada em todos os pacientes analisados. Apos
a verificacdo da normalidade dos dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov foi
realizado o Kruskal-Wallis rank sum test com pés teste de Dunn.

Microbioma: Para a andlise estatistica foram considerados os grupos da Tabela
4. Para estudar abundéancia foi utilizado o Teste Kruskal-Wallis com pos teste de
Dunn (Software Rstudio 2022.07.0 Build 548° 2009-2022 RStudio, PBC. Os
pacotes utilizados foram dbplyr, rstatix, ggplot2.

Grupo_microbioma Amostra Grupo_pesquisa
Halitose 1A 1
RASP_D 1D 1
RASP_7 1.(7) 1
Halitose 28A 2
PDT_D 28D 2
PDT 7 28_(7) 2
Halitose 35A 3
PROB_7 35 (7) 3
PROB_14 35_(14) 3
Halitose 39A 3
PROB_7 39 (7) 3
PROB_14 39 (14) 3
Halitose 6A 4
PDT_D 6D 4
PDT+PROB_7 6_(7) 4
PDT+PROB_14 6_(14) 4

Halitose 18A 4
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PDT_D 18D 4
PDT+PROB_7 18_(7) 4
PDT+PROB_14 18 (14) 4

6. RESULTADOS

6.1 Estudo 1/ A1 https://doi.org/10.1371/journal.pone.0247096

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

referéncia abaixo:

Motta, P. D. B., Motta, L. J., Costa da Mota, A. C., Leal Goncalves, M. L.,
Silva, T., Momolli, M.,... & Bussadori, S. K. (2021). Comparative study between
photodynamic therapy with urucum+ Led and probiotics in halitosis reduction—

protocol for a controlled clinical trial. Plos one, 16(5), e0247096.

6.2 Estudo 2/A2 https://doi.org/10.3390/s22020469

O estudo 2 trata-se de uma revisdo sistematica de ensaios clinicos
publicados, conforme a referéncia abaixo:

Motta, P. D. B., Motta, L. J., Campos, T. M., Goncalves, M. L. L., Santos,
E. M., Martimbianco, A. L. C., ... & Bussadori, S. K. (2022). Effect of
photodynamic therapy on halitosis: a systematic review of randomized controlled
trials. Sensors, 22(2), 469.

6.3 Estudo 3/A1l https://doi.org/10.1371/journal.pone.0297351



https://doi.org/10.1371/journal.pone.0247096
https://doi.org/10.3390/s22020469
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0297351

O estudo 3 trata-se de um ensaio clinico controlado publicado, conforme a

referéncia abaixo:

Motta, P. D. B., Gongalves, M. L. L., Gallo, J. M. A. S., Sobral, A. P. T.,
Motta, L. J., Mayer, M. P. A, ... & Kalil Bussadori, S. (2024). Short term effect of
antimicrobial photodynamic therapy and probiotic L. salivarius WB21 on halitosis:

A controlled and randomized clinical trial. Plos one, 19(7), e0297351.

6.3.1 Resultados clinicos

A Tabela 5 mostra os dados de género, idade e indice de Saburra Lingual dos

sujeitos da pesquisa.

Tabela 5: dados demogréficos dos sujeitos da pesquisa.
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Raspador aPDT (n=13) Probiéticos aPDT + Probiotico
(n=13) (n=13) (n=13)

Homens 1 (8%) 3(23%) 3 (15%) 3 (23%)

Mulheres 12 (92%) 10 (77%) 11 (85%) 10 (77%)

Idade (anos *DP) 210+ 1.1 213+19 213+19 213+17

Saburra *DP 25%+14% 32% £ 17% 48% +19% 42% +19%

A andlise entre-grupos foi feita para cada tempo estudado individualmente. No
tempo inicial, foi observada auséncia de diferenca significante entre os grupos
estudados (p = 0.0706, Kruskal-Wallis ANOVA), indicando que 0S grupos
estavam bem balanceados em relacéo a condicao inicial. A analise dos demais
tempos apoés os tratamentos, tdo pouco foi observada diferenca significante entre
0s grupos estudados (p = 0.9581, p = 0.6187 e p = 0.9635 para os tempos
“‘imediatamente”, “7 dias” e “30 dias”, respectivamente. Kruskal-Wallis ANOVA).

A andlise do grupo “Raspador” mostrou que o tempo “imediatamente apos” difere



significantemente de todos os demais tempos (p = 0.0006, Friedman), conforme
pode ser observado na Figura 4.

2500
2000
1500 a

1000
b .

500

Sulfidreto (PPB)

Inicial Imediato 7 Dias 30 dias
Figura 4: Analise de sulfidreto para o grupo “Raspador”. Letras diferentes
significam diferenga significante.

A analise do grupo “aPDT” mostrou que o tempo “imediatamente apés” difere
significantemente de todos os demais tempos (p = 0.0008, Friedman), conforme
pode ser observado na Figura 5..

2500
2000
1500

=
b

500

Sulfidreto (PPB)

0 ==

Inicial Imediato 7 Dias 30 Dias

Figura 5: Andlise de sulfidreto para o grupo “aPDT”. Letras diferentes significam
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diferenca significante.

A andlise do grupo “Probidtico” mostrou auséncia de diferenga significante nos
tempos estudados (p = 0.7530, Friedman), conforme pode ser observado na
Figura 6.

2500
2000
1500

1000 a .

500

Sulfidreto (PPB)

Inicial 7 Dias 14 dias 30 Dias

Figura 6: Andlise de sulfidreto para o grupo “Probiético”. Letras diferentes

significam diferenca significante.

A analise do grupo “PDT + Probiético” mostrou que o tempo “imediatamente
apo6s” difere significantemente do tempo “30 dias” (p = 0.0008, Friedman),

conforme pode ser observado na Figura 7.

2500

a, b
a, b
2000 i
a

1500 a,b

1000

500

b

Inicial Imediato 7 Dias 14 Dias 30 Dias

Sulfidreto (PPB)

Figura 7: analise de sulfidreto para o grupo “aPDT + Probidtico”. Letras
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diferentes significam diferenca significante.

6.4 Estudo 4/A2 https://doi.org/10.3390/healthcare12111123

O estudo 4 trata-se de um estudo piloto, conforme a referéncia abaixo:

de Barros Motta, P., Gongalves, M. L. L., Gallo, J. M. A. S., Sobral, A. P. T.,
Motta, L. J., Santos, E. M., ... & Bussadori, S. K. (2024, May). Evaluation of the
Oral Microbiome before and after Treatments for Halitosis with Photodynamic
Therapy and Probiotics—Pilot Study. In Healthcare (Vol. 12, No. 11, p. 1123).
MDPI.

6.4.1 Resultados microbioldgicos

Primeiramente, apresentaremos os dados das andlises por PCRq para as
bactérias Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola
(Figuras 8, 9, 10). Os resultados da analise quantitativa de cada uma das

bactérias foram representados por suas médias e erros padrao.

Figura 8 - Na figura abaixo foram representados os grupos em cada periodo

proposto para Porphyromonas gingivalis.

o QéggéizﬁgégééL_ﬁ_aE

a 1d 17 18 2a 2d 27 230 3a 37 314 330 4a 4d 47 414 430

Grupo 1 - Raspador (a-inicial, d- imediatamente apés, 7 e 30 dias apés), Grupo
2 - aPDT (a-inicial, d- imediatamente apods, 7 e 30 dias apos), Grupo 3 -

probioticos (a-inicial, 7 e 30 dias apds), Grupo 4 - aPDT + probidticos (a-inicial,


https://doi.org/10.3390/healthcare12111123

d- imediatamente apads, 7, 14 e 30 dias apos).

No dominio do tempo observou-se que nao houve diferenca estatisticamente
significativa (p>0.05) para nenhum dos grupos estudados para a bactéria
Porphyromonas gingivalis. Logo, as diferencas observadas sdo devidas as
flutuacdes aleatérias inerentes ao experimento (p > 0.05, Kruskal-Wallis).

Figura 9 - Na figura abaixo foram representados os grupos em cada periodo

proposto para Tannerella forsythia.

1E+5 -
8E+4 |
Z BE+4-]
s
4E+4 |

2E+4

° Q a o
0 ———Em e e el 0 e e 0 s 0

T T T T T T T T T T T T T T T T
ia 1d 17 13 2a 2d 27 230 3a 37 314 330 4a 4d 47 414 430

Grupo_tempo

Grupo 1 - Raspador (a-inicial, d- imediatamente apés, 7 e 30 dias apés), Grupo
2 - aPDT (a-inicial, d- imediatamente apés, 7 e 30 dias apos), Grupo 3 -
probioticos (a-inicial, 7 e 30 dias apos), Grupo 4 - aPDT + probioticos (a-inicial,

d- imediatamente apos, 7, 14 e 30 dias apods).

Para a bactéria Tannerella forsythia, também néo foi observada diferenca entre
0S grupos nos tempos analisados (p > 0.05, Kruskal-Wallis). No dominio do
tempo também se observou que ndo houve diferenca estatisticamente

significativa (p > 0.05, Kruskal-Wallis) para nenhum dos grupos estudados.

Figura 10 - Na figura abaixo foram representados os grupos em cada periodo

proposto para Treponema denticola.
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2E+5 |

1,5E+45

. ] B _ E E%EE

T
1a 1d 17 180 2a 2d 27 230 B3a 37 314 330 4a 4d 47 414 430

Grupo_tempo

Grupo 1 - Raspador (a-inicial, d- imediatamente apés, 7 e 30 dias apds), Grupo
2 - aPDT (a-inicial, d- imediatamente apés, 7 e 30 dias apos), Grupo 3 -
probioticos (a-inicial, 7 e 30 dias apos), Grupo 4 - aPDT + probioticos (a-inicial,

d- imediatamente apos, 7, 14 e 30 dias apos).

Quanto a analise do microbioma da saburra lingual, foi realizada a anélise
de alfa diversidade. Pode-se observar que nao houve diferenca entre os grupos

pela andlise de Chaol, Shannon e Simpson.

Figura 11: Comparacdao entre tempos dos grupos analisados para verificacdo da

alfa diversidade.

chao1
200 250

150

100

HAL PDT_7 PDT_D PDT_PROB PDT_PROB PROB_14 PROB_7 RASP_7 RASP. D
14 7

groups

RASP - Grupo Raspador, PDT -Grupo aPDT, PROB - Grupo probio6ticos,
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PDT+PROB - Grupo aPDT + probiéticos. Tempos analisados: D- imediatamente
apos o tratamento, 7 -7 dias, 14 -14 dias.

Figura 12: Comparacgao entre tempos dos grupos analisados para verificagédo da
alfa diversidade.
3

shannon
28

24

22

HAL PDT_7 PDT_D PDT_PROE PDT_PROB PROB_14 PROB_7 RASP 7 RASP_D
_14 7
groups

RASP - Grupo Raspador, PDT -Grupo aPDT, PROB - Grupo probidticos,
PDT+PROB - Grupo aPDT + probiéticos. Tempos analisados: D- imediatamente
apos o tratamento, 7 -7 dias, 14 -14 dias.

Figura 13: Comparacgao entre tempos dos grupos analisados para verificagdo da
alfa diversidade.
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14 7
groups

RASP - Grupo Raspador, PDT -Grupo aPDT, PROB - Grupo probidticos,
PDT+PROB - Grupo aPDT + probiéticos. Tempos analisados: D- imediatamente

apos o tratamento, 7 -7 dias, 14 -14 dias.

Quanto a andlise de abundancia relativa quanto aos géneros encontrados foi
observada diferengca somente para o género Pseudarthrobacter (p<0.05) entre o
Grupo 2 e o Grupo 3 aos 14 dias. Na Figura 7 podemos verificar os 20 géneros

mais abundantes presentes nas amostras analisadas.

Figura 14 - Diagrama mostrando a abundancia relativa dos 20 géneros mais

abundantes presentes nas amostras analisadas.
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GRUPO AMOSTRA

PDT+PROB_7  18_(7)
PDT+PROB_D 18D
HALITOSE

roreproe7 6. [

PDT+PROB_D
HALITOSE
PROB_14 39_(14)
PROB_7 39_(7)
PROB_A
PROB_14 35_(14)

PROB_7 35_(7)
PROB_A 35A
o o) N R o |
PDT_D -
HALITOSE
RASP_7 1.(7)
RASP_D
HALITOSE

Abundéancia Relativa

_ Organismo

Streptococcus
Neisseria
Veillonella
Granulicatella
Oribacterium
Gemella

Rothia
Fusobacterium
Schaalia
Prevotella
Campylobacter
Lachnoanaerobaculum
Porphyromonas
Solobacterium
Leptotrichia
Stomatobaculum
Haemophilus
Enterococcus
Catonella
Prevotellamassilia

Outros

RASP - Grupo Raspador, PDT -Grupo aPDT, PROB - Grupo probiéticos,

PDT+PROB - Grupo aPDT + probidticos. Tempos analisados: A - antes de iniciar

o tratamento, D- imediatamente apés o tratamento, 7 -7 dias, 14 -14 dias.

No diagrama de Venn abaixo podemos observar que 12 géneros foram comuns

entre os grupos Halitose, Raspagem e aPDT

Figura 15 - Diagrama de Venn para os géneros mais abundantes que 1% nos

grupos controles.

RASP - Grupo Raspador, PDT -Grupo aPDT

70

Veillonella

Granulicatella Prevotella
Oribacterium massalia
Gemella Megasphae
Rothia ra
Fusobacterium

Schaalia

Prevotella

Campylobacter

Lachnoanaerobaculum

Leptotrichia

No diagrama de Venn abaixo podemos observar que houve diminuicdo da

quantidade de géneros encontrados na comparacao dos tempos imediatamente
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[Halitose]:  [Halitose]+[Rasp_DJ: [[Halitose]+[Rasp_D]+(PDT_D}: ([Rasp_DJ: [Rasp_DJ*{PDT_D] ([Halitose]+[PDT_DJ: [PDT_DJ:



apos o tratamento e 7 dias.
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Figura 16 - Diagrama de Venn para os géneros mais abundantes que 1% nos

grupos em que foi realizada a aPDT.

[PDT_D}: [PDT_DJ*[PDT_7}: [PDT_7):
Fusobacterium Streptococcus Stomatobaculum
Lachnoanaerbaculum Neisseria Actinomyces

Veillonella

; . = Solobacterium Granulicatella

Leptotrichia Oribacterium

Gemella
Rothia
Schaalia
Prevotella
Campylobacter
Porphyromonas

PDT -Grupo aPDT, PDT+PROB - Grupo aPDT + probidticos. Tempos

analisados: A - antes de iniciar o tratamento, D- imediatamente apos o

tratamento, 7 -7 dias, 14 -14 dias.

No diagrama de Venn abaixo podemos observar que houve similaridade de 7

géneros encontrados aos 7 dias

Figura 17 - Diagrama de Venn para 0s géneros mais abundantes que 1% aos 7

dias.
[PDT_7]: [PDT_7]+[PDT+Pro  [PDT_7]+[Prob_7]:  [PDT_7]+[PDT+
b_7]: Prob_7]+[Prob_
7]
Actinomyces  Schaalia Prevotella Streptococcus

Campylobacter Porphyromonas
z Stomatobaculum
Neisseria

Veillonella

Granulicatella

Oribacterium
Gemella
Rothia

[PDT+Prob_7]:  [PDT+Prob_7]+[Prob_7

I
Solobacterium Fusobacterium

Haemophilus Lachnoanaerbaculum

Peptostreptococ
cus

Eubacterium

[Prob_7]:

Leptotrichia

Capnocytophaga
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No diagrama de Venn abaixo podemos observar que houve similaridade de 14

géneros encontrados aos 14 dias

Figura 18 - Diagrama de Venn para os géneros mais abundantes que 1% aos 14

dias.
[Prob_14]: [Prob_14]+[PDT+Prob_14]: [PDT+Prob_14]:
Porphyromonas Streptococcus Prevotella
Leptotrichia Neisseria massilia
Veillonella Peptostreptococcu
4 14 2 Stomatobaculum Granulicatella s
Haemophilus Oribacterium
Gemella
Rothia
Schaalia
Prevotella
Campylobacter
Lachnoanaerbaculum
Enterococcus
Megasphaera

Abundancia relativa (espécies)

Com relacédo a abundancia relativa entre as espécies presentes nas amostras,
de um modo geral, podemos dizer que ndo houve diferenca entre 0s grupos
(p>0,05, Teste Kruskal-Wallis). A figura abaixo mostra a abundancia relativa das

20 espécies mais abundantes presente nas amostras analisadas.

Figura 19 - Diagrama mostrando a abundancia relativa das 20 espécies mais

abundantes presentes nas amostras analisadas.
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(14 Streptococcus mitis
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Schaalia odontolytica
Oribacterium
asaccharolyticum
Streptococcus koreensis

Veilonella tobetsuensis

Streptococcus vestibularis

Streptococcus rubneri

e | ]
PDT_D . Fusobacterium periodonticum
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Abundancia Relativa

RASP - Grupo Raspador, PDT -Grupo aPDT, PROB - Grupo probioticos,
PDT+PROB - Grupo aPDT + probidticos. Tempos analisados: A - antes de iniciar

o tratamento, D- imediatamente apés o tratamento, 7 -7 dias, 14 -14 dias.

Figura 20 - Diagrama de Venn para as espécies mais abundantes que 1% nos

grupos controles.

Control_venn_esp

[Hal]: [Rasp_DJ: [PDT_DJ: [Hal]+[PDT_D] [Hal]*[Rasp_D] [Rasp_DJ+[PDT_D] [Hal]*[Rasp_DJ*+[PDT_D]
Prevotella_ Gemella_ S. australis Veillonella_ Neisseria_perflava
i S. koreensis dispar S. salviarius

(] idium_ . S. vestibularis Stomatobaculum S. oralis
S. rubneri longum Veillonella_parvula
Neisseria_subflava Veillonella Granulicatella_adiacens
Neisseria_cinera infantium S. mitis.
Prop! _pasteri L Granulicatella_elegans
Fusobacterium_ saburreum Rothia_mucilaginosa
nucleatum Veillonella rogosae Gemella_sanguinis
Neisseria_mucosa Schaalia_odontolytica
Neisseria_sicca Lachnoanaerobaculum Oribacterium

orale asaccharolyticum

Prevotella_histicola Veillonella_tobetsuensis
S. infantis Fusobacterium_periodont

Campylobacter_concisus
Oribacterium_sinus

RASP - Grupo Raspador, PDT -Grupo aPDT

No diagrama de Venn abaixo podemos observar que houve diminuicdo da
guantidade de espécies encontradas na comparagao dos tempos imediatamente
apos o tratamento com aPDT e 7 dias.

Figura 21 - Diagrama de Venn para as espécies mais abundantes que 1% nos
grupos em que foi realizada a aPDT.
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[PDT_DI:

Streptococcus_vestibularis
Neisseria_subflava

Fusobacterium_periodonticum

Neisseria_cinerea
Fusobacterium_nucleatum
Oribacterium_sinus
Neisseria_mucosa
Neisseria_sicca
Prevotella_histicola

[PDT_7]:

Veillonella_dispar
Stomatobaculum_longum

Streptococcus_cristatus

Streptococcus_sanguinis
Actinomyces_graevenitzii
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[PDT_DJ+PDT 7]

Neisseria_perflava

Streptococcus salivarius

Streptococcus_oralis
Veillonella_parvula
Granulicatella_adjacens
Streptococcus mitis
Granulicatela_elegans
Rothia_mucilaginosa
Gemella_sanguinis
Streptococcus_australis
Schaalia_odontolytica
Oribacterium_asaccharolyticum
Veillonella_tobetsuensis
Streptococcus_rubneri
Campylobacter_concisus
Porphyromonas_pasteri
Streptococcus_infantis

PDT -Grupo aPDT, PDT+PROB - Grupo aPDT + probioticos. Tempos
analisados: A - antes de iniciar o tratamento, D- imediatamente apos o
tratamento, 7 -7 dias, 14 -14 dias.

No diagrama de Venn abaixo podemos observar que houve similaridade de 17

espécies encontrados aos 7 dias

Figura 22 - Diagrama de Venn para as espécies mais abundantes que 1% aos 7

dias.
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Granulicatella_adiacens

S. mitis
Granulicatella_elegans
Rothia_mucilaginosa
Gemella_sanguinis

S. australis

S. koreensis

S. vestibularis
Neisseria_subflava
Fusobacterium_periodonticum
Neisseria_cinera
Fusobacterium_nucleatum
Neisseria_sicca

[Prob_7:  [PDT+Prob_7J:

Stomatoba Veillonella_dispar
culum
longum

S. cristatus

S.
sanguinis

[PDT_DJ+[PDT+Pr
ob_7]:

[Prob_7]+
[PDT+Prob_
71

Schaalia_
odontolytica
Oribacterium
asaccharolyticum

Campylobacter_
concisus|
Neisseria_
mucosa

PDT -Grupo aPDT, PDT+PROB - Grupo aPDT + probidticos. Tempos

analisados: D- imediatamente apds o tratamento, 7 -7 dias.

No diagrama de Venn abaixo podemos observar que houve similaridade de 19

espécies encontradas aos 14 dias
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Figura 23 - Diagrama de Venn para as espécies mais abundantes que 1% aos

14 dias.

19

[Prob_14]:
Fusobacterium_periodonticum
Porphyromonas_pasteri

Veillonella_dispar

Oribacterium_sinus
Stomatobaculum_longum
Streptococcus_cristatus
Veillonella_infantium
Gemella_haemolysans
Veillonella_rogosae
Megasphaera_micronuciformis
Prevotella_histicola

[Prob_14]+[PDT+Prob_14]:
Neisseria_perflava
Streptococcus_salivarius

Streptococcus_oralis

Veillonella_parvula
Granulicatella_adjacens
Streptococcus_mitis
Granulicatela_elegans
Rothia_mucilaginosa
Gemella_sanguinis
Streptococcus_australis
Schaalia_odontolytica

Oribacterium_asaccharolyti
cum

Streptococcus_koreensis
Veillonella_tobetsuensis
Streptococcus_vestibularis
Streptococcus_rubneri
Neisseria_subflava
Neisseria_cinerea
Fusobacterium_nucleatum

[PDT+Prob_14]:

Neisseria_mucosa

Neisseria_sicca

Streptococcus_sanguinis

PDT -Grupo aPDT, PDT+PROB - Grupo aPDT + probiéticos. Tempos

analisados: D- imediatamente apds o tratamento, 14 -14 dias

Quanto a predicdo do metabolismo podemos observar que ndo houve diferenca

entre os grupos analisados (p<0,05).

Figura 24 - O desenho esquematico mostra a predi¢cdo do metabolismo entre os

grupos e tempos analisados.
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do uso de probioticos, apresentando 0 urucum como

amica e

7. DISCUSSAO
duo pode provocar alteracdes psicologicas, conduzindo a uma barreira

social [18].
Embora o azul de metileno combinado com o laser vermelho j4 tenha sido

A halitose é considerada um importante fator social, pois interfere nas relacées
interpessoais. Além de gerar preocupacdes relacionadas a saude fisica do
Ha uma escassez de estudos que avaliem a reducdo da halitose por meio da
fotossensibilizador e o LED como uma fonte de luz mais acessivel aos dentistas.

terapia fotodin

indivi



utilizado com essa finalidade, este estudo ir4 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 consultorios.

O uso de probioticos na odontologia apresenta um tratamento inovador, capaz
de modificar a microbiota oral, principalmente no que diz respeito a halitose, ja
que a microbiota oral € complexa sendo um grande desafio no desenvolvimento
de protocolos de prevencao e tratamento da doenca [19].

A microbiota oral consiste em 50 a 100 bilhdes de bactérias (HOMD: Human Oral
Microbiome Database, 2020) [32]. Em 1963, Socransky et al. [33] sugeriram que
apenas 50% da microbiota da cavidade oral havia sido cultivada [33, 34]. Hoje j&
se sabe, que as técnicas moleculares sao mais adequadas para testar e avaliar
0 microbioma da cavidade oral (HOMD: Human Oral Microbiome Database,
2020) [32] sendo PCRqg e o sequenciamento do amplicon 16S rRNA as mais
utilizadas [35-39].

Em um passado recente, as bactérias mais estudadas em pacientes com
halitose eram as Gram negativas Fusobacterium nucleatum, Porphryomonas
gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia [39-45]. Por esse motivo,
um dos nossos objetivos foi quantificar essas bactérias no dorso da lingua.
Entretanto, na analise quantitativa por PCRq, observou-se que nao houve

diferenca (p>0.05) para nenhum dos grupos analisados ao longo do tempo.

Com a finalidade de se obter uma visdo geral da microbiota da lingua em um
nivel ecologico, trabalhos mais recentes tém realizado o sequenciamento do
amplicon 16S rRNA. Estes trabalhos tém demonstrado que ha prevaléncia de
muitas outras espécies no desenvolvimento da halitose [35, 36, 46, 47]. Parece
claro que uma comunidade bacteriana é responsavel pela manutencdo da
halitose, permanecendo um desafio o seu tratamento. Em uma reviséo publicada
[36] os autores mostraram que 0s géneros mais prevalentes na halitose intraoral
foram Aggregatibacter, Capnocytophaga, Campylobacter, Clostridiales, Dialister,
Leptotrichia, Prevotella, Peptostreptococcus, Peptococcus, Parvimonas,

Selenomonas, Treponema e Tannerella. Outros autores encontraram
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Streptococcus, Veillonella, Gemella, Granulicatella, Neisseria, Haemophilus,
Selenomonas, Fusobacterium, Leptotrichia, Prevotella, Porphyromonas e
Lachnoanaerobaculum [46]. Outro estudo [26] demonstrou que 0S géneros
Prevotella, Alloprevotella, Leptotrichia, Peptostreptococcus e Stomatobaculum
exibiram percentuais relativos maiores em amostras de halitose, quando
comparados as amostras saudaveis. Em nosso trabalho os géneros mais
abundantes foram Streptococcus, Neisseria, Veillonella, Granulicatella,
Oribacterium, Gemella, Rothia, Fusobacterium, Schaalia, Prevotella,
Campylobacter, Lanchnoanaerobaculum, Porphyromonas, Solobacterium,
Leptotrichia, Stomatobaculum, Haemophilus, Enterococcus e Prevotellamassilia.
Portanto, esses resultados corroboram com outros autores quanto aos géneros:
Campylobacter [36], Leptotrichia [26, 36], Prevotella [26, 36, 46] Streptococcus,
Neisseria, Veillonella, Granulicatella Fusobacterium, Lanchnoanaerobaculum,
Porphyromonas Haemophilus e Gemella, [36, 46].

Quanto as espécies, as mais prevalentes foram Neisseria perflava,
Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis, Veillonella parvula, Granulicatella
adiacens, Streptococcus mitis, Granulicatella elegans, Rothia micilaginosa,
Gemella sanguis, Streptococcus australis, Schaalia odontolytica, Oribacterium,
asaccharolyticum,  Streptococcus  koreensis, Veilonella tobetsuensis,
Streptococcus  vestibulares,  Streptococcus  sublava, Fusobacterium
periodonticum, campylobacter concisus e Neisseria cirerea. Pode-se perceber
que corroboram com outros estudos quanto as espécies Streptococcus mitis,
[48, 49] Fusobacterium periodonticum [39], Streptococcus oralis, [49]
Streptococcus salivarius, [49], Granulicatella elegans [50].

Nesse estudo foi possivel observar reducdo imediata da halitose com os
tratamentos de aPDT e raspador lingual, esses resultados corroboram com todos
os estudos do grupo que realizaram aPDT para tratamento da halitose.

Uma série de casos foi publicada pelo grupo, onde avaliaram o efeito
antimicrobiano da terapia fotodinamica em adolescentes com halitose. Foi
possivel concluir que a aPDT foi eficiente na redu¢do de compostos sulfurosos
volateis, portanto a equipe decidiu conduzir novos estudos sobre o tema. [51]
Em 2016, a equipe realizou um estudo clinico controlado e randomizado, em que

selecionaram 45 adolescentes de 13 a 18 anos, diagnosticados com halitose
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através de cromatografia gasosa, divididos em 3 grupos (grupo 1=aPDT, grupo
2=raspador e grupo3=aPDT e raspador). Os resultados mostraram que aPDT se
mostrou como um tratamento alternativo eficaz na reducéo imediata da halitose.
[52]

Os pesquisadores conduziram um estudo clinico controlado em 2016 para
avaliar a efetividade da aPDT com e sem raspador lingual em adolescentes
diagnosticados pela cromatografia gasosa e andlise microbiolégica por
contagem de unidades formadoras de col6nia. Observou-se que a administracao
de terapia fotodindmica no dorso da lingua teve um resultado imediato,
diminuindo a halitose através de uma redugéo na concentragéo de H2S. Conclui-
se que a aPDT constitui um tratamento alternativo ao uso de raspadores de
lingua e ndo agride as papilas, e reduz a carga bacteriana nos casos. Além disso,
a analise microbiolégica demonstrou um aumento da carga bacteriana no grupo
de adolescentes submetidos apenas a raspador de lingua, enquanto a carga
bacteriana foi reduzida na grupo submetido apenas a aPDT [14].

Em 2017, a equipe avaliou o efeito da terapia fotodindmica para reducao de
halitose em pacientes com esclerose multipla, onde puderam observar que os
pacientes com esclerose parecem ter maior prevaléncia de halitose do que o
grupo controle. A aPDT foi eficaz na reducéo imediata da halitose [53].

A equipe avaliou em 2020, a reducéo da haliose por meio da terapia fotodinamica
utilizando LED azul e urucum como fotossensibilizador e observaram que houve
reducdo imediata da halitose [19].

Em 2021, a equipe estudou o controle da halitose com LED vermelho e azul de
metileno em 45 jovens diagnosticados com halitose e encontraram uma reducéo
imediata da halitose [54].

Os pesquisadores conduziram uma revisdo sistematica em 2022, em que
avaliaram o efeito da terapia fotodinamica na reducéo da halitose e concluiram
que esse trartamento € eficaz na reducdo da halitose quando utilizado
isoladamente ou combinado com outro tratamento [29].

Além da aPDT, a associacdo dessa com 0s probidticos se apresenta como um
tratamento promissor em longo prazo, pois apos 30 dias do tratamento, apesar

de ndo haver diferenca significante, a recolonizagéo foi menor e mais lenta.
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8. CONCLUSAO

O aumento do conhecimento da microbiota da cavidade oral e
principalmente do biofilme da lingua € essencial para desenvolver novas
estratégias no tratamento da halitose. Portanto, levando-se e conta as limitacdes
desse estudo, pode-se concluir que o tratamento com aPDT ou probi6tico nessas
condi¢des experimentais ndo foram capazes de alterar a microbiota na saburra
lingual de pacientes com halitose. Porém o tratamento com aPDT utilizando o
urucum como fotossensibilizador e o led azul como fonte de luz, apresentou
reducdo imediata nos niveis de sulfidreto, assim como o raspador lingual,
devendo ser considerado como um tratamento eficaz na reducdo da halitose.
Contudo, fazem-se necessarios novos estudos para se estabelecer a frequéncia
de aplicacdo do protocolo, bem como a associacdo com outras cepas de

probidticos e diferentes formas de administracdo desses.
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CAME: 201 235194 000005511
InatitulgBo Broppnaniessssnnlanan EDUCACIONAL MOWVE DE JULHO Patrocinador
Principal: Firancamenta Prapric

DADDS DO PARECER

Humero &0 Parecar: 3869 442

Apresentagio do Projsto:

A mformacdes conlidas nos campas Aprasentacio da Prajeta, Objesiva da Pesques & Avaliacio dos R i s c
o s e Beneficiosforamesxtiraidasdodocumendtaa
FPE_IMFORMACOES BASICAS DO PROJETO 1403207 na data de 0810 30149,

Halitoese & um bermo gue define quakjuer odor aw mau-chain proveniente da cavidade oral, que pade
apresantar origem local ou sE¥dmica. Este projedo bem coma objetiva verificar se o tatamenio cam ferapia
falodindmica anlimicrogiara [GERT) @ o ratamenio com uss de probidlices sde eficazes cantra asta, Serdo
selecionades 52 alunes ou funciondrices da UNKINOVE, de 18 a 25 anos, com diagndstico de haliloss,
apresantando na comatogratia gasosa o gulfdieta (SHZ) 112 gl O= participantes serdo divididos
aleatoriamenis @m 4 grupas de 13, que recebecdo ratamenios distindos: Grupo 10 iAtamenta com esoovacio,
fio dental = respador de lingua; Snupa 2: esoovagio, fio dental & 3ETLT, aplicada na regido de domso & bago
médie da lingua; Grupo lescovacda fio dental e probigticos; Grupo d4: sscovacho, fio dental, gg20T @
prabidlicos. Serdo comparados os resultadas da glppeiiaantes, madiataments apds o tralamenta, sele diag
apds e irinka dizs apds o ratamento.
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Bisicas do Projeto | ROJETO 1403207 pdf 162611
TCLE ! Termas de | TCLE halitose docx Q810V2019 | Sandras Kalil Aceito
Assentimeanto / 16:25:54 | Gusssuin
Justificativa de
Auséncia
Projeta Detalhada /| | Hablose Proeto doox 0810V2019 | Sandra Kalil Aceito
Brochura 16:2542 | Busssuin
Investigador
Falha de Rosto falba_de rosto.pdf 08110V2019 | Sandra Kalil Aceito
16:25:21
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Necasslta Apraciaglo da CONEP:
Nio

SAQ PAULO, 29 de Outidun de 2019

Assinado por:
CHRISTIANE PAVANI
{Coordanador(g))



10.2 Termo de consentimento livre e esclarecido

TCLE - Termo de Consentimento livre e esclarecido para Participacdo em
Pesquisa Clinica:

Nome do
participante:
Endereco:
Telefone para

contato: Cidade: CEP: E-

mail:

1.Titulo do Trabalho Experimental: ESTUDO COMPARATIVO ENTRE A
TERAPIA FOTODINAMICA COM URUCUM E LED E PROBIOTICOS NA
REDUCAO DA HALITOSE - ENSAIO CLINICO CONTROLADO
RANDOMIZADO

2.0bjetivo: Avaliar se o tratamento com LED (uma luz) e um corante (terapia
fotodindmica, e uso de probioticos sao eficazes no tratamento do mau halito.

3.Justificativa: A justificativa dessa pesquisa € a busca de uma alternativa para
o tratamento convencional, produzindo resultado mais duradouro e mais conforto
durante o tratamento.

4. Procedimentos da Fase Experimental: O Sr(a) estd sendo convidado a
receber tratamento para mau halito, utilizando o LED (uma luz) com um corante
para eliminar as bactérias ou tomar probiéticos (que sdo produtos alimentares
que contem microrganismos Vivos cuja ingestao traz beneficios a saude), ou o
método convencional (raspagem da lingua), na clinica da Uninove.

O Sr(a) realizara uma avaliacdo da presenca ou ndo do mau halito e podera
participar de um dos quatro grupos dessa pesquisa conforme sorteio.

O grupo 1 fard uma raspagem lingual e recebera orientacdo de escovacao, fio
dental. O grupo 2 recebera um tratamento com um spray corante e uma luz azul
e também orientacdo de escovacao e fio dental. O grupo 3 receberéa o tratamento
com probidticos e orientacdo de escovacdao e fio dental. E o grupo 4 recebera o
tratamento com um spray corante e luz azul e também probidticos, além da
orientacdo de escovacao e fio dental.

Antes e apos o tratamento, foi realizada a avaliacdo do mau halito e a raspagem
lingual. O mau halito foi avaliado novamente depois de 7 dias e 3° dias.

5.Desconforto ou Riscos Esperados: Os participantes podem sentir
constrangimento em relacdo ao mau halito. Os participantes que receberem o
tratamento com corante podem apresentar sensibilidade na lingua. O probiotico
nao apresenta risco nem efeito colateral por apresentarem microrganismos que
ja estao presentes no corpo.
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6. Medidas protetivas aos riscos: A Equipe estara a disposicdo caso o
participante apresente sensibilidade para remocao imediata do produto. Para
evitar constrangimento a avaliagéo e o tratamento foram realizados em sala
reservada com a presenca apenas do participante e do pesquisador.

7. Beneficios da Pesquisa: Receber tratamento para mau hlito.
8. Meétodos Alternativos Existentes: Nao ha.

9. Retirada do Consentimento: o participante tem a liberdade de retirar seu
consentimento a qualgquer momento e deixar de participar do estudo, sem
nenhum prejuizo. Importante ressaltar que no caso de desistir de participar
do estudo o sr(a) ndo tera nenhum prejuizo em relacdo as suas atividades
académicas ou profissionais na universidade.

10. Garantia do Sigilo: Os pesquisadores asseguram a privacidade dos
participantes quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa.

11. Formas de Ressarcimento das Despesas decorrentes da Participacao
na Pesquisa: Nao havera ressarcimento.

12. Local da Pesquisa: A pesquisa foi realizada na Clinica de Odontologia da
Uninove, localizada na Rua Vergueiro, 235/249 — 2° subsolo - Liberdade, Sao
Paulo - SP, 01504-001, Telefone: (11) 2633-9000.

13. Comité de Etica em Pesquisa (CEP) é um colegiado interdisciplinar e
independente, que deve existir nas instituicbes que realizam pesquisas
envolvendo seres humanos no Brasil, criado para defender os interesses dos
participantes de pesquisas em sua integridade e dignidade e para contribuir
no desenvolvimento das pesquisas dentro dos padrdes éticos (Normas e
Diretrizes Regulamentadoras da Pesquisa envolvendo Seres Humanos —
Res. CNS n° 466/12 e Res. CNS 510/2016). O Comité de Etica é responsavel
pela avaliacdo e acompanhamento dos protocolos de pesquisa no que
corresponde aos aspectos éticos. Endereco do Comité de Etica da Uninove:
Rua. Vergueiro n° 235/249 — 12° andar - Liberdade — S&do Paulo—-SP  CEP.
01504-001 Fone: 3385-9010 comitedeetica@uninove.br. Horario de
atendimento do Comité de

Etica: segunda-feira a sexta-feira — Das 11h30 as 13h00 e Das 15h30 as 19h00

14. Nome Completo e telefones dos Pesquisadores para Contato: Prof. Dra
Sandra Kalil Bussadori (011) 98381-7453, e aluna Pamella de Barros Motta-
(011) 97397-6458.

15. Eventuais intercorréncias que vierem a surgir no decorrer da pesquisa
poderao ser discutidas pelos meios préprios.

Séao Paulo, de de 20__.

16. Consentimento Pds-Informacao:

Eu, , apos leitura e
compreensao deste termo de informacgé&o e consentimento, entendo que minha
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participacdo € voluntaria, e que posso sair a qualquer momento do estudo, sem
prejuizo algum. Confirmo que recebi uma via deste termo de consentimento, e
autorizo a realizacao do trabalho de pesquisa e a divulgagdo dos dados obtidos
somente neste estudo no meio cientifico.

Assinatura do Participante

(Todas as folhas devem ser rubricadas pelo participante da pesquisa)

17. Eu, (Pesquisador do
responsavel desta pesquisa), certifico que:

a) Considerando que a ética em pesquisa implica o respeito pela dignidade
humana e a prote¢cdo devida aos participantes das pesquisas cientificas
envolvendo seres humanos;

b) Este estudo tem mérito cientifico e a equipe de profissionais devidamente
citados neste termo é treinada, capacitada e competente para executar 0s
procedimentos descritos neste termo;

Assinatura

do Pesquisador Responséavel
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Abstract

Background

Halitosis is a term that defines any foul odor emanating from the oral cavity. The origin may
be local or systemic. The aim of the propoesed protocol is to determine whether treatment
with antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) and treatment with probiotics are effective
at eliminating halitosis.

Materials and methods
Eighty-eight patients, from 18 to 25 years old with a diagnosis of halitosis (H;S>112 ppb,
detarmined by gas chromatography) will be randomly allocated to four groups (n=22) that
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Abstract: Background: This systematic review aimed to assess the effectiveness and safety of aPDT
for the treatment of halitosis. Methods: Search strategies were conducted in October 2021 without
language or data restrictions, on the following databases: MEDLINE, EMBASE, CENTRAL, LILACS
and BBO, as well as a manual search. Randomized clinical trials (RCTs) with parallel design were
considered for inclusion, assessing individuals (adolescents and adults) with a clinical diagnosis
of halitosis treated with photodynamic therapy (aPDT). Primary outcomes assessed were halitosis
measurements, adverse events and quality of life. The risk of bias for each included study was
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f,';,eﬁtf:s' Abstract: Background: To compare photodynamic therapy and the use of probiotics in reducing

itation: ds Bacsos Mste ps halitosis assessed through gas chromatography and microbiome analysis. Methods: Participants
Goncalves. M.LL: Gallo. IMAS - aged from 18 to 25 years showing sulfide (SH2) > 112 ppb on gas chromatography were selected.



