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Santezi Neto C. Prevengao da contaminacido cruzada em
odontologia através de PDT utilizando LED azul e curcumina -
efeito antibacteriano [Dissertagio de Mestrado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012,

Resumo

O presente estudo avaliou a suscetibilidade geral de patdgenos da
flora salivar a terapia fotodinamica (TFD) apés a sensibilizagdao com
curcumina e exposicao ao LED (Light Emitting Diode) de 450 nm (x
10) para evitar contaminagdo direta e cruzada nos consultérios
odontoldgicos. Para isso, uma amostra de 10 ml de saliva nao
estimulada foi coletada a partir de um voluntario para a contagem de
bactérias apdés a fase experimental, e os resultados foram
analisados. Quatorze diferentes grupos foram avaliados: G1) L- FS
(1,5g/1) + por 1min; G2) L- FS (1,54g/1) + por 5 min; G3) L- FS (3,04/1)
+ por 1 min; G4) L- FS (3,04g/1) + por 5min; G5) L+ FS- por 1 min; G6)
L+ FS- por 5 min; G7)L+ FS (1,54g/1) + por 1 min; G&) L+ FS (1,54/1) +
por 5 min; G9) L+ FS (3,0g/1)+ por 1 min; G10) L+ FS(3,0g/1)+ por 5
min; G17)Clorexidina 0,12% por 1 min; G12)Clorexidina 0,12% por 5

min; G13) Salina por 1 min; G14) Salina por 5 min. Salina foi o grupo



controle negativo e clorexidina, o controle positivo. Apds cada teste
efetuado foram realizadas diluices seriadas e as amostras
resultantes foram semeadas em placas de agar sangue para depois
serem levadas a estufa em condigdes de microaerofilia onde houve o
crescimento microbiolégico. Um pesquisador treinado e calibrado
determinou o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) por
calculo matematico. A analise estatistica (ANOVA e TUKEY HSD) foi
realizada para analisar se houve ou nado diferenga estatistica
significante entre os grupos, e de acordo com os resultados, a TFD
para redugdo quantitativa dos patdgenos encontrados na cavidade
oral é eficaz, no entanto a clorexidina continua sendo considerada o
padrdao ouro quando se trata de descontaminacdo oral geral e
consequente diminui¢ao do risco de transmissao de doengas infecto-

contagiosas seja de forma direta ou indireta.

Palavras - chaves: Fotoquimioterapia, Curcumina, Contaminagao

Bioldgica.
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Santezi Neto C. Prevention of cross contamination in
dentistry by PDT using blue LED and curcumin - antibacterial
effect [Dissertagao de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2012.
Abstract

The present study assessed the general susceptibility of pathogens
salivary flora to the photodynamic therapy (PDT) after sensitization
with curcumin and exposure to the LED (Light Emitting Diode) of 450
nm (+ 10) to avoid direct and cross contamination in dental offices.
For this, a sample of 10 ml of unstimulated saliva was collected from
a volunteer for the bacterial count after the experimental phase and
the results were recorded. Fourteen different groups were evaluated:
G1) L- PS (1,5g/1) + for 1min; G2 ) L-PS (1,5g/1)+ for 5 min; G3)L-
PS( 3,0g9/1)+ for 1 min ; G4)L- PS( 3,0g/1)+ for 5min ; G5) L+ PS- for
1 min ; G6) L+ PS-for 5 min ; G7)L+ PS (1,5g/1)+ for 1 min; G8)L+ PS
(1,5g/)+ for 5 min; G2) L+ PS (3,0g9/1)+ for 1 min ; G10 ) L+
PS(3,0g/1)+ for 5 min; G711) Chlorhexidine 0,12% for 1 min; G12)
Chlorhexidine 0,1 2% for 5 min; G13) Saline for 1 min; G14) Saline for

5 min. Saline was the negative control group and chlorhexidine, the



positive control. After each test, serial dilutions were performed ana
the resulting samples were plated on blood agar plates. Thereafter,
the plates were placed in the stove under microaerophilic conditions

for microbial growth. A trained and calibrated researcher determined
the number of colony forming units (CFU) by mathematical
calculation. Statistical analysis (ANOVA and TUKEY HSD) was
realized to examine if there was or there was not a statistically
significant difference between groups, and according to the results,
FPDT to quantitative reduction of pathogens found in the oral cavity is
effective, however, chlorhexidine still considered the gold standard to
oral decontamination and subsequent reduction of the overall risk of

transmission of infectious diseases either directly or indirectly.

Key words: Photochemotherapy, Curcumin, Biological Contamination.
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1 INTRODUGAO

A espécie humana hospeda mais de 700 diferentes espécies de
microrganismos entre bactérias, virus e fungos em sua cavidade bucal.
Esse fato associado a exposicdo constante e diaria ao aerosol causado
pela turbina de alta - rotacéo, baixa - rotacdo, jato de bicarbonato de sédio
e ultra - som expbem a equipe odontoldgica (profissional e pessoal
auxiliar) a riscos ocupacionais cronicos e intensos. Pelos mesmos
motivos e devido a rotina de atendimento, os pacientes, ao frequentarem
0 consultério odontolégico, também sofrem risco de adquirir uma

infeccéo/patologia por contaminacéo cruzada 7~ 8 1624, 38, 39, 48-49, 52, 5455,

58-60, 68, 78.

As principais doencas infecto-contagiosas que podem ter como
vetor de disseminacao o aerosol e que representam riscos significativos a
saude da equipe odontolégica sdo as causadas por virus como os da
catapora, hepatite B, hepatite C, conjuntivite herpética, herpes simples,
herpes zoster, mononucleose infecciosa, sarampo, rubéola, parotidite,
gripe e AIDS. Além dessas, diversas infec¢Bes bacterianas podem ser
causadas por estafilococos, estreptococos, pseudomonas, klebisiella
bacilos e fungos como no caso da candidiase 349 525455 60. 68
Um ndmero ndo estimado de portadores sadios é atendido

diariamente nos consultérios odontoldgicos, o que aumenta ainda mais o

risco de contaminacgéo pela auséncia de sinais ou sintomas que alertem a
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equipe odontoldgica sobre 0s possiveis riscos a que estdo se expondo.
Tanto isso é verdade que a unanimidade dos manuais de biosseguranca
recomenda como padrdo para atendimento de qualquer paciente, seja ele
portador ou ndo de doenca infecto-contagiosa, a utilizagao rotineira de
EPIs (equipamentos de protecdo individual) > 2% % Essa préatica é
eficaz para a protecdo da equipe odontolégica desde que as medidas
corretas de protecao sejam rigorosamente atendidas.

Além desses aspectos, de acordo com Chinellato et al.*®, Faraco et
al.’® e Molinari® é importante destacar que muitas vezes a utilizagdo
rotineira dos EPIs promove uma falsa seguranca a equipe odontoldgica
uma vez que:

v' Os EPIs protegem a equipe, mas nao eliminam ou reduzem
0 risco;

v A contaminacdo das vias aéreas oriunda do aerosol bucal é
a mais critica e direta, e os EPIs contra esse tipo de
contaminacdo apresentam eficacia temporaria e né&o
continua;

v O uso de EPIs e a correta esterilizagao/desinfeccao de
instrumentais e equipamentos ndo protege os pacientes da
exposicao e da possivel contaminacdo oriunda do aerosol
de sangue e/ou saliva contaminados que permanece em

suspensao entre as sessoes clinicas.

Em 1994, Bentley et al.® relataram que o aerosol liberado pelas

canetas de alta - rotacdo se dissemina por um raio de até 60 cm a partir
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Y

da cavidade bucal, expondo a contaminagdo por microrganismos orais
tudo o que estiver nesse perimetro. Adicionalmente, Bentley et al.® relata
gue o aerosol bucal decorrente da refrigeracao utilizada nas canetas de
alta - rotacdo e, principalmente do uso do jato abrasivo
ar/agua/bicarbonato de so6dio que é comumente utilizado como rotina
profilatica em muitos consultorios permanece em suspensdo no ambiente
por pelo menos 10 minutos até algumas horas apos o tratamento.

Assim, medidas que possam efetivamente reduzir a quantidade de
microrganismos presentes no aerosol bucal deveriam ser incorporadas
como rotina de biosseguranca associadas ao uso de EPIs, a fim de
garantir protecdo mais efetiva a equipe odontoldgica e aos pacientes.

Com esse intuito, rotineiramente alguns profissionais solicitam que
0 paciente realize bochechos com antimicrobianos previamente ao
atendimento clinico, sendo que atualmente uma das substancias mais
utilizadas para essa desinfeccao prévia € o digluconato de clorexidina

0,12%, considerada o padrdo ouro devido a sua elevada efetividade 2% >

45, 51, 63, 65.

De acordo com Davies® em 1954, a Clorexidina é um
antimicrobiano de largo espectro contra bactérias Gram - positivas e
negativas, no entanto, Siqueira®®, em 1998, destaca que essa substancia
ndo apresenta efetividade contra esporos, exceto em temperaturas
elevadas. Além disso, o uso da CHX como anti-séptico pode causar
pigmentacdo em lingua, dentes e restauracbfes em resina composta.

Adicionalmente, o uso constante do agente antimicrobiano pode



33

desencadear alteraces no paladar 2% 3> %> 83.%5 Qytro fator importante
e que deve ser levado em consideracédo quando se trata de contaminacao
cruzada é a ndo existéncia de relato na literatura sobre sua atividade
antiviral positiva.

Uma forma promissora para reduzir a quantidade de
microrganismos presentes na cavidade oral e conseqlentemente
minimizar o risco de infeccdo cruzada €é a terapia fotodinamica
antimicrobiana (TFDA). Trata-se de um tratamento minimamente invasivo
e muito eficaz contra doencas causadas por fungos, virus e bactérias.
Consiste da associacdo de um agente fotossensibilizador com uma luz
visivel. Tal droga fotossensivel é administrada de forma tépica e deve
possuir o espectro de absorcdo compativel com o comprimento de onda
utilizado para a irradiacdo da regido eleita. O mecanismo de acao da
TFDA consiste na ativagao de um fotossensibilizador por uma fonte de luz
com comprimentos de onda equivalentes ao espectro de absor¢cédo do
agente fotossensivel na intencdo de provocar necrose celular e morte
microbiana’®. Por isso, para que tal reacdo ocorra, trés elementos sdo de
fundamental importancia: o farmaco fotossensivel, a fonte de luz e o
oxigénio molecular.

Muitos sdo os farmacos fotossensiveis utilizados para a TFD.
Dentre eles podemos citar o azul de metileno, as porfirinas, as
fitalocianinas, o acido aminolevulinico, as clorinas e muitos outros. De
acordo com a literatura esses agentes fotossensibilizadores séo divididos

em trés familias. Os fotossensibilizadores de primeira geracdo séo
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aqueles representados pelas hematoporfirinas (Hp) e seus derivados
(HpD) e possuem algumas desvantagens como, por exemplo, o fato de
serem pouco penetrantes nos tecidos alvo, e ainda por permanecerem
retidos no organismo por um grande periodo, fazendo com que o paciente
tenha que ficar protegido da iluminacéo por até trés meses*" %,

Devido a esses efeitos indesejaveis, surgiram os farmacos de
segunda geracdo, 0s quais se caracterizam por terem um poder de
penetracdo maior e por serem moléculas puras, 0 que permitia ensaios
controlados de dose- resposta. As principais drogas dessa familia sdo as
ftalocianinas, naftalocianinas, clorinas, bacterioclorinas e as purpurinas’.

Ainda na procura por drogas fotossensiveis com acdo maior
surgiram as de terceira geracdo, que além de possuirem as mesmas
caracteristicas das de segunda, tinham a vantagem de se fixarem
seletivamente sobre o tecido alvo”®.

Atualmente se tem discutido a respeito de corantes fitoterapicos
para o tratamento com TFD, uma vez que tais farmacos naturais sédo
degradados e eliminados pelo organismo mais rapidamente, evitando
maior pigmentacdo de mucosa, restauracbes e dentes. Pertencentes a
este grupo de corantes que apresentam acentuadas caracteristicas
fotoquimicas, pode-se citar a hipericina e a curcumina, a qual vem sendo
estudada para que se possa determinar o seu potencial de acdo como
agente fotossensibilizador viavel para a TFD3" ©*,

A curcumina é um pigmento amarelo ouro extraido do rizoma do

acafrdo da india (Curcuma Longa). Esse corante de origem natural ha
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muito tempo € utilizado nas culturas orientais como condimento e corante
de alimentos®”. Adicionalmente, também na cultura oriental, é
amplamente utilizado como medicamento alternativo para diversas
enfermidades, como desordens hepéticas, feridas, doencas de pele
dentre outros 4,10, 14, 23, 30, 40-44, 70.

No que se diz respeito a Odontologia, essa droga fitoterapica
natural tem grande potencial para ser utilizada como fotossensibilizador
para terapia fotodindmica devido a sua acgao antiinflamatéria, anti-séptica,
antiparasitaria tanto in vitro quanto in vivo, possuir efeito antioxidante **
18,22, 25,30, 41, 43,53,57. 70 o ' nrincipalmente, por ter acéo antiviral contra HIN1
e hepatite B comprovada pelos estudos de Chen et al.** em 2010 e Jin
Kim et al.** em 2009, respectivamente.

Conforme ja reportado, o sucesso da TFD depende da associacao
de alguns fatores. Dentro do fator “luz”, o comprimento de onda, a dose
de energia utilizada e o sistema de entrega dessa luz influenciardo
diretamente no sucesso ou ndo da terapia.

Desde o surgimento da TFD até os dias de hoje, diferentes tipos de
fontes de luz foram testadas e utilizadas para se obter o efeito
fotodindmico. Mais recentemente, na década de 1960, os primeiros
sistemas baseados na tecnologia de amplificacdo da luz por meio de
emissao estimulada de radiacdes (LASER), foram testados e descobriu-

se gue estes sistemas apresentavam caracteristicas muito interessantes

para a utilizacdo na TFD, como por exemplo, o comprimento de onda
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coerente e monocromatico, a focalizacdo da area de iluminacgéo, e a
entrega de grandes quantidades de energia®.

Os sistemas de LASERs foram sendo aprimorados e apesar do alto
custo de manutencdo eram considerados como as fontes de primeira
eleicdo, principalmente pela possibilidade de acoplar a eles fibras Opticas
gue permitiam a irradiacdo de regides de dificil acesso, além de também
haver a possibilidade de se utilizar os mais diversos farmacos
fotossensibilizadores, uma vez que ja se tinha os sistemas lasers com
emissao de luz nas mais variadas bandas, desde o UV (ultravioleta) até o
infravermelho®".

Apesar do grande sucesso da utilizacao desses sistemas LASERS,
o alto custo de manutencédo e a dificuldade de transporte dos mesmos
fizeram com que os pesquisadores investigassem e desenvolvessem
outros tipos de fontes de luz, como por exemplo, as lampadas e
atualmente, os equipamentos baseados na tecnologia dos diodos
emissores de luz (LED)** %,

Os LEDs sédo lampadas com sistemas de filtros imbutidos que
selecionam a emissao da luz em uma faixa estreita de apenas 10 nm.
Esses filtros barram totalmente a emissdo de radiacbes UV de alta
poténcia e de infravermelho, devido ao primeiro ser maléfico ao ser
humano e o segundo promover danos térmicos sobre os tecidos
irradiados, além do que o ultimo também pode prejudicar as lentes

utilizadas para a confecgdo desses sistemas®'.
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Os LEDs vém sendo amplamente utilizados pelo fato de
apresentarem algumas caracteristicas vantajosas quando se compara
com os sistemas de laser tradicionais, como por exemplo, baixo custo de
produgdo e de manutencdo, a portabilidade e o tamanho desses
equipamentos, além de possibilitar a irradiacdo de grandes éareas, terem
baixo consumo energético e ndo produzir emissdo de calor 3.
Adicionalmente, os LEDs possuem tempo de meia vida muito maior
(50.000 horas de uso) do que os sistemas de laser, podem ter formas
variadas, o que permite a irradiacao de grandes areas, e ainda podem ser
produzidos em diversos comprimentos de onda, variando desde o UV
(254nm) até o infravermelho (1100nm) °.

Além dos fatores ja relatados, o oxigénio molecular presente nos
tecidos e no interior das células também sao de fundamental importancia
para que a TFDA seja eficaz % 267 69, 72:74.77

Portanto, na intencdo de minimizar a quantidade de patdégenos
existentes na saliva humana e assim diminuir a probabilidade de
ocorréncia de contaminagcdo do profissional, equipe auxiliar e pacientes,
estudamos a possibilidade de utilizagdo da TFD para descontaminacéo

prévia da cavidade bucal, uma modalidade promissora para a inativacao

de microrganismos, como alternativa a clorexidina.
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2 REVISAOQ DE LITERATURA

2.1 Aerosol e Biossegurancga

Em 1982, Nogueira® relatou um caso clinico em que um cirurgido-
dentista sofreu um pequeno acidente de trabalho com ferimento
insignificante cortante na segunda falange do indicador direito. Segundo o
autor, o profissional lavou a area lesionada, fez uma simples assepsia e
continuou trabalhando. O ferimento cicatrizou em menos de uma semana
por primeira intencdo, porém um més depois o cirurgido-dentista notou a
existéncia de um exantema cutaneo, simétrico, sem causar prurido que
tomava toda a regido onde havia sido o corte e inclusive a palma da méo.
Sem hesitar, o profissional procurou um meédico e la, apés exames, foi
diagnosticado com infeccdo luética cutanea. Imediatamente apés o
diagnostico, foi instalado o tratamento com penicilina, nas doses usuais
para sifilis, resultando em sua cura completa. O autor concluiu que o uso
de luvas deveria ser um procedimento obrigatorio entre os profissionais
da area, porém, de acordo com o autor, 0 uso desse equipamento de
protecdo individual impossibilita os profissionais de realizar o0s
procedimentos odontolégicos com maior destreza.

No ano de 1993, Chinellato et al.'® desenvolveram uma pesquisa
onde avaliaram os meios de biosseguranca para o cirurgido-dentista e

auxiliares contra doencgas infecto-contagiosas no consultério odontolégico.
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Tal estudo visou alertar os profissionais da &area para os perigos de
transmissdo das doencas infecto-contagiosas no consultério odontolégico
em prol do controle de infec¢do cruzada. Os autores avaliaram mascaras
faciais (mascaras retangulares e ovais), Oculos e luvas existentes no
mercado. As luvas foram avaliadas com relacdo a incidéncia de micro-
perfuracdes, e os outros EPIs, em relacdo a eficiéncia, visibilidade e
comodidade. Todos o0s equipamentos testados foram aprovados e
indicados por serem eficientes.

Bentley et al.8, em 1994, avaliaram o aerosol liberado e gerado pela
turbina de alta-rotacdo. A pesquisa foi realizada em duas etapas, sendo
gue na primeira, uma substancia corante fluorescente foi inserida na agua
gue abastece a caneta de alta-rotacdo para verificar a distancia percorrida
pelo aerosol. A segunda parte da pesquisa caracterizou-se pela
colocacado de placas de Petri contendo meio de cultura agar sangue nas
regides onde o aerosol chegava. Os autores concluiram que os respingos
e a disseminacdo do aerosol conferem grande risco da equipe
odontoldgica se contaminar com patdégenos provenientes desse spray.

.*6 realizaram um estudo onde

Ainda no ano de 1994, Lacey et a
avaliaram as doencas ocupacionais oriundas de bioaerosois. Conforme os
autores relatam, bioaeroséis sdo formados por particulas bioldgicas
suspensas no ar ambiente, os quais tém sido apontados como
causadores de doencas pulmonares ocupacionais. Pertencentes a esse

aerosol é possivel encontrar virus, bactérias, actinomicetos, musgos,

fungos, acaros, enzimas, proteinas de origem animal, endotoxinas de
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bactérias Gram-negativas dentre muitas outras particulas. Ainda, de
acordo com os pesquisadores, 0os produtos existentes nesse bioaerosol
dependem diretamente da profissdo do individuo. Além disso, essas
particulas podem provocar infeccbes pulmonares de origem viral,
bacteriana ou fungica, porém os sintomas mais comumente encontrados
sdo irritacdo das mucosas orofaringeas, bronquite, rinite alérgica, asma,
alveolite alérgica, doenca pulmonar obstrutiva crénica ou ainda sindrome
da poeira organica. Os autores concluem que a prevencao, o controle do
risco de exposicdo ao aerosol e a consciéncia desse risco sdo primordiais
para se evitar o desenvolvimento de qualquer doenca oriunda das
particulas presentes nesse aerosol.

Em 1995, Grenier® estudou a quantidade de aerosol formado
durante procedimentos odontologicos em dois ambientes distintos. O
primeiro ambiente foi um consultério contendo somente um equipo e o
segundo, uma sala com multiplos equipos. Para a captacdo desse aerosol
formado, os autores utilizaram um equipamento suctor de ar e logo em
seguida fizeram o plaqueamento em placas de Petri contendo Agar
sangue enriquecido com material préprio para desenvolvimento de cepas
anaerobias para posterior incubacdo e contagem das unidades
formadoras de colénia. De acordo com o0s pesquisadores, 0s aerosois
bacterianos se espalharam em areas onde ndo havia nenhuma atividade
odontologica. Adicionalmente, os tratamentos dentarios aumentaram
significativamente os niveis de contaminacdo do ar com microrganismos

patogénicos nos dois ambientes avaliados.
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No ano de 1998, Barbeau et al.’> publicaram um artigo em que
pesquisaram o potencial do sugador odontolégico de saliva para
desencadear infeccdo cruzada. Segundo eles, € comum a inversao do
fluxo da saliva quando o profissional da area esta sugando a saliva na
cavidade oral do paciente e também quando o préprio paciente oclui a
abertura do bocal pela mucosa oral. De acordo com os pesquisadores,
inUmeras espécies de bactérias retornam para a cavidade oral do
paciente, levando a contaminagéo desse paciente. Estes dados sugerem,
ainda que sem prova direta de contaminacdo cruzada, a possivel
existéncia de um risco infeccioso associado a patégenos que podem se
originar de biofilmes da tubulacédo seguindo o refluxo. Mesmo que o risco
de contaminacdo cruzada entre 0s pacientes seja considerado baixo, a
necessidade de diminuir a quantidade de biofilmes formados é importante.

Bennett et al.”,em 2000, realizaram uma pesquisa onde analisaram
o aerosol microbiano formando durante a préatica odontolégica com o
objetivo de quantificar o risco microbioldgico a qual o cirurgido — dentista,
sua equipe auxiliar e seus pacientes estdo expostos. Nesse estudo, 0s
autores utilizaram um aspirador de ar para coletar amostras do aerosol
liberado durante os procedimentos odontolégicos e de acordo com o
pesquisado, o dentista e seu auxiliar ficam expostos a um pico de aerosol
concentrado pelo tempo de 15 minutos e apresentam um risco
ligeiramente maior de adquirirem o bacilo da tuberculose do que a

populacdo em geral.
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Em 2001, Leggat et al.*® realizaram uma revisdo de literatura sobre
0s aerosol encontrado nos consultorios odontolégicos. De acordo com 0s
autores, existe grande quantidade de fontes geradoras de aerosol
bacteriano no interior da clinica dentéria, e a concentragdo de particulas
patogénicas em suspensdo no ambiente parece ser maior durante
procedimentos como profilaxia com jato de bicarbonato de sédio e uso de
caneta de alta - rotacdo. Adicionalmente, conforme a revisao levantada
pelos pesquisadores, varias doencas infecto - contagiosas podem ser
transmitidas para a equipe odontolégica e para os pacientes, por isso,
sistemas de ventilacdo devem permanecer constantemente em
funcionamento para que haja reciclagem do ar ambiente. Os
pesquisadores também reportam que o0 uso de antimicrobianos
previamente ao atendimento clinico deve ser rotina para diminuir a
guantidade de microrganismos contidos nesse aerosol, além de se utilizar
bombas a vacuo para diminuir o aerosol presente no ambiente. Os
autores concluem que a equipe odontolégica, além de cuidar para que o
aerosol liberado possua a menor quantidade de patdgenos possivel, deve
manter as imunizagdes em ordem e ainda continuar a utilizar os EPIs, de
forma a reduzir o contato direto com o aerosol.

No ano de 2003, Prospero et al.>®

publicaram um estudo onde
avaliaram a contaminacdo por microrganismos encontrados no aerosol
proveniente da cavidade oral de pacientes durante o tratamento

odontologico em superficies do consultério e na face do cirurgido —

dentista. O objetivo desta pesquisa foi salientar a necessidade de adotar



44

procedimentos de controle de infeccdo em odontologia e para iSso 0s
autores fixaram sobre as superficies do equipo e sobre a méascara do
profissional um filtro para medir a contaminagdo microbiana tanto
guantitativa como qualitativa. ApOs isso, 0s pesquisadores removeram 0s
filtros e levaram em placas de Petri com meios de cultura especificos para
varias especies de bactéria, onde foram incubadas em estufa para
posterior contagem das unidades formadoras de colénia. De acordo com
os autores, o filtro que conteve maior crescimento bacteriano foi aquele
gue estava localizado na mascara do profissional, indicando que grande
guantidade de aerosol, contendo milhares de patdégenos, atingiu o
cirurgido - dentista. Adicionalmente, as espécies bacterianas que
prevaleceram nas mascaras foram Streptococcus e Staphylococcus. Os
autores concluiram que a necessidade de diminuicdo de microrganismos
existentes no aerosol oriundo de tratamento odontolégico € fundamental
para o bem estar da equipe odontoldgica e dos pacientes.

Em 2004, Al Maghlouth et al.' pesquisaram quantitativamente e
gualitativamente o aerosol formado antes, durante e apds o atendimento
clinico em diferentes areas. Avaliaram o aerosol liberado em uma sala
com multiplos equipos, em um consultério com um dnico equipo, na sala
de esterilizacdo e por ultimo, no laboratério de protese da Faculdade de
Odontologia da Universidade King Saud. Para esse estudo, o0s
pesquisadores colocaram placas de Petri com meio de cultura Agar
sangue em quatro locais estratégicos das salas e coletaram amostras trés

vezes ao dia por um periodo de duas semanas. De acordo com o estudo,
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a concentracdo de bactéria presente no aerosol apés os procedimentos
clinicos foi cinco vezes maior no ambiente onde havia varios equipos, trés
vezes e meio maior no laboratério de protese, e duas vezes maior na sala
de esterilizacdo e no consultério onde havia somente um equipo de
trabalho. Adicionalmente, os autores observaram que no final do
expediente o aerosol diminuiu de 50 a 70% em todas as areas e o tipo de
bactéria que prevaleceu nas placas de Petri foi o Staphylococcus
epidermidis. Os pesquisadores concluiram que o aerosol foi maior durante
e apos os procedimentos clinicos, o que implicou em maior possibilidade
de transmissdo de agentes infecto-contagiosos, sendo necessaria a
tomada de medidas preventivas para diminuir a quantidade desse aerosol
liberado durante os procedimentos clinicos, bem como reduzir a
variedade de patdégenos encontrados nesse aerosol.

Em 2005, Szymanska® realizou uma pesquisa onde avaliou o nivel
de exposicao a endotoxinas bacterianas durante tratamento odontoldgico
conservador apoés utilizacdo de turbina de alta-rotacdo e formacgédo de
aerosol. Para isso, 0 pesquisador coletou o ar da regido localizada entre o
paciente e o cirurgido-dentista em filtros de cloreto de polivinil. Tal coleta
foi realizada em dois momentos (antes de desinfetar a unidade de agua
do equipo e apds o uso de um desinfetante) e, de acordo com o autor, a
guantidade de endotoxinas bacterianas encontrada nesse aerosol
coletado antes de desinfetar a unidade de agua do equipo foi muito maior

do que apods a desinfeccdo. Adicionalmente, o autor concluiu que o uso de
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um agente antimicrobiano na &agua do equipo € um dos métodos
recomendados para reduzir o risco que o aerosol promove a saude.

Em 2006, Rautemaa et al.>® desenvolveram uma pesquisa para
avaliar o potencial infecto-contagioso do aerosol formado durante
procedimentos odontoldgicos e qual a distancia que esse aerosol pode
atingir. Para isso, placas de Petri contendo meio de cultura Agar sangue
foram dispostas na sala de atendimento em seis diferentes locais, em um
raio de 0,5 e 2,0 metros de distancia a partir da boca do paciente. As
placas foram colocadas em salas onde houve o uso da caneta de alta-
rotacdo e em salas onde somente se realizou tratamento periodontal e
ortodéntico sem utilizacdo de qualquer instrumento rotatério e de ultra-
som. Em adicdo, amostras foram tiradas das mascaras da equipe
odontologica e das superficies do consultério. Conforme o0s autores
relataram, as salas onde se utilizou instrumentos de alta — rotacéo
mostraram contaminacao significativa em todas as distancias avaliadas,
englobando quase toda a sala. Além disso, os pesquisadores relataram
gue as espécies que prevaleceram foram cocos Gram-positivos,
estreptococos e estafilococos, e por isso ha a necessidade de se
desenvolver novos meios para a prevencado de aerosoéis microbianos em
odontologia para minimizar os riscos de contaminacéo cruzada.

De acordo com uma revisdo de literatura realizada por Zenkner®
em 2006, a Odontologia é caracterizada por permitir o contato direto do
profissional e equipe auxiliar com agentes biolégicos durante o

atendimento do paciente, como sangue, saliva e outros fluidos. Estes
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dados levam a indicacdo de um efetivo controle da infeccdo, através da
adocdo de protocolos que sdo descritos por diversos 6rgdos de saude
como o Ministério da Saude, Center for Diseases Control (CDC),
American Dental Association (ADA) entre outros. Dentre as doencas
passiveis de transmissdo, a hepatite B € considerada a de maior
prevaléncia, a AIDS, a doenca que mais assusta e a hepatite C é a
enfermidade que é considerada um problema de saude publica. Ainda
conforme relatado por Zenkner, o dentista e sua equipe auxiliar tem um
risco de 3 a 6 vezes maior de contrair hepatite B em comparacédo com a
populacdo em geral, e por isso, a partir da década de 80, maior
importancia passou a ser dada no sentido de reduzir o risco de
transmissdo de doencas passiveis de contagio durante o tratamento
odontologico. O autor concluiu em sua revisao que o risco de transmissao
viral no consultério é uma realidade muito préxima dos cirurgides —
dentistas, sendo extremamente importante que os odontdlogos e sua
equipe auxiliar tenham conhecimento dos riscos biolégicos a que estédo
expostos e que também é vital a necessidade de adotar condutas de
protecdo como, por exemplo, tratar todos os pacientes como se fossem
um s0, e que este um fosse portador de toda e qualquer doenca infecto-
contagiosa.

Cristina et al.’®em 2008, estudaram a concentracdo de
hemoglobina proveniente de goticulas de aerosol e respingos inaladas

pelo cirurgido — dentista e equipe auxiliar, e verificaram que a

concentracdo média de hemoglobina no ar aspirado foi 0,14 + 0,23
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mg/m?, o que corresponde a um volume de sangue de 8,7 x 10-4 ml/m?.
Adicionalmente a isso, 0os pesquisadores verificaram que em 80% das
superficies analisadas houve 100% de presenca de hemoglobina. Os
autores concluiram, de acordo com o0s resultados obtidos, que a
possibilidade de aquisicdo de doencas infecto - contagiosas oriundas
desse aerosol inalado por parte da equipe odontoldgica é bastante alta.
Somado a isso, a probabilidade de contaminacdo cruzada também é
muito relevante, sendo necessario que medidas para minimizar a
guantidade de microrganismos presentes nesse aerosol sejam tomadas.
Belissimo-Rodrigues et al.® ,em 2009, avaliaram a pratica de
controle de infeccdo entre dentistas particulares e daqueles que
trabalhavam na rede publica de saude. 135 dentistas foram entrevistados
com relacdo aos cuidados tomados na finalidade de controlar a
transmissdo e a aquisicao de doencas infecto - contagiosas. De acordo
com a pesquisa, ha uma gritante diferenca entre o controle de infec¢céo e
as praticas observadas entre as duas populacdes analisadas, sendo que
a situacao é pior nos servigos publicos. Além disso, os autores dizem que
para reverter essa situagéo, as questdes de controle de infeccdo devem
ser abertamente debatidas por todos aqueles que, direta ou
indiretamente, fazem parte da area da saude, de maneira a evitar a
contaminacao direta dos cirurgibes — dentistas e equipe auxiliar pelo
aerosol liberado durante o atendimento clinico e ainda para evitar também

a contaminacao cruzada.
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Resende et al.®®, no ano de 2009, realizaram um estudo
epidemiologico com 1302 dentistas da cidade de Belo Horizonte, Brasil,
para avaliar a prevaléncia de dentistas portadores de hepatite C, ja que,
de acordo com o autor, o cuidado com a saude contra infecgdes € uma
preocupacdo por parte dos pacientes e profissionais da area da saude, os
guais sofrem grande risco de se infectarem com muitos patdgenos
provenientes do sangue contaminado como virus da AIDS, hepatite B e C.
De acordo com os resultados, a soroprevaléncia do anti-HCV foi de 0,9%,
e os fatores associados a ela foram principalmente histéria de transfusao
de sangue, indicando que a soroprevaléncia entre os dentistas é baixa.
Adicionalmente, os autores observaram que nenhuma soroprevaléncia
esteve associada a exposicao ocupacional.

Hallier et al.*®

, ho ano de 2010, realizaram um estudo piloto onde
avaliaram a formacdo de aerosol em diferentes tipos de tratamento
odontoldgico. Somado a isso, 0s autores pesquisaram a eficacia de um
equipamento purificador de ar para verificar se a quantidade de
microrganismos presente nesse aerosol reduziria. Amostras foram
coletadas em placas de &gar sangue antes e depois da realizacdo do
tratamento odontolégico com ou sem o uso do equipamento purificador de
ar. De acordo com o estudo, apés colocacado das placas em estufa a 37°C
por 48h para crescimento microbioldgico, realizou-se a contagem de UFC
por ml e verificou-se que 0 uso desse equipamento reduziu

significantemente a quantidade de microrganismos presentes no aerosol.

Além disso, o0s pesquisadores verificaram que 0S microrganismos
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predominantes foram espécies de Staphylococcus e Micrococcus,
concluindo que o0s bioaeros6is sdo potencialmente perigosos
contaminantes para toda a equipe odontolégica e para os pacientes que
estao respirando naquele ambiente.

Em 2012, Edward et al.** publicaram uma revisdo de literatura
onde avaliaram a exposicdo ao bioaerosol em locais de trabalho.
Conforme relataram os autores, estudos epidemiolégicos e toxicoldgicos
tém demonstrado efeitos inflamatérios, problemas respiratorios, e
patogénicos apdés a exposicdo a bioaerosoéis. Adicionalmente, o0s
pesquisadores reportaram que fungos e bactérias sdo os principais
causadores das desordens acima mencionadas. Além disso, 0os autores
também mencionam novas tecnologias para medicdo quantitativa do
bioaerosol inalado nos locais de trabalho, como o uso da biologia
molecular por exemplo. Segundo os pesquisadores, espera-se que esses
avancos auxiliem na avaliagdo do risco e na diminuicdo de exposicao ao

bioaresol.
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2.2 Terapia Fotodinamica (TFD)

A TFD vem sendo estudada ha muito tempo, porém é recente sua
utilizagdo como agente antimicrobiano.

Em 1987, Tonnesen et al.”

realizaram um estudo para investigar a
atividade fotobiolégica da curcumina. De acordo com a pesquisa, 0S
autores concluiram que o farmaco natural se mostrou fototoxico para
Salmonella typhimurium e Escherichia coli, mesmo em concentragdes
baixas quando associada a irradiacdo com luz visivel. Adicionalmente, 0s
pesquisadores concluiram que a fototoxicidade observada torna a
curcumina uma droga com grande potencial fotossensibilizante que pode
encontrar aplicacdo na fototerapia de, por exemplo, psoriase, cancro, e
doencas bacterianas e virais.

De acordo com Dahl et al.’®,em 1989, a curcumina tem um grande
efeito fotodindmico contra bactérias Gram - positivas, porém tem um
menor efeito contra bactérias Gram - negativas. Ainda de acordo com o
estudo, a curcumina por si s, para ter efeito bactericida, precisa estar em
elevadas concentragbes, no entanto, quando associada a luz com
comprimento de onda ideal, micro - concentracbes provocam elevada
acdao fototoxica.

Wainwrigth”, em 1998, realizou uma revisdo de literatura sobre
TFDA. O autor relata que a TFDA, apesar de ter surgido previamente a
TFD para tratamento de cancer, atualmente, vem sendo utilizada para

inativacdo viral. De acordo com o0 pesquisador, a técnica tem

demonstrado eficacia, in vitro, sobre bactérias, incluindo as cepas
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resistentes a antimicrobianos, leveduras, virus e parasitas. O autor finaliza
concluindo que a TFDA é uma proposta nova, com grande potencial
antimicrobiano, além de ser uma terapia de baixo custo e possibilitar o
tratamento local de infecgdes.

Em 2002, Zanin et al.”’ realizaram uma pesquisa para verificar a
eficacia da TFD na reducdo de bactérias causadoras da doenca carie.
Nesse estudo in vitro, solucbes planctbnicas de bactérias foram
submetidas a TFD utilizando laser diodo (660 nm), com densidade de
energia de 28,8 J/cm?, associado ao corante azul de toluidina na
concentracdo de 100 ug/ml. De acordo com os pesquisadores, as
suspensdes bacterianas de Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Lactobacillus acidophilus e Lactobacillus casei tiveram seu
crescimento inibido por completo, sugerindo que a TFD é bastante efetiva
para reducao de bactérias cariogénicas.

Em 2003, Chan et al.’? desenvolveram um estudo para tentar
esclarecer os efeitos bactericidas da TFD, bem como se seus efeitos
eram desencadeados pelo comprimento de onda utilizado ou pela dose
de energia empregada. Para isso, 0os pesquisadores utilizaram cepas de
bactérias periodontopatogénicas (Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Fusobacterium  nucleatum, Porphromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, e Streptococcus sanguis) as quais passaram pelos seguintes
tratamentos: laser de He-Ne (632,8 nm) com poténcia de 30 mW, laser de
diodo (665nm) com poténcia de 100 mW, laser de diodo (830nm)

também com poténcia de 100 mW na presenca ou auséncia de azul de
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metileno (MB) como agente fotossensibilizante. Ap0s a realizagdo dos
testes, as amostras foram diluidas, plaqueadas, postas para crescimento
microbiolégico em estufas de anaerobiose por 48 horas e depois foi
realizada a contagem de unidades formadoras de coldnia. De acordo com
os autores, o melhor resultado foi o grupo onde se utilizou a combinacéo
do MB com o laser de diodo (665nm) pelo tempo de 60s (dose de energia
de 21,2J/cm2), pois eliminou 95% das bactérias estudadas, mostrando
que tanto o comprimento de onda quanto a dose de energia empregada
sao fatores que influenciam no resultado positivo ou negativo da acao da
TFD. Adicionalmente, os pesquisadores concluiram que o uso de um
laser de diodo com poténcia e comprimento de onda adequados pelo
tempo de 60 s de irradiacdo pode ser um adjuvante util a terapia
convencional na prevencéo da re-colonizacao de lesdes subgengivais por
microrganismos patogénicos.

No ano de 2004, Yamada Junior et al.”

publicaram um caso clinico
onde avaliaram a eficacia da TFD na reducao bacteriana em periodontia e
implantodontia. Os autores relatam que um dos pacientes compareceu
para atendimento apresentando quadro de periimplantite supurativa. O
segundo paciente apresentava supuracao no elemento 11 proveniente de
uma lesdo endo-pério. O tratamento para ambos o0s casos foi raspagem a
campo aberto seguida de descontaminacdo com TFD mediada por azul
de metileno associado a irradiacdo por laser vermelho com poténcia de

30mW/cm2. Conforme relatam os autores, a TFD foi eficaz na reducéo da

microflora bacteriana local. Além disso, segundo os pesquisadores, a TFD
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€ uma técnica de baixo custo, com minimos efeitos colaterais, sem efeitos
sistémicos e que n&o provoca resisténcia bacteriana.

Também no ano de 2004, Wilson’® realizou uma revisdo sobre a
eficiéncia da TFD sobre bactérias orais e sua aplicagdo como tratamento
de infec¢des orais como periodontite, cérie, infeccbes no canal radicular.
Conforme descreve o autor, agentes antibacterianos quimicos sdo cada
vez mais utilizados em regimes profilaticos e terapéuticos contra doencas
relacionadas a placa dental. Esses antimicrobianos podem se tornar
ineficazes pelo desenvolvimento de espécies resistentes, existindo a
necessidade de se desenvolver alternativas efetivas, e uma alternativa
promissora € a TFD, a qual se mostrou letal contra uma variedade de
bactérias. De acordo com o pesquisador, as vantagens desta abordagem
sdo que a bactéria pode ser erradicada em periodos muito curtos de
tempo (em segundos ou minutos), o desenvolvimento de espécies
resistentes € improvavel, e danos aos tecidos do hospedeiro e
perturbacao da microflora normal pode ser evitada. O autor conclui que o
uso dessa terapia seria benéfico principalmente para conservar o
suprimento cada vez menor de agentes antimicrobianos que sao eficazes
no tratamento de graves infeccdes sistémicas.

1.4 em 2005, avaliaram a eficacia da TFD sobre

Lambrechts et a
feridas, em ratos, infectadas por Staphylococcus aureus. Para isso, 0s
pesquisadores, apos infectarem as feridas dos ratos com o patdgeno,

realizaram a TFD mediada por porfirina e luz vermelha. Apdés isso, uma

camera especial capaz de detectar bioluminescéncia bacteriana foi
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utilizada para captar imagens periddicas da ferida. De acordo com 0s
autores, 98% das bactérias foram eliminadas ap6s uma dose de 210
J/icm2. Além disso, os autores relataram que houve uma re-infestacao
bacteriana, além de atraso no processo de reparo da ferida. Os
pesquisadores concluiram que para o uso da TFD in vivo ainda ha a
necessidade de mais pesquisas de forma que a taxa de re-infeccao
diminua e que nao altere o processo cicatricial.

1.5 executaram um estudo onde

Também em 2005, Sigush et a
investigaram a efetividade da TFD na reducéo de 2 espécies de bactérias
periodontopatogénicas (Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium
nucleatum) em dentes de cdo. Para a realizagdo da pesquisa, 0s autores
utilizaram dois tipos de fotossensibilizadores (clorina e6 e BLC1010) e
laser de diodo (662 nm) com densidade de energia no valor de 12,7 J/cm2
por sitio irradiado. Os autores relatam que a TFD promoveu uma reducgéo
significativa da inflamacao gengival dos cées quando comparado com 0s
grupos controle, e que tal reducdo foi independente do tipo de farmaco
fotossensivel utilizado. Adicionalmente, os pesquisadores concluem que a
TFD é distintamente vantajosa na reducdo dos sinais periodontais de
vermelhiddo e sangramento a sondagem.

Em 2006, Soukos et al.®® desenvolveram uma pesquisa para
investigar os efeitos da TFD sobre patdgenos endododnticos em fase
planctonica, bem como sobre Enterococcus faecalis. Para o estudo os

autores utilizaram azul de metileno associado a uma fonte de luz

vermelha (laser diodo) pelo tempo de 5 minutos. De acordo com o
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relatado, a TFD eliminou 97% do biofilme formado pela Enterococcus
faecalis, e por isso, conforme os pesquisadores, a TFD pode ser utilizada
como tratamento coadjuvante ao tratamento endodontico tradicional na
finalidade de dizimar as bactérias residuais nos canais radiculares.

No ano de 2007, Foschi et al.** publicaram um estudo onde
avaliaram a inativacdo fotodinamica de Enterococcus faecalis presentes
em canais unirradiculares de dentes extraidos. Apds preparo dos canais,
estes foram infectados com a bactéria e trés dias depois a infecgéo foi
confirmada por microscopia eletrénica de varredura. Apds isso 0s autores
realizaram a TFD utilizando laser diodo (665nm) associado ao farmaco
fotossensibilizador azul de metileno. Depois, o conteudo do canal foi
levado a placas de Petri contendo meio de cultura para crescimento
microbiano para posterior contagem das unidades formadoras de colbnia.
De acordo com os pesquisadores, a TFD reduziu 77,5% das bactérias,
enquanto que o uso somente da luz diminuiu 40,5% e o farmaco por si s
diminuiu somente 19, 5% das bactérias, o que reforca a necessidade de
se determinar a concentragdo Otima da droga fotossensibilizadora e
também dos parametros de luz para proporcionar maior morte bacteriana.

Em 2008, Fimple et al.?® realizaram um estudo in vitro onde
avaliaram o potencial fotodinamico do azul de metileno em biofilmes
compostos por mdultiplas espécies de bactérias (Actinomyces israelii,
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, e Prevotella
intermedia) no interior de canais radiculares de dentes humanos

extraidos. Para isso, o fotossensibilizador foi incubado no interior do canal
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radicular por um periodo de 10 minutos seguido de exposi¢cao ao laser
vermelho com fluéncia de 30 J/cm2. Tal metodologia promoveu uma
reducdo de 80% de bactérias quando da contagem das UFC.

.17 realizaram um

Também no ano de 2008, Christodoulides et a
estudo clinico randomizado onde foi avaliada a eficacia da TFD como um
tratamento adjunto ao tratamento periodontal ndo cirdrgico. 24 pacientes
com doenca periodontal crénica foram divididos de forma aleatria em
dois grupos, onde um passou pela raspagem e alisamento radicular
(RAR) seguido de TFD e o outro foi tratado somente com a terapia
convencional (RAR). Os pacientes foram monitorados 3 e 6 meses apés o
tratamento, e, de acordo com os pesquisadores, 0s pacientes que foram
submetidos ao tratamento convencional associado a TFD apresentaram
reducdo significativa no sangramento gengival quando comparado aos
pacientes que foram tratados com a terapia convencional.

Fontana et al.>*

,em 2009, investigaram o efeito da TFD utilizando o
azul de metileno associado a luz vermelha para a redu¢gdo do numero de
bactérias presentes na placa dental, comparando a acdo da TFD em
biofime denso e na forma planctdnica. Na pesquisa, 0s autores,
previamente a TFD, pré-incubaram a droga fotossensivel por 5 min, e
entdo realizaram a associacdo do farmaco azul de metileno com a luz
vermelha. Conforme o estudo, a terapia promoveu a morte de 63% das
bactérias presentes na suspensado, porém reduziu somente 32% quando

realizada em biofilme denso, o que se pdde concluir que a TFD foi mais

eficaz quando utilizada sobre células plancténicas.
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Ainda no ano de 2009, Haukvik T et al.*® desenvolveram um estudo
onde avaliaram as acoes fototoxicas de diferentes solu¢bes aquosas de
curcumina sobre bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis e
Streptococcus intermedius) e Gram-negativas (Escherichia coli). Para
ISso, 0s autores utilizaram curcumina variando a concentracdo de 1-25uM
e luz azul com irradiancia de 17mW/cm2 e dose variando de 5 a 30
Jicm2. Previamente a TFD, os pesquisadores pré-incubaram, com o
fotossensibilizador, as bactérias por 30 min. De acordo com o0s
pesquisadores, a sobrevivéncia das bactérias foi calculada por
porcentagem comparada aos grupos controles e as solugdes que se
mostraram mais eficientes para promover a morte bacteriana tanto de
Gram-positivas quanto de Gram-negativas foram as que continham o
solvente dimetilsulfoxido, polietilenoglicol e o copolimero Plurdnico.

Em 2010, Gonzales et al.*® organizaram uma revisdo de literatura
sobre uma nova abordagem para inativacdo de microrganismos, a TFD.
De acordo com o estudo, cepas de Streptococcus aureus se tornaram
resistentes a certos tipos de antibioticos. Adicionalmente, infeccbes
fungicas também se tornaram muito resistentes a medicamentos
antifangicos, tornando-se necessario o desenvolvimento de novas
técnicas que promovessem a morte microbiana sem que houvesse o
desenvolvimento de cepas resistentes. De acordo com o autor, doencas
cutaneas originadas por Streptococcus aureus resistentes a terapia
convencional com antibiéticos ou ainda por espécies de fungos séao

indicadas para o tratamento com TFD. Portanto o autor conclui que o
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desafio da TFD é encontrar uma janela terapéutica in vivo onde
microrganismos multi-resistentes possam ser eliminados eficientemente
de forma que nao prejudique o tecido circundante.

1.3” realizaram um estudo no ano de 2010 onde

Goulart et a
avaliaram a acao fotodindmica contra a principal bactéria causadora da
periodontite, a Actinobacillus actinomycetemcomitans. No estudo foi
utilizada a combinacdo do farmaco fotossensivel rosa bengala com luz
LED azul sobre bactérias na fase plancténica como também em forma de
biofiime denso. Os autores concluiram que a TFD inativa o A.
actinomycetemcomitans tanto em culturas plancténicas como em biofilme,
porém o ultimo em menor quantidade. A acdo contra as bactérias ocorreu
mesmo quando a droga fotossensivel foi administrada em pequenas
concentracfes. Além disso, os autores relataram que a TFD néo causou
danos as células de fibroblastos tratadas sob as mesmas condigdes.

Mima et al.*>°

,em 2010, pesquisaram a eficacia da TFD utilizando
hematoporfirina associada com luz LED azul e luz LED vermelha contra
Candida albicans em lingua de camundongos. Para isso 0s autores, ap0s
imunosupressdo dos camundongos, aplicaram o farmaco fotossensivel
via oral em 3 concentracbes distintas (400, 500, ou 1000 mg / 1),
esperaram 30 minutos para que o farmaco penetrasse nas células e entéao
irradiaram o dorso da lingua dos camundongos com LED. A fluéncia
utilizada para ambos os LEDs foi de 305 J/cm2. Apés isso, amostras do

dorso da lingua foram tiradas com auxilio de swabs estéreis e colocadas

para crescimento microbiolégico em estufa por 48 horas. Posteriormente,
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0s pesquisadores realizaram a contagem das unidades formadoras de
colonia e verificaram que a terapia foi altamente eficiente na remisséo do
biofilme de Candida albicans sem prejudicar o tecido lingual.

122, em 2011, avaliaram a eficacia da TFD utilizando a

Dovigo et a
associagao de fonte de luz LED azul e fotossensibilizador curcumina.
Para isso, 0s autores pré-incubaram o farmaco fotossensivel pelo tempo
de 20 minutos e depois aplicaram a luz LED por aproximadamente 29
minutos (fluéncia de 37,5 J/cm?). Apds isso, os pesquisadores realizaram
a diluicdo seriada e o plaqueamento em meio de cultura especifico para
Candida albicans, na finalidade de analisar as células viaveis. De acordo
com o estudo, tal associacdo demonstrou uma reducdo estatisticamente
significante na viabilidade de Candida albicans ap6s a TFD tanto para
cultura do tipo planctdénicas como em biofilmes.

Também no ano de 2011, Pereira et al.*®

realizaram uma pesquisa
onde avaliaram a susceptibilidade de biofimes de Candida albicans,
Staphylococcus aureus, e Streptococcus mutans a TFD. Para essa
investigacdo, os autores, apos promoverem o crescimento de biofilme em
discos de acrilico contidos em meio de cultura suplementados com
sacarose, realizaram a TFD utilizando azul de metileno como droga
fotossensibilizadora e laser vermelho. O tempo de irradiacdo com luz foi
de 98 segundos, 0 que gerou uma densidade de energia no valor de 350
J/icm2. Em seguida, os discos foram mergulhados em solucéo fisiologica

estéril para dissolucdo do biofilme. Apds isso, realizou-se a diluicdo

seriada seguida de plagueamento em placas de Petri com meio de cultura
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especifico para crescimento microbiolégico das espécies investigadas e
posterior contagem das UFCs. Os autores concluem, conforme os
resultados, que houve reducgao significativa na viabilidade de todos os
microrganismos presentes nos biofilme, porém tal diminuicdo foi maior
guando o teste foi sobre biofilmes contendo uma Unica espécie do que
nos grupos onde havia a associacado de 2 ou mais espécies nos biofilmes.
Adicionalmente, os pesquisadores concluem que a fotossensibilizacao
letal ocorreu predominantemente nas camadas mais externas dos
biofilmes e que a TFD mediada por azul de metileno pode ser uma terapia
eficaz no controle de biofilmes da cavidade oral.

Ainda em 2011, Wong et al.” realizaram um estudo para avaliar se
o azul de metileno, um fotossensibilizador seguro e barato, € eficaz na
inativacdo de enterovirus. Para isso, 0s pesquisadores, ap0s inocularem
0os virus em células de rato, incubarem essas células infectadas e
realizarem 3 ciclos de congelamento e descongelamento, pipetaram os
virus sobrenadante e os armazenaram para posterior desenvolvimento de
maior quantidade do antigeno. Posteriormente, aliquotas das suspensfes
virais foram pipetadas e incubadas com 450 ml de azul de metileno (0,05-
0,5 mM) por 120 min em cada poco de uma placa de Well de 24 pocos
antes de serem expostas a diferentes doses de luz LED com o auxilio de
um equipamento para a realizacdo da TFD que mantinha a humidade e
temperatura constantes. Para verificar como a TFD afetou as proteinas
virais, teste PCR foi realizado. De acordo com os autores, a TFD foi capaz

de inativar enterovirus em suspensdo, promoveu danos ao material
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genético e as proteinas virais, além de ter inibido a viabilidade viral em
superficies sdlidas e reduzido a transmisséo do virus de uma superficie
sélida para um rato neonatal.

Ainda no ano de 2011, Soukos et al.®’

publicaram uma revisdo de
literatura sobre a eficacia da TFD no controle de biofilmes orais. De
acordo com os autores, esse tratamento vem evoluindo gradualmente e
promovendo resultados cada vez mais efetivos na reducao quantitativa de
microrganismos existentes na cavidade oral, sendo considerada uma
alternativa aos antimicrobianos existentes no mercado bem como aos
meios mecanicos de eliminacdo de placa dental. Os pesquisadores
concluem reportando que a TFD € um técnica promissora, mas que ainda
necessita de muitos estudos para se estabelecer os parametros ideais de
luz e concentracdo do farmaco fotossensivel para que sua eficacia seja
amplificada.

Florez **, no ano de 2012, realizaram um estudo onde analisaram a
eficacia da TFD sobre células planctonicas de Streptococcus mutans.
Para isso, os autores utilizaram cepas bacterianas padréao, as quais foram
divididas em grupos e estes, expostos aos corantes (CUR, Hipericina e
Photogem). Em seguida os grupos expostos a CUR foram irradiados por
LED azul (450nm£10nm), os grupos expostos a hipericina foram
irradiados por LED amarelo (590+10nm) e os expostos ao Photogem
foram irradiados por LED vermelho (630£5nm), o que caracterizou a TFD.

Os autores, conforme seus resultados, concluiram que das drogas

fotossensiveis utilizadas e dos protocolos investigados, apenas a
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hipericina mostrou efeito letal sobre Streptococcus mutans, mostrando
gue sua associagdo com LED vermelho tem potencial para controle
bacteriano de s. mutans em saliva. Adicionalmente ao estudo em células
planctbnicas, os autores pesquisaram o potencial dos mesmos farmacos
fotossensibilizadores associados a irradiagdo com luz sobre o biofilme
formado em pastilhas de esmalte e , de acordo com seus resultados,
observaram que os protocolos utilizados nao foram eficientes para reduzir
o biofilme cariogénico.

Ainda em 2012, Rezusta et al.®*

pesquisaram o efeito da TFD
mediada por hipericina associada a luz LED sobre varias espécies de
candida (Candida albicans strains, Candida parapsilosis e Candida
krusei), e também a fototoxicidade sobre queratindcitos e fibroblastos
dérmicos na finalidade de determinar possiveis efeitos colaterais. Para
Isso, o0s autores utilizaram 3 concentracbes diferentes de hipericina
(0,625, 1,25, 2,5 e 40 yM) associadas ao LED na dose de 18 J/cm2.
Conforme os autores, para se obter redugdo numérica das espécies,
houve a necessidade de aumentar significantemente a concentragéo do
farmaco bem como da dose de energia utilizada. Adicionalmente, os
pesquisadores verificaram que tanto 0s queratindcitos quanto 0s
fibroblastos ndo sofreram alteracdes quando se utilizou concentracdes do
farmaco menores do que 1 pM e doses abaixo de 37 J/cm2, concluindo

gque TFD com hipericina como farmaco fotossensivel parece ser

adequado para o tratamento contra Candida albicans.
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2.5 Digluconato de Clorexidina 0,12%

Davies et al.?°, em 1954, realizou uma pesquisa sobre um novo
antimicrobiano de elevada eficacia, o digluconato de clorexidina. Segundo
0 autor e seus colaboradores, o0 antimicrobiano apresentou boa acgéo
bacteriostatica contra bactérias Gram - negativas, porém demonstrou
menor agdo contra Gram - positivas. Quando avaliaram sua eficacia
contra esporos, verificaram que tal agente antimicrobiano ndo possuia
acao alguma contra aqueles.

No ano de 1989, Feist et al.?’ realizaram uma revis&o de literatura
buscando analisar o uso da CHX na Periodontia, no controle da placa
bacteriana, assim como suas perspectivas para o futuro. Para isso, 0s
pesquisadores avaliaram varios métodos de aplicacdo (solu¢des para
bochecho, gel de CHX, irrigagdo supra e subgengival, e fio dental
embebido na solucdo de CHX. De acordo com os autores, diferentes
resultados foram observados devido a variagdo das concentragdes
utiizadas bem como a duracdo do tratamento. Os pesquisadores
concluiram que a CHX promove alguns efeitos colaterais mas por outro
lado tem uma atuacéo positiva na reducédo da microbiota analisada.

No ano de 1998, Siqueira® realizou um estudo para investigar a
efetividade de 4 solu¢bes descontaminantes (hipoclorito de sodio 5,25%,
glutaraldeido 2%, gluconato de clorexidina 2%, e 70% de alcool etilico) na
intencdo de eliminar esporos de Bacillus subtilis em cones de guta -
percha. Conforme relata o autor, a solucdo mais eficaz na eliminacdo dos

esporos existentes na superficie dos cones foi 0 hipoclorito de sodio a
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5,25%, o qual promoveu a eliminacdo desses esporos apos ter ficado
somente 1 min em contato com os cones. Adicionalmente, o pesquisador
concluiu que as outras 3 solugBes quimicas ndo mostraram eficiéncia
alguma para descontaminagdo dos cones mesmo apos 10 min de contato.

Gongalves et al.®*

,no ano de 2006, avaliaram a contaminacgéo
gerada pelo aerosol formado durante o uso da baixa - rotacdo para
profilaxia dental. Para isso, os pesquisadores selecionaram 15 voluntarios
gue passaram por profilaxia em 2 periodos de tempo. Na primeira fase os
participantes passaram pelo tratamento e o aerosol formado foi coletado
diretamente em placas de Petri localizadas na fronte do cirurgido-dentista
e da auxiliar e uma terceira placa posicionada sobre o térax do paciente, a
30 cm de sua cavidade oral. Posteriormente, as placas foram colocadas
em estufa para crescimento microbiolégico e a contagem de unidades
formadoras de coldnias foi realizada. Apés 30 dias os voluntarios
passaram pelo mesmo tratamento, porém 10 minutos antes foram
orientados para que fizessem bochecho com CHX 0,12% pelo tempo de 1
minuto. O aerosol liberado foi coletado da mesma maneira que na fase 1
e as placas foram levadas para crescimento microbiol6gico. De acordo
com o0s autores, a pesquisa demonstrou que o uso da solucao
antimicrobiana previamente a profilaxia dental reduziu consideravelmente
0 numero de microrganismos gerados.

No ano de 2008, Semenoff et al.®® realizaram uma pesquisa onde

analisaram a efetividade da CHX a 0,12% e 2% sobre alguns

microrganismos. Tal estudo avaliou as duas diferentes concentracfes
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estocadas em condi¢cdes de armazenamento (1- geladeira (7°C); 2- estufa
(45°C) e 3- temperatura controlada (25°C) sobre Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Enterococcus faecalis em um periodo de 30 dias. Para isso,
0s pesquisadores inocularam as placas de Petri contendo os meios de
cultura ideais para crescimento de cada microrganismo estudado com o
respectivo patdégeno e apos isso depositaram discos de papel absorvente
embebidos com as solugdes teste no interior das placas para avaliarem o
halo de inibicdo formado apds crescimento em estufa. Conforme
reportado pelos pesquisadores, as diferentes condicdes de
armazenamento nao influenciaram a efetividade antimicrobiana da CHX
sobre 0s microrganismos testados.

Em 2009, Kosutic et al.* realizaram um estudo randomizado onde
avaliaram o efeito antimicrobiano de varias substancias (cetrimida, CHX,
povedine esterilizado e solucdo salina todos na concentracdo de 1%)
utilizadas previamente a procedimentos cirdrgicos em odontologia. Os
pesquisadores selecionaram 120 pacientes, os quais foram divididos em 4
grupos. ApoOs a utilizagdo dos antimicrobianos, amostras bacterianas
foram coletadas do fornix do vestibulo dos pacientes imediatamente
antes, 5 minutos apos iniciada a cirurgia e no final da mesma. De acordo
com os autores, houve uma reducdo estatisticamente significativa na
contagem bacteriana durante os procedimentos em que anti-sépticos

foram utilizados. Adicionalmente, os pesquisadores relataram que a CHX
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foi a melhor opcédo para pocedimentos que demoraram mais do que uma
hora.

No ano de 2010, Mima et al.°’ realizaram um estudo onde
avaliaram o poder desinfetante de diferentes concentragbes de solucdo
de CHX sobre proteses totais colonizadas por cepas de Candida albcans
resistentes ao fluconazol. Os pesquisadores investigaram a eficacia de
solucdo de CHX nas concentracbes de 0,2%, 1% e 2%. Para isso,
proteses totais estéreis foram contaminadas com cepas do fungo
estudado e colocadas em estufa para crescimento microbiolégico. Apo6s
isso, cada prétese foi mergulhada nas solucdes teste pelo tempo de 10
min e posteriormente amostras da solucdo foram pipetadas, diluidas,
plagueadas em placas contendo meio de cultura especifico para Candida
albicans e incubadas em estufa a 37 graus para posterior contagem das
unidades formadoras de colénia. Os autores concluiram que a CHX é
eficaz na desinfeccédo de proteses contaminadas com Candida albicans
resistentes ao fluconazol, sendo que a solugcdo que se mostrou mais

efetiva foi a CHX 2%.
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> Objetivos Gerais
Frente ao exposto, neste estudo in vitro avaliou-se a acao da
terapia fotodinamica utilizando LED azul e curcumina sobre amostra

representativa de microbiota bacteriana bucal.

> Objetivos Especificos
Avaliar o efeito das seguintes variaveis independentes (tratamentos
de TFD):
v' Curcumina 1,5g/L e LED com dose de 3 J/ cm? (30 mW/cm? x 1
min).
v' Curcumina 3,0g/L e LED com dose de 15 J/cm? (30mW/cm? x 5

min).
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3 MATERIAI E METODO

> Obtengido de microbiota oral representativa.

Devido a gama de microrganismos existentes na cavidade oral
decidimos néo trabalhar com patégenos especificos e sim com amostras
representativas das espécies aerdbias comumente encontradas na
cavidade oral dos pacientes. Para tal, foram obtidas amostras salivares de
4 voluntarios previamente selecionados da Clinica de Dentistica da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.

Foram selecionados aqueles que, apés anamnese, atenderam aos
seguintes critérios de inclusao:

- NAo apresentar sinais e sintomas de doencas;

- ndo etilista,

- ndo tabagista;

- maior de 18 anos;

- ndo estar utilizando antimicrobianos ou outras solucoes de
bochecho;

- ndo ter usado antibidticos no ultimo més;

- ndo estar utilizando creme dental com acéo antimicrobiana;

- ndo ter se submetido a profilaxia profissional na dltima semana;
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Os voluntarios foram selecionados segundo rotina estabelecida
pelo CONEP/CEP""®*°? a saber:

- Os voluntérios receberam informacdes detalhadas a respeito da
pesquisa, seus objetivos, importancia e beneficios.

- A adeséao do paciente a pesquisa foi livre e voluntéria.

- Ao voluntario coube a decisdo de se retirar do experimento em
gualquer momento.

- A recusa de participagdo ndo implicou em prejuizos ou san¢des
para o voluntario.

- A colaboracéo na investigacao nao implicou em énus ou ganho
financeiro para o voluntério.

- Sua identidade foi mantida em sigilo.

Apos aprovacédo pelo Comité de Etica em Pesquisa- FOAr ( n° do
processo: 68/10)""*°* 10 mL de saliva de cada voluntério foi coletada em
tubos Falcon de 50 mL estéreis. A seguir foram processadas
individualmente por rotina microbiologica a fim de determinar o conteudo
bacteriano no Laboratério de Microbiologia do Departamento de
Odontologia Restauradora da Faculdade, sob responsabilidade da Profa.
Dra. Juliane G. Tonomaru. Ap6s essa determinacdo, a amostra que
conteve maior quantidade de microrganismos foi selecionada para a

realizacdo dos experimentos.
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» Fotossensibilizador utilizado - Curcumina.

O farmaco fotossensivel utilizado foi a curcumina, um corante
amarelo ouro extraido do rizoma do Acafrdo da india (Curcuma Longa) -

Figura 1.

FIGURA 1 - Curcuma longa em corte transversal.
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Nesse estudo foi usada a solugcdo aquosa concentrada de sal de
curcumina — a curcumina —, que foi fornecida pela PDT Pharma de
Cravinhos — SP, Figura 2. Esta foi diluida em agua destilada e
imediatamente aplicada nos testes que foram realizados devido a sua

baixa estabilidade em meio aquoso.

FIGURA 2 - Solugéo “mée” de Curcumina (3g/L).

Para se obter o fotossensibilizador estéril, a curcumina diluida foi
filtrada em membrana esterilizada com poros de diametro de 0,22 ym

como mostrado na Figura 3.

FIGURA 3 - Filtro com membrana esterilizadora.
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> Ensaios

Para o0s ensaios experimentais foi preparado o inéculo
(contaminante) utilizando 9 mL de salina (cloreto de sédio a 0,85%) e 1mL
de saliva. Apos isso, em cada poco da placa de Well foram pipetados 500
ML do indculo (saliva diluida) e mais 500 uL das substancias teste (CHX
0,12% ou CUR 1,5g/L ou 3,0g/L ou SAL) para cada tempo (1 min e 5
min). O numero de repeticdes realizadas para cada teste foi 6, sendo 14
grupos , 0 que gerou um total de 84 ensaios antimicrobianos, conforme

Quadro 1 na péagina seguinte.
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Na sequéncia, os tratamentos foram realizados de acordo com o

guadro acima descrito e conforme Figura 4 localizada na pagina seguinte,
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onde na primeira linha da placa de Well foram realizados os tratamentos
somente da solucao de 3,0 g/L de CUR (500 yL de inéculo + 500 uL de
CUR 3,0g/L) pelo periodo de tempo de 1 min sem a presenca de luz (FS+
L-, G3). Imediatamente apds o tempo de 1 min do FS em contato com o
in6culo, as amostras foram diluidas e plaqueadas.

Subseqglientemente se iniciou o tratamento do indculo com a
solucéo de 1,5 g/L de CUR (500 pL de in6culo + 500 uL de CUR 1,5¢/L)
também pelo tempo de 1 min e com auséncia de iluminacdo (FS+ L-, G1).
Imediatamente apds, as amostras foram diluidas de forma seriada e
plagueadas em placas de Petri contendo meio de cultura universal para
crescimento microbiolégico (dgar sangue enriquecido com sangue
desfibrinado de carneiro).

O mesmo se repetiu para os grupos G11 (CHX 0,12% em contato
com o indculo por 1 min sem iluminagdo) e G13(SAL em contato com o
in6culo por 1 min na auséncia de luz). Apos cada teste, as amostras
foram diluidas e plagueadas em placas de Petri contendo meio de cultura
universal para crescimento microbiolégico (agar sangue enriquecido com

sangue desfibrinado de carneiro).
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FIGURA 4 - Tratamentos sem a presenca de luz pelo tempo de 1min.

Conforme realizado para o tempo de 1 minuto, as solucdes
também foram testadas com o periodo de tempo de 5 minutos em contato
com o contaminante e na auséncia de luz. Para isso, uma nova placa de
Well foi necessaria, além de novas solugbes com as mesmas
concentragdes. Os grupos testados foram G2 (500uL de in6culo + 500uL
de CUR 1,5g/L), G4 (500uL de inéculo + 500uL de CUR 3,0g/L), G12
(500pL de indculo + 500uL CHX 0,12%) e G14 (500uL de indculo + 500pL
de SAL). Apos cada teste, as amostras também foram diluidas de forma
seriada e plaqueadas em seguida.

Depois, para a realizacdo dos testes com a presenca de luz e
consequentemente para o desenvolvimento desse método inovador para
descontaminacédo/ desinfeccdo da cavidade oral baseado na utilizacédo de

TFD com LED azul e CUR foi necessario o desenvolvimento de um
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equipamento LED para TFDA, o qual foi desenvolvido pelo Laboratério de
Apoio Tecnolégico do Instituto de Fisica de S&o Carlos — IFSC/USP —
CEPID. Esse dispositivo contém 54 LEDs azuis (450nm £+ 10 nm) para
irradiar os pocos das placas de Well contendo as solu¢des analisadas -
Figuras 5 e 6.

Tal dispositivo € composto por duas partes: A) caixa de comando
gue permite o controle da intensidade da irradiancia emitida e do tempo
de emisséo (Poténcia) e, B) caixa de testes, que contém os LEDs, trés
coolers para refrigeracdo e suporte para posicionamento da placa de
Well, permitindo que a irradiancia seja aplicada. Esse equipamento foi

denominado Biotable — Figuras 5 e 6.

FIGURA 5 - Biotable: caixa de comando (A) e caixa teste (B).
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FIGURA 6 - Biotable: Disposicao dos LEDs e posicionamento da placa de

Well.

Nesse estudo utilizou-se a densidade de poténcia de 30 mW/cm2,
o que promoveu duas doses de energia diferentes, uma de 3 J/ cm?
quando irradiado pelo tempo de 1 minuto e outra de 15 J/cm? quando
irradiado pelo tempo de 5 minutos..

Apds os tratamentos sobre as diferentes substancias teste, foi
realizado o teste para analisar o potencial antimicrobiano da luz por si s6
(FS- L+). Para isso, 500uL de in6culo + 500uL de SAL (G5) foram
pipetados em 6 pocos da placa de Well, a qual logo em seguida foi
processada no dispositivo biotable para irradiagdo com LED pelo tempo
de 1 min (Figura 7). Na sequéncia as amostras foram diluidas de forma

seriada e plagueadas em placas de Petri contendo meio de cultura
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universal para crescimento microbiolégico (dgar sangue enriquecido com

sangue desfibrinado de carneiro).

FIGURA 7 - Verificacdo da efetividade da luz per se na redugcao
microbiana.

O mesmo foi realizado para o grupo G6 (FS-L+), porém este
permaneceu dentro da biotable sob acédo da irradiacdo pelo tempo de 5
min. Apds, as amostras foram diluidas e plaqueadas em placas de Petri
contendo meio de cultura universal para crescimento microbiolégico (agar
sangue enriquecido com sangue desfibrinado de carneiro).

Na sequéncia, os testes para analisar a eficacia da TFDA para
reducdo da quantidade de patdgenos presentes na cavidade oral foram
realizados, sendo que o primeiro grupo avaliado foi 0 G7 (FS+L+) - 500 pL
de in6culo + 500 pL de CUR 1,5¢/L associados ao LED - pelo tempo de 1
min. Imediatamente depois a diluicdo seriada e o plagueamento foram
realizados. O mesmo aconteceu com o grupo G9 (500 uL de in6culo+ 500
ML de CUR 3,0g/L associados ao LED).

Logo em seguida o grupo G8 (FS+L+), composto por 500uL de

in6culo + 500 yL de CUR 1,5g/L associados ao LED pelo tempo de 5 min
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foi testado, e suas amostras foram diluidas e plagueadas imediatamente
apos. O mesmo aconteceu com G10 (500uL de inéculo + 500 uL de CUR
3,0g/L associados ao LED).

Uma vez que se utilizou macro concentracdes de CUR, n&o houve
tempo de incubacao previamente a exposi¢do ao LED.

Apoés cada teste executado, 100 uL do contetdo de cada poc¢o da
placa de Well foi diluido de forma seriada em 900 uL de salina contidos

em ependorfes conforme especificado em “A” da Figura 8.

ooou. | | 900w | [ eoow | [ eoow | [ soouc

FIGURA 8 - Diluicao decimal seriada (A) e plagueamento utilizando
a técnica da gota (B).
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Terminada a diluicdo decimal seriada, aliquotas de 20 pyL foram
semeadas, utilizando-se a técnica da gota, em placas de Petri contendo
agar sangue (BHI — Brain Heart Infusion enriquecido com sangue
desfibrinado de carneiro), que é um meio universal de crescimento

microbiolégico conforme Figura B do esquema anteriormente apresentado

e Figura 9 abaixo.

FIGURA 9 - Plagueamento em placas de Petri contendo meio de cultura
universal para crescimento microbiolégico (agar sangue enriquecido com
sangue desfibrinado de carneiro) com uso da técnica da gota.
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Esperou-se que as gotas secassem e somente apos isso as placas
foram devidamente enumeradas, identificadas e colocadas para
crescimento microbiolégico em microaerofilia, permanecendo em estufa a

37° + 1°C por 48 horas conforme demonstrado na Figura 10.

FIGURA 10 - Identificagédo das placas e colocacao das mesmas em estufa
em condi¢des de microaerofilia a 37°C+1.
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Todo o procedimento foi padronizado e realizado por um Unico
operador. O plagueamento foi realizado em triplicata, e apdés o
crescimento em estufa em microaerofilia a contagem das UFCs que
cresceram em cada placa foi realizada por um pesquis8ador devidamente

treinado, conforme Figuras 11 abaixo e 12 da pagina subsequente.

FS(1,5g/1)+L- FS(1,5g/1)+L+

—— 5 ¥
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FIGURA 11 - Contagem das UFC/ml em log;o/mL para os testes
realizados com o tempo de 1 min com ou sem irradiagao.
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FIGURA 12 - Contagem das UFC/ml em log;o/mL para os testes
realizados com o tempo de 5 min com ou sem irradiacao.
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4 RESULTADO

Apds a contagem de UFC/mL, os valores encontrados foram
transformados em logip. Os pressupostos para aplicacdo de teste
paramétrico foram atendidos conforme pode ser observado no teste de
normalidade dos dados - Shapiro-Wilk (n<50) e homogeneidade das
variancias — Levene, Quadro 2 abaixo e Tabela 1 na pagina seguinte.

Quadro 2 - Testes de Normalidade

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tratamento | Estatistica | df Sig. | Estatistica | df Sig.
Contagem G1 321 6 ,053 ,872 6 ,233
G2 ,220 6 ,200° ,876 6 ,250
G3 ,279 6 ,157 , 794 6 ,052
G4 ,225 6 ,200° ,922 6 522
G5 , 136 6 ,200° ,974 6 917
G6 ,189 6 ,200° 912 6 447
G7 ,183 6 ,200° ,907 6 AL17
G8 ,160 6 ,200° ,941 6 ,664
G9 ,208 6 ,200° ,960 6 ,818
G10 , 184 6 ,200° 912 6 ,453
G1l1 ,165 6 ,200° ,960 6 ,818
G13 ,355 6 ,018 ,599 6 ,000
G14 ,337 6 ,032 ,798 6 ,056

e * Limite inferior de significancia

e a- Contagem é constante quando G12 é omitido.



Tabela 1- Teste de Homogeneidade de Variancias®
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Estatistica
Levene dfl df2 Sig.
Contagem - Baseado em Média 2,078 12 65 ,031
- Baseado em Mediana 1,772 12 65 ,072
- Baseado na Mediana e com 1,772 12 31,667 ,098
ajuste do grau de liberdade (df)
- Baseado na Média ajustada 2,052 12 65 ,033

A andlise dos dados, com os valores de média, desvio padrao, erro

padréo e intervalo de confian¢a para cada um dos tratamentos analisados

pode ser observada na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2- Andlise da acdo antimicrobiana de diferentes tratamentos,

Araraquara 2012
N Média DP EP Maximo Minimo
G1 6 6,4917 ,07985 ,03260 6,41 6,63
G2 6 6,0767 ,06346 ,02591 6,00 6,15
G3 6 5,3300 ,17470 ,07132 5,20 5,66
G4 6 5,1467 11147 ,04551 5,00 5,28
G5 6 6,9150 ,06473 ,02643 6,83 7,00
G6 6 6,9517 ,04956 ,02023 6,90 7,04
G7 6 6,1500 ,06753 ,02757 6,08 6,26
G8 6 4,9933 ,10539 ,04302 4,88 5,15
G9 6 5,3400 28157 ,11495 4,97 5,78
G10 6 4,3483 ,19115 ,07803 4,15 4,66
G11 6 3,8483 ,22569 ,09214 3,48 4,11
G12 6 ,0000 ,00000 ,00000 ,00 ,00
G13 6 6,9667 ,06802 02777 6,83 7,00
Gl4 6 6,8883 ,16534 ,06750 6,57 7,04
Total 84 5,3890 1,79806 ,19618 ,00 7,04
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Para a analise dos resultados obtidos, os dados foram submetidos
a ANOVA one way. O resultado desta andlise pode ser observado na

Tabela 3.

Tabela 3 - Resultado do teste Anova para reducao bacteriana em
funcéo de diferentes tratamentos, Araraquara 2012

Soma dos Média dos
Quadrados df guadrados F Sig.
Entre grupos 266,968 13 20,536 1047,831 ,000
Intra-grupos 1,372 70 ,020
Total 268,340 83

e Significancia para p<0,05 (Confiabilidade de 95%)

Para identificar os tratamentos com diferencas estatisticamente
significativas foi utilizado o teste post Hoc de Tukey HSD de comparacoes

multiplas, demonstrado na pagina seguinte — Figura 13:



G1-FS (1,59/L)+L- por 1'.
G2 —FS(1,5¢/L)+L- por 5'.
G3 —FS(3,0g/L)+L- por 1'.
G4 - FS(3,0g/L)+L- por 5'.
G5 — SAL+L+ por 1.

G6 — SAL+L+ por 5'.

G7 - TFD(L+FS1,59/L) por 1'.

G8 — TFD(L+ FS1,5g/L+) por 5’.
G9 — TFD(L+ FS3,0g/L+) por 1'.

G10 — TFD(L+ FS3,0g/L+) por 5'.

G11- CHX 0,12% por 1.
G12 - CHX 0,12% por 5’.
G13-SAL por 1'.
G14 - SAL por5'.

FS = Fotossensibilizador
L=Lluz

CHX = Clorexidina

SAL = Salina

TFD= Terapia Fotodinamica

Figura 13 - Média e intervalo de confianca dos tratamentos

realizados em UFC/mL.
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5 DISCUSSAO

O cirurgido-dentista, sua equipe auxiliar e seus pacientes estao
expostos a uma série de riscos a saude, sendo que o principal deles é a
constante exposi¢do ao contetdo microbiologico (bactérias, virus e fungos)
existente no aerosol formado durante procedimentos clinicos rotineiros como
profilaxia com baixa-rotacéo, uso de jato de bicarbonato de sddio e utilizacéo
da turbina de alta-rotac;éo 1, 7-8, 16, 24, 38-39, 48, 49-50, 52, 54-55, 58-60, 68, 78.

Mesmo que o cirurgido-dentista e sua equipe utilizem EPIs durante a
consulta odontolégica, a contaminacédo causada pelo aerosol permanece em
suspensdo no ambiente por periodos que variam de alguns minutos até 24

1, 7-8, 16, 48, 58-59

horas ap0s os procedimentos , significando que tanto o

cirurgido-dentista e sua equipe, quanto os pacientes estdo constantemente
expostos ao risco de contaminacao cruzada® 2% >4,

O bochecho prévio com agentes antimicrobianos € o procedimento
clinico mais recomendado para reduzir quantitativamente o numero de
bactérias existentes na cavidade oral do paciente, diminuindo assim o risco
da contaminac&o cruzada no consultério odontoldgico 2% 27+ 3 4351, 63,65

Dentre os antimicrobianos mais utilizados a solugéo de digluconato de
clorexidina a 0,12% é a mais efetiva e, devido a isso, considerada padrao
ouro para testes de reducéo ou controle antimicrobiano tanto in vitro como in

ViVOZO' 27, 35, 45, 51, 63, 65.
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No entanto, o uso constante deste antimicrobiano tem como efeito
colateral alteracbes no paladar e pigmentacdo acastanhada em dentes,
restauracdes e lingua 20,3565,

Atualmente, a Terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDA) voltou a
ser objeto de grande investigacdo devido ao surgimento de cepas
microbianas resistentes aos antibiéticos. Tal terapéutica surgiu no século
XX, quando Oscar Raab investigava o potencial citotéxico de uma série
de corantes e observou que baixas concentragdes de acridina foram letais
para Paramecium caudatum quando expostos a luz do dia ?*. No entanto,
0 sucesso inicial dos antibiéticos fez com que a TFDA nao fosse
plenamente estudada e aprimorada **.

A TFDA é um tratamento minimamente invasivo e muito eficaz
contra doencas causadas por fungos, virus e bactérias. Consiste da
associacdo de um agente fotossensibilizador com uma luz visivel na
intencdo de provocar necrose celular e morte microbiana % 2> "%,

A acado fotodinamica se da quando o agente fotossensibilizante
absorve os fétons da fonte de luz levando seus elétrons para um estado
excitado de energia, fazendo com que as moléculas do farmaco
permanecam excitadas. Quando excitadas, essas moléculas tornam-se
altamente reativas e instaveis, tendendo a voltar para seu estado
fundamental de energia > * ?*. Na tentativa de retornar ao seu estado
energético natural, uma parte da energia adquirida durante o processo de

excitacdo é utilizada para promover a travessia intersistema do farmaco,

ficando este com um nivel de energia intermediario. Uma vez no estado
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intermediario, ao retornar ao seu estado natural, o agente
fotossensibilizador pode liberar essa energia em forma de emissao de luz
por fosforescéncia ou ainda interagir com moléculas adjacentes de duas
maneiras distintas * %> "°. A primeira maneira é a reac&o Tipo |, a qual
acontece quando h& a troca de elétrons ou ions hidrogénio entre o
corante e as biomoléculas existentes nos tecidos, células, originando
radicais livres como o peroxido de hidrogénio, as hidroxilas reativas e 0s
superéxidos 2 21 78,

O segundo tipo de interacdo € denominado reacdo do Tipo I, e
caracteriza-se pela interacdo do corante com o oxigénio tripleto (30,)
presente nos tecidos, originando o oxigénio singleto (*0,), que é
altamente reativo e provoca danos aos microrganismos via oxidacao
irreversivel dos componentes celulares. Muitos autores relatam danos a
membrana celular, as mitocbndrias e ao nucleo celular, levando o
microrganismo & morte celular por necrose ou apoptose 2 % 2% 76,

De acordo com Wainwright "* em 1998, existem diversos sitios de
acdo da Terapia fotodindmica sendo que cada um promovera um
resultado diferente. Quando a acdo ocorre no liquido intersticial ha a
formacdo de hidroxilas reativas com consequiente producédo de peréxido
de hidrogénio, superoxidos e hidroperéxidos que resultardo em processos
oxidativos no interior da célula microbiana. Se a acédo ocorrer sobre a
parede celular (lipidios insaturados), ha a formacdo de hidroperoxidos os

guais levardo a um aumento da permeabilidade i6nica da membrana

celular. Quando a Terapia fotodinamica age sobre a capa protéica, ocorre



96

a oxidacdo das proteinas que constituem essa cobertura, com
consequente degradacdo protéica, acarretando na perda da capacidade
patogénica da célula microbiana. Quando a acdo ocorre sobre o envelope
viral protéico, ocorre a inativacdo enzimatica levando a perda da
capacidade de reparacdo e consequiente morte da célula microbiana. Em
se tratando da acdo sobre residuos de acidos nucléicos, tem-se a
oxidacdo das bases, resultando em degradacdo dos nucleotideos,
gerando quebra da fita de RNA/DNA ou ainda mutacdo e inibicdo da
divisdo celular. Por fim, quando a a¢édo ocorre sobre enzimas da célula
microbiana, € possivel observar a oxidacdo daquelas com consequiente
inibicdo das funcdes dos ribossomos, acarretando na perda da
patogenicidade e inibicdo da divisédo celular.

Adicionalmente, Wainwright "*

relatou que apesar das bactérias
possuirem uma série de enzimas antioxidantes que promovem protecao
contra alguns tipos de radicais livres, elas ndo conseguem impedir 0
processo oxidativo imposto pelo oxigénio singleto (*O,). O autor também
acredita que seja improvavel o surgimento de cepas resistentes a essa
modalidade terapéutica, jA que esse tratamento independe de uma via
metabolica-alvo, concluindo que a TFDA para a inativacdo de
microrganismos em suspensao, in vitro, é altamente eficaz.

Estudos de Yamada Junior et al. °, Fimple et al. *°, Fontana et al.>*
dentre outros jA mostravam que um grande numero de bactérias bucais €

susceptivel a essa terapia. Dentre elas, especificamente como método de

desinfeccdo ou controle microbiano, incluem-se a reducdo bacteriana em
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canais radiculares, em bolsas periodontais, lesdes de cérie e sitios com

peri-implantite  "°

, 0 que além de minimizar a quantidade desses
microrganismos patogénicos na cavidade oral do paciente também
diminui a chance dos mesmos serem espalhados para o ambiente
odontoldgico por meio de goticulas de aerosol podendo levar a infec¢éo
cruzada e/ou direta.

Neste estudo investigou-se o potencial descontaminante da TFD
mediada por LED azul (450+10nm) associado ao farmaco de origem
natural denominado curcumina. Essa investigacao demonstrou que a TFD
foi significantemente eficaz na reducdo quantitativa de microrganismos
presentes na saliva humana quando comparada com grupos controle
negativo. No presente estudo, conforme os resultados, € possivel relatar
gue nos grupos controle positivo (G11 e G12) foi evidente que houve
reducdo microbiana em todas as amostras. No entanto, em G12 houve
reducéo total de microrganismos, uma vez que nenhuma UFC/mL foi
observada na placa de Petri. Tal resultado esta em concordancia com
estudos de Davies et al. %, Feist et al. *”, Siqueira °°, Gongalves et al. *°,
Semenoff et al. %3, Kosutic et al. *® e Mima et al. *! onde é possivel se
observar a eficiéncia da clorexidina na reducdo microbiana, ja que a
mesma é um agente antimicrobiano extremamente eficaz contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, sendo, atualmente, considerada o
padrdo ouro quando se trata de redugcao quantitativa de microrganismos
da cavidade oral. Quando se compara com 0S grupos controle negativo

(G13 e G14) a diferenca fica mais evidente, uma vez que G13 e G14 nao
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passaram por tratamento algum, portanto ndo apresentaram qualquer
reducdo numérica dos patégenos presentes na saliva humana.

Os grupos G1, G2, G3 e G4 os quais avaliaram o poder
descontaminante do fotossensibilizador por si sé mostraram que a
curcumina em menor concentragdo ndo promoveu reducdo microbiana
significativa, porém G3 e G4, que possuiam a maior concentracdo de
curcumina, apresentaram maior eficacia na reducéo de patdégenos do que
0s grupos G1 e G2. Essa diferenca se da devido & maior concentracéo do
farmaco e ao maior tempo que o inoculo ficou exposto a ele,
demonstrando que a efetividade da curcumina estd diretamente
relacionada com sua concentracao e o tempo que permanece em contato
com o contaminante, o que indica que este estudo esta coerente com 0s
trabalhos de Fimple et al. ?°, Florez et al. *!, Fontana et al.** , Wainwrigth”*

e Wilson "

, 0S quais defendem que a concentracdo da droga
fotossensivel utilizada e sua toxicidade influenciam diretamente na
efichcia da Terapia fotodindmica. Adicionalmente, € importante salientar
gue esse farmaco possui elevado potencial antimicrobiano contra

4, 10, 14, 23, 30, 43, 70

bactérias, fungos e, virus , 0 que o torna especialmente

atrativo quando se trata de descontaminacao oral com a finalidade de
reduzir o risco de contaminacdo cruzada °° * % uma vez que a
clorexidina é eficaz contra bactérias, no entanto ndo existem relatos na
literatura sobre sua capacidade de promover morte viral.

Ao se comparar os grupos G8 e G9 é possivel dizer que ndo houve

diferenca significativa entre eles, podendo-se concluir que a eficiéncia da
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Terapia fotodindmica esta diretamente relacionada com a concentragédo
utiizada do farmaco e com o tempo de exposicdo dele aos
microrganismos e a luz, uma vez que G8 - grupo com a menor
concentragdo do farmaco, porém o maior tempo de exposi¢do a luz -
apresentou praticamente o mesmo efeito de G9, grupo com maior
concentracdo de curcumina, porém menor tempo de exposicao a luz. Isso
demonstra claramente que os dois fatores de variacao estao intimamente
relacionados, provando assim que a Terapia fotodinamica é uma técnica
totalmente dependente da associacdo do farmaco fotossensivel a luz com
comprimento de onda especifico para o agente fotossensibilizador eleito®.
Tal resultado esta em concordancia com os encontrados nos trabalhos de

19, 29, 33-34, 36-37, 40, 47, 50, 56, 61, 64, 66-67, 69, 71-74, 77

diversos autores , assim como

nos trabalhos de Chan et al. ** em 2003, Dovigo et al. %

em 2011, a qual,
em sua investigacao verificou menor numero de UFC/mL quando utilizou
farmacos fotossensiveis em maior concentracao (1000 mg/L).

Nos grupos G5 e G6, onde se avaliou a efetividade
descontaminante da luz per se foi possivel observar que ela nao foi eficaz
para a redugcdo quantitativa dos microrganismos presentes na saliva
humana, ja que quando comparada aos grupos controle negativo (G13 e
G14) ndo houve diferenca entre eles. E possivel que esse resultado tenha
sido obtido pelo pouco tempo de exposi¢céo a fonte de luz, uma vez que a
literatura relata que o potencial da luz na reducéo de patdgenos em geral
l. 66

€ moderado, como € o caso do trabalho desenvolvido por Soukos et a

o qual avaliou a eficiéncia da TFD sobre patégenos endodénticos em fase
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planctonica e verificaram que a luz utilizada na pesquisa (laser diodo)
promoveu reducado significativa na viabilidade desses microrganismos.
Outro fator que deve ser levado em consideracéo é a possibilidade de ter
ocorrido crescimento bacteriano devido ao aquecimento do dispositivo
utilizado para irradiacdo dos pocos da placa de Well, facilitando a
proliferacdo bacteriana. Isso fica evidente quando se compara o grupo
G14 com o G6, onde este possuiu um valor minimo de crescimento
bacteriano maior do que o valor minimo de crescimento bacteriano do
grupo G14 (controle negativo).

Os resultados obtidos para o grupo G7 demonstraram que a
associacdo do farmaco fotossensibilizador com a luz promoveu uma
pequena reducdo numeérica dos patdgenos, porém tal diminuicdo nao foi
estatisticamente significativa quando comparada com o controle negativo
(G13 e G14). No entanto, quando comparada ao controle positivo (G11 e
G12), foi possivel notar que houve uma diferenca significante. Isso pode
ter ocorrido devido a baixa concentracdo do farmaco e ao pouco tempo de
exposicdo deste a luz, uma vez que a maioria dos trabalhos relata que,
previamente a Terapia fotodinAmica, a droga fotossensivel foi pré—
incubada por um determinado tempo para que existisse a penetracéo
daquele no interior da célula microbiana, o que aumenta o potencial letal
da terapia, uma vez que quanto mais farmaco no interior da célula
microbiana, maior a formacéo de oxigénio singleto e radicais livres 2% 3334
87, 50, 56, 61, 66, 72, 74 ' Nesse estudo ndo foi realizada a pré-incubacdo da

droga ao inoculo pelo fato de termos trabalhado com elevadas
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concentracbes do farmaco e também para testarmos se a Terapia
fotodindmica seria eficiente de imediato, ou seja, sem exposicao prévia do
indculo a droga fotossensivel. Conforme os resultados, ficou evidente que
mais estudos devem ser realizados para se ajustar os parametros
(concentracao da droga e dose de energia) e assim podermos transportar
essa técnica para a rotina clinica diaria.

JA o grupo G8 apresentou uma reducdo representativa na
gquantidade de microrganismos que possuem a cavidade oral como habitat
natural. Essa diminuicdo se mostrou significativa quando comparada com
0S grupos controle negativo, porém quando comparada com 0s controles
positivos, ndo foi representativa, constatando mais uma vez que a
clorexidina ainda é o padrdo ouro para reducdo quantitativa de
microrganismos 2 !, No entanto, é necessario salientar que apesar da
Terapia fotodinamica nao ter sido tado eficaz quanto a clorexidina, houve
sim uma reduc¢do quantitativa de microrganismos plancténicos. Além do
mais, quando se compara o efeito antimicrobiano do grupo G8 com o G7
€ notavel a diferenca, o que demonstra que a eficacia da Terapia
fotodindmica é concentracdo do farmaco e dose de energia dependente 2
9, 18, 22, 28-29, 31, 33-34, 36-37, 40, 47, 50, 56, 61, 66-67, 69, 71, 74, 77_

Os resultados conseguidos para as amostras do grupo G9 também
representaram diminuicdo numeérica desses microrganismos, e essa
reducao foi considerada estatisticamente significativa quando comparada
com 0s grupos controle negativo, mas quando comparada aos grupos

controle positivo houve diferenca estatistica para menos, o que indicou
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menor eficacia do que o tratamento convencional com clorexidina 0,12%.
Porém, quando se compara o grupo G9 com o G8 pela Figura 14 é
possivel perceber que ndo ha diferenca entre eles.

G10 foi o Unico grupo onde se observou uma maior proximidade
com os resultados alcancados pelo controle positivo, demonstrando que
ele foi eficaz na reducdo quantitativa dos patégenos existentes na saliva.
Tal resultado se mostrou eficaz devido a associacdo da maior
concentracdo da droga com o maior tempo de irradiagdo. Esse maior
tempo de contato do farmaco com o in6culo pode ter favorecido a morte
das bactérias devido a acdo antimicrobiana da curcumina. Outro fator que
deve ser levado em consideracdo e que € mais relevante do que o
anteriormente citado € o fato de que o maior tempo de uso da Terapia
fotodinamica levou a maior formacéo de radicais livres e oxigénio singleto,
promovendo maior morte microbiana. Esses resultados estdo em
concordancia com diversos estudos anteriores, inclusive com 0s
encontrados por Mima et al. *°, o qual avaliou a eficiéncia da TFD sobre
C. albicans utilizando diferentes concentracdes do farmaco de eleicéo e
obteve melhores resultados quando do uso da maior concentragédo da
droga fotossensivel, salientando novamente que a eficacia da técnica esta
diretamente relacionada com a concentracdo da droga fotossensivel de
eleicdo bem como da dose de energia utilizada.

Quando se compara o grupo G10 com o grupo G11 é possivel
notar que o valor minimo de UFC/mL encontrado em G10 é muito proximo

do valor maximo encontrado em G11. Esse resultado traduz a eficiéncia
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desse tipo de técnica, porém, para a reducdo quantitativa dos
microrganismos presentes na saliva humana e consequente diminuicao
da probabilidade de contaminacé&o direta e cruzada, o uso da clorexidina
0,12% ainda é a melhor opcéao.

As principais limitagBes deste estudo foram a falta do periodo de
espera para a penetracdo do fotossensibilizador, a utilizacdo de
fotossensibilizador com afinidade desconhecida para as bactérias bucais
e a alta instabilidade do farmaco fotossensivel utilizado.

Os resultados obtidos indicam que a Terapia fotodinamica
antimicrobiana possui grande potencial, porém esta técnica precisa ser
ainda aperfeicoada para que sua utilizacdo clinica possa ser realizada

com beneficios para pacientes, funcionarios e profissionais.
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6 CONCLUSAO

Em funcao dos resultados obtidos e guardando as limitacdes deste
estudo in vitro, pode-se concluir que:

1) A eficacia da TFDA utilizando CUR e LED azul é concentracéo
do farmaco e dose de irradiacdo dependente.

2) Os tratamentos antimicrobianos mais eficazes foram CHX 57>
CHX1"> CUR 3g/L irradiada por 5min.

3) Os tratamentos onde somente foi avaliada a eficacia da luz LED
(G5 e G6) para promover a morte dos patdégenos apresentaram acao
antimicrobiana minima ou ausente quando comparados as solucdes
salinas (controle negativo).

Adicionalmente, de acordo com o0s resultados obtidos nessa
investigacdo, € possivel dizer que ainda ha a necessidade de muitos
outros estudos para melhor estabelecer os parametros ideais a serem
utilizados para descontaminac&o oral geral. E importante salientar que é
muito improvavel que a Terapia fotodinamica antimicrobiana substitua a
clorexidina 0,12% devido ao elevado potencial antimicrobiano desta, no
entanto, conforme ja reportado anteriormente, ndo ha relatos na literatura
do efeito antiviral positivo da clorexidina, o que nos permite dizer que a
Terapia fotodindmica antimicrobiana pode ser utilizada associada aquela
no intuito, principalmente, de promover reducdo viral, fator esse que é

extremamente importante quando se trata de contaminagdo cruzada.
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Portanto, todas as medidas que possam ser tomadas para reduzir os
riscos que a equipe odontolégica e os pacientes apresentam de se

contaminar no ambiente odontoldgico devem ser impostas.
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Anexo 1 - Certificado emitido pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara -
UNESP (Protocolo CEPFO/CArn 66/10).
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Anexo 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto de Pesquisa: Prevencdo da contaminacao cruzada em odontologia através de

terapia fotodindmica (PDT) utilizando LED azul e curcumina — efeito antibacteriano.

Eu,

_, nacionalidade, , estado  civil, . Profissao,

., RG no: ., CIC/CPF  no:

endereco,

declaro que, entendi claramente os objetivos e a importancia desta pesquisa que sao:
avaliar a efetividade da Terapia Fotodindmica (PDT) com o uso de LED e Curcumina na
reducdo bacteriana da cavidade oral, bem como comparar o0 método de

descontaminacao oral utilizado hoje em dia com essa nova técnica proposta.

Informo que concordei de livre e espontanea vontade, em colaborar como
voluntério, autorizando a realizagdo dos procedimentos clinicos e as documentacdes

fotograficas necessarias.

Estou ciente que ndo existira nenhum custo financeiro para mim ou para a
equipe de pesquisadores e autorizo a divulgacdo dos dados resultantes e de minhas
imagens para fins cientificos, didaticos e de extensdo (publicacdo de artigo em revista,
apresentacdo em palestras, seminarios, material informativo para a populacdo, etc)

tendo a garantia que minha identidade sera preservada.

Sei que poderei deixar de participar desta pesquisa a qualquer momento e por

qualquer razdo, sem nenhum &nus ou obrigacao.
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Estou ciente que os procedimentos a que serei submetido sdo seguros e
consagrados na prética da pesquisa. Caso tenha qualquer outro desconforto, ou ainda
queira tirar alguma davida ou necessitar de algum esclarecimento, fora do horario de
atendimento, estou ciente que terei total acesso a equipe de pesquisa, a qualquer

momento pelo telefone (16) 81232639 ou por e-mail dr_osmir@hotmail.com .

Alem disso, estou ciente que tenho toda liberdade para consultar o
Comité de FEtica em Pesquisa, para obter informacdo adicional ou
esclarecimentos em relagdo a esta pesquisa pelos telefones (16)3301-6432 ou
(16)3301-6434.

Desta forma, uma vez lido e entendido tais esclarecimentos, e por estar
em pleno acordo com o teor do mesmo, dato e assino esse termo de

consentimento livre e esclarecido

Araraquara, / /200
(NOME DO PACIENTE/RESPONSAVEL)

Prof. Dr. Osmir Batista de Oliveira Junior

Pesquisador Responsavel



Autorizo a reprodugio deste trabalho
(Direitos de publicagéo reservado ao autor)
Araraquara, (31/07/2012)
Carolina Santezi Neto
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