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RESUMO

DesmineralizacBes e céries dentais estdo comumente presentes em individuos portadores de
aparelho fixo ortodoéntico, isto ocorre devido ao aumento de acumulo de biofilme dental
contendo Streptococcus mutans, 0s quais produzem acidos que atacam a superficie dental. A
terapia fotodindmica antimicrobial (TFDA) tem sido mostrada como alternativa em inativagéo
microbiana na Odontologia. Este trabalho, realizado in vitro e in vivo, tem o objetivo de avaliar
o efeito antimicrobiano da TFDA sobre Streptococcus mutans em biofilme dental sobre
superficie metalica de acessorios ortoddnticos e em individuos sob tratamento ortodéntico. O
estudo in vitro avaliou a susceptilidade de biofilme formado por S. mutans sobre superficie
metalica de acessorios ortodonticos sob aplicacdo de TFDA induzida por Curcumina diluida
em surfactante (SDS) e por diodo emissor de luz azul (LED). Nas amostras obtidas de laminas
de bandas ortodénticas foram formados biofilmes e tratadas com fotossensibilizador (FS)
com concentracdo de 1g/L, surfactante a 0,1% e exposto a luz LED (455+10 nm,
46mW/cm2), com fluéncia de30J/cm?. Os grupos experimentais estudados foram: C- (somente
lavagem com solucdo fisioldgica); L+ (aplicacdo apenas de luz); S+L- (aplicacdo de
surfactante); S+L+ (aplicacdo de surfactante e luz); F+L- (aplicacdo de fotossensibilizador sem
luz); F+L+ (aplicacdo de fotossensibilizador e luz); F+L-S+ (aplicacdo de fotossensibilizador
sem luz + surfactante) e F+L+S+ (aplicacdo de fotossensibilizador e luz + surfactante). As
col6nias cultivadas em placas com Brain Heart Infusion (BHI) foram contadas (UFC/mL) e os
resultados foram analisados por ANOVA e teste Tukey post hoc (p<0.05). Os resultados obtidos
demonstraram que no protocolo deste estudo o grupo F+S+L+ foi capaz de promover
diminuicdo significativa(p<0,001) da populacao de S. mutans em 99,999% comparado ao grupo
controle. No estudo in vivo, 24 voluntarios foram selecionados aleatoriamente, com o objetivo
de avaliar a eficiéncia clinica da TFDA e da associacdo da TFDA com o surfactante SDS como
agentes de descontaminacdo bucal em individuos ortoddnticos. Os individuos selecionados
foram distribuidos aleatoriamente em sete grupos experimentais: G1 - controle negativo, G2 -
bochechos com curcumina, G3 — bochechos com curcumina + SDS, G4 - irradiagdo com luz
apenas, G5 - TFDA, G6 - TFDA + SDS e G7 - Controle Positivo (clorexidina 0,12%). Amostras
de saliva foram coletadas de maneira ndo estimulada de cada um dos individuos em trés etapas
(s), como segue: S1 - Condicéo inicial, S2 - Tratamento com bochechos (agua, clorexidina ou
curcumina) e S3 - Apos TFDA. O fotossensibilizador usado foi a Curcumina em concentragdo

de 1g/L. Foi utilizado no estudo dois tipos de equipamentos de luz com LED azul (450 + 10nm,



33.54 mw/cm? e 212 mW/cm?). A avaliacio da reducdo microbiana, e da fracdo de
sobrevivéncia em cada um dos niveis estudados, foi realizada utilizando-se o teste ANOVA
Kruskal-Wallis. A andlise estatistica mostrou que apenas oS grupos 6 e 7 apresentaram
resultados de inativacdo bacteriana que apresentavam diferencas estatisticamente significantes
(p <0,05) em relacdo aos resultados observados no grupo 1. Estes resultados indicam que a
TFDA associada com o surfactante SDS pode ser utilizado como agente auxiliar conveniente

para promover a descontaminacéo bucal.

Palavras-chave: Terapia fotodinamica. Biofilme dental. Streptococcus mutans. Curcumina.
Surfactante. Ortodontico.



ABSTRACT

Demineralization and caries are often present in patients with orthodontic braces due to the
increased accumulation of dental biofilm containing Streptococcus mutans, which produces
acids that attack the tooth surface. The Antimicrobial Photodynamic Therapy (APDT) has been
shown as an alternative in microbial inactivation in dentistry. This work, carried out both in
vitro and in vivo, aims to evaluate the antimicrobial effect of APDT on Streptococcus mutans
present in the dental biofilm accumulated on the metal surface of orthodontic appliances and in
patients undergoing orthodontic treatment. The in vitro study evaluated the susceptibility of
biofilm formed by S. mutans on the metal surface under the application of orthodontic
appliances APDT induced Curcumin diluted surfactant (SDS) and blue light-emitting diode
(LED). The samples were treated with the photosensitizer (PS) at a concentration of 1 g/L, 0.1%
surfactant and exposed to LED light (455 + 10 nm, 46mW/cm?2), fluence of 30 J/cm2. The
experimental groups studied were: control group (P-L-S-); light (P-L+S-), surfactant (P-L-S+)
and photosensitizer (P+L-S-) groups; surfactant-light (P-L+S+), photosensitizer-surfactant
(P+L-S+) and PDT (P+L+S-) groups; and the PDT-surfactant (P+L+S+) group. Each group was
named accordingly to the addiction or not of the photosensitizer (P+ or P-), surfactant (S+ or
S-) and application or not of light (L+ or L-), respectively. The colonies grown on plates of
brain heart infusion (BHI) were counted (CFU / mL) and the results were analyzed by ANOVA
and the post hoc Tukey test (p <0.05). The results showed that in this research protocol, the
group P+L+S+ was able to promote significant decrease (p<0.001) on the population of S.
mutans of 99.999% compared to the control group. In the in vivo study, 24 volunteers were
randomly selected in order to evaluate the clinical utility of APDT and the APDT association
with the surfactant (SDS) as oral decontamination agents in orthodontic patients. The selected
patients (n = 24) were randomly divided into seven groups: G1 - Negative control, G2 -
Curcumin mouthwash, G3 - Curcumin mouthwash+SDS, G4 - light irradiation, G5 - APDT,
G6 - APDT+SDS and G7 - Positive Control (chlorhexidine 0.12% moutwash). Saliva samples
were collected from unstimulated way of each patient in three steps (S) as follows: S1 - initial
condition S2 - Treatment with rinsing (water, curcumin or chlorhexidine) and S3 - After APDT.
The photosensitiser used was curcumin with concentration of 1 g/L. Two types of blue LED
light source emitting in 450+10nm were used in the present study: one emitting with an intensity

of 33.54 mW/cm2 and other with 212 m\W/cmz. Evaluation of microbial reduction, and survival



fraction in each of the studied levels, was performed using the Kruskal-Wallis ANOVA
test. Statistical analysis showed that only G6 and G7 presented results of bacterial inactivation
that showed statistically significant differences (p<0.05) compared to those observed in G1.
These results indicated that APDT, when combined with SDS surfactant, may be used as an

adjunct agent for convenient oral decontamination promoter in vivo.

Keywords: Photodynamic therapy. Light-induced damage. Oral biofilm. Streptococcus

mutans. Curcumin. Surfactant. Orthodontic.
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1 INTRODUCAO

O Streptococcus mutans é o agente etiologico responsavel pela descalcificacdo dental,
formacdo da carie e desenvolvimento de doencas periodontais nos seres humanos. Por esse
motivo tem sido estudado a sua inativacdo em odontologia por varios pesquisadores!?. Os
métodos tradicionais mais utilizados para descontaminacédo bucal sdo limpeza dental profilatica
feita com instrumental profissional em odontologia, escovacdo dental, uso de fio dental e
bochechos com solucéo antimicrobiana. Dentre estes métodos, a escovacgdo dental é o método
mais utilizado para a higiene bucal e reconhecida na literatura como terapia para o controle do
biofilme dental®. O biofilme dental ¢ uma comunidade multi-espécies de micro-organismos em
uma matriz de polissacarideos que se adere a superficie dental, essa estrutura do biofilme
confere uma caracteristica protetora aos S mutans da acdo de antimicrobianos. Os agentes
antimicrobianos para bochechos s&o utilizados como procedimentos complementares a
escovacdo mecanica para maior controle da higiene bucal dos individuos. No entanto, essas
solucdes antimicrobianas que apresentam efeito na descontaminacdo bucal apresentam
substancias ativas que provocam efeitos colaterais e devido ao seu mecanismo de a¢do podem
gerar cepas microbianas resistentes®.

A terapia fotodindmica (TFD) é um conhecido tratamento oxidativo utilizado para o
tratamento oncoldgico e também pode ser usado em terapia antimicrobiana. A utilizacdo da
TFD com acdo antimicrobiana surgiu em 1900, quando o médico alemao Oscar Raab combinou
a aplicacdo de luz solar e corantes como a acridina para inativar micro-organismos unicelulares
— Paramecium caudatum®. A TFD antimicrobial (TFDA) consiste em aplicar uma droga
conhecida como fotossensibilizador (FS) e luz sobre um micro-organismo que na presenca de
oxigénio organico produz espécies reativas de oxigénio (ERO) e por reacdo de oxi-reducdo
provocam danos aos componentes estruturais do micro-organismo levando a sua inativacao.

Existem vérios tipos de FSs utilizados em TFD que podem ser excitados por comprimentos
de ondas eletromagnéticos especificos. Os FSs podem ser sintéticos e naturais. Os FSs naturais
mais estudados séo os compostos derivados da hematoporfirina (HpD) encontrados no sangue.
Essas porfirinas constituem o primeiro grupo de substancias estudadas para aplicagdo da TFD
e por isso sdo chamadas de FSs de primeira geracdo. Entre esses HpD, sdo encontrados
comercialmente o Photofrin® (americano), Photogem® (russo) e Photosan® (alem&o) com

caracteristicas fotofisicas muito parecidas. A segunda geracdo de FSs é composta por



18

substancias naturais como a hipericina, bacteroclorinas e clorinas, tal como a Photodithazine®
(russa). Na odontologia os FSs mais usados como antimicrobianos sdo o azul de metileno e o
azul de toluidina, da familia das fenotiazinas, que sdo de origem sintética. Outras substancias
sintéticas de segunda geracdo sdo as naftalocianinas e ftalocianinas. A Curcumina surgiu
recentemente como um FS alternativo na TFDA, é de origem natural e foi escolhido para ser
utilizado neste estudo, por ser de baixo custo e biodegradavel na natureza. A Curcumina é um
corante obtido a partir da raiz do acafrdo-da-india (Curcuma longa) muito utilizado como
aditivo alimentar e é excitada na TFDA com luz azul.

Vérias fontes de luz podem ser utilizadas na TFDA; a literatura descreve o emprego de
diferentes sistemas de LASER com intensidade de baixa poténcia, porém, novos estudos a partir
do desenvolvimento dos diodos emissores de luz (LEDs) tem mostrado ser uma eficiente fonte
de luz aplicada na TFDA®2. O LED como fonte de luz na TFDA quando comparados aos
sistemas de LASERSs disponiveis apresentam vantagens como irradiar maior area de tecido, ter
menor consumo de energia e ainda possuem um tempo Gtil de vida maior”®. Por esses motivos,
0 uso do LED na TFDA tornou-se mais atraente, facilitando sua implementacdo em terapias
fotbnicas aplicada a saude.

A preocupagdo com a estética facial tem origem pré-historica relatado em estudos de
Paleontologia® e nesse assunto se insere o tratamento ortoddntico que diariamente inclui maior
quantidade de individuos que buscam ndo apenas melhor funcdo mastigatéria, mas também
harmonia facial através de correcdo dentaria com o uso de aparatos ortoddnticos. Os aparelhos
ortoddnticos sdo compostos de bandas, braguetes e outros dispositivos intra-bucais que alteram
amicrobiota bucal aumentando o acimulo de S. mutans.*!! Diante do maior acimulo de micro-
organismos cariogénicos durante o tratamento ortodontico terapias coadjuvantes no controle do
biofilme dental tem sido estudadas para controle da microbiota bucal no sentido de se obter
uma terapia que seja considerada a ideal.

A TFDA tem mostrado efeito de inativacdo sobre S. mutans em estudos principalmente
na forma plancténica, porém quando encontramos o S. mutans presente em biofilme o mesmo
fica protegido por matriz de polissacarideos e apresenta maior resisténcia a acdo de
antimicrobianos.?'? As principais hipéteses discutidas na literatura relatam que a TFDA n&o
tem inibicg&o satisfatoria de S. mutans devido a incapacidade do FS em difundir-se em biofilme
e atingir ou penetrar a membrana celular microbiana situada nas camadas mais profundas do

biofilme.
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Os surfactantes sdo moléculas anfifilicas que tem mostrado serem agentes ativos
capazes de aumentar a permeabilidade da parede celular e agirem como desagregador do
biofilme por sua atividade detergente. A TFDA utilizando azul de metileno (MB) combinado
com surfactante foi utilizada para aumentar a permeabilidade em células de C. albicans
diminuindo a formacéo de biofilme, sua habilidade de ades&o e sua resisténcia as outras
drogas.’® O surfactante pode ser considerado aditivo interessante para potencializar o efeito
antimicrobiano na TFDA pois aumenta a solubilidade da Curcumina e promove alteracdo da
membrana celular microbiana e, em sinergismo com os FS, aumenta o efeito antimicrobiano da
TFDA, que pode promover melhor controle microbioldgico do biofilme dental em individuos
portadores de aparatos ortodonticos.416

Este trabalho foi realizado com aplicacdo de TFDA em dois experimentos, um
experimento in vitro, sobre biofilme dental formado sobre amostras metalicas de bandas
ortodénticas; e outro experimento in vivo, em individuos portadores de aparelho ortoddntico
fixo. O objetivo deste trabalho foi mostrar o efeito sinérgico de Curcumina solubilizada em
surfactante (SDS) para potencializar a eficacia antimicrobiana da TFDA em S. mutans presentes
na superficie metalica de acessorios ortoddnticos empregados no meio bucal para correcao

dental.



20

2 Streptococcus mutans

Os Estreptococus do Grupo mutans (EGM) sdo micro-organismos frequentes nos dentes
e cavidade bucal. Pertencem a este grupo de Estreptococcus: Streptococcus mutans, S.
sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. ferus, S. macacae e S. downei. Os EGM fazem parte também
da flora da faringe, sistema gastro-intestinal, vias areas superiores e sistema urinério. Os S
mutans sao anaerobios facultativos que se coram com Gram e apresentam morfologia de cocos.
Os S mutans além de adesividade a superficie dental podem também atingir no sistema
circulatorio e por via endovenosa atingir as valvulas cardiacas podendo causar endocardite sub-
aguda. O S sobrinus esta envolvido no processo inicial de adesdo e formacao do biofilme dental
contribuindo para a proliferacio do S mutans e dando inicio ao processo de carie dental.!” Os
biofilmes dentais ou também chamadas placas dentais sdo comunidades de micro-organismos
aglomerados e contidos em uma matriz autoproduzida que se adere a diferentes superficies,
assim como o dente, acessérios metalicos ortodonticos e implantes dentais metalicos.

O S mutans é um micro-organismo acidofilo e acidogénico, ou seja, capaz de
metabolizar agUcares e produzir acidos sendo resistente aos mesmos. Uma de suas principais
caracteristicas é ndo crescer em caldo contendo altas concentracdes de sal. Devido as suas
caracteristicas acidogénicas sdo responsaveis por seu potencial em produzir desmineralizacGes
do esmalte e cérie dental. A producdo de acidos para o desenvolvimento da carie ndo ocorre
apenas por S mutans, outros micro-organismos acidogénicos como os lactobacilos também
estdo envolvidos neste processo.'® Os S mutans a partir de aglicares (sacarose, glicose, frutose
e maltose) encontrados no meio bucal sdo capazes de produzir por acdo enzimatica (amilase e
enzimas glucosiltransferase - GTFS), glucanos (polissacarideos extra-celulares insoltveis -
PECs), que sdo responsaveis por formar a estrutura e dar adesao do biofilme dental. (Figura 01)
Os PECs produzidos pelos S mutans, além da adesdo do biofilme apresenta outra funcao
fisiologica de formarem uma matriz extra-celular porosa contendo pequenos canais que
permitem que os &cidos produzidos pelos S mutans se difundam em direcéo a superficie dental
levando a desmineralizacdo dental. Para se ligar aos glucanos os S mutans usam proteinas de
superficies chamadas proteinas ligantes de glucano, que podem se ligar de maneira covalente e
ndo covalente a parede celular microbiana.

Devido ao formato estrutural dos biofilmes dentais, suas camadas mais profundas de

micro-organismos ficam protegidas da acéo de antimicrobianos. Porém, os canais formados na
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matriz de polissacarideos proporcionam permeabilidade ao biofilme permitindo que penetrem
nutrientes, metabolitos, oxigénio e drogas com atividades antimicrobianas. Outro fator de
protecao e sobrevivéncia que 0s micro-organismos em biofilme apresentam é o quorum sensing,
que é a capacidade que estas células apresentam em se comunicar de maneira coordenada
enviando sinais para a expressdo génica de fatores de viruléncia, adaptacdo a escassez de
nutrientes e de defesa a substancias toxicas.’® (Figura 01) Os S mutans também produzem
polissacarideos intra-celulares (PICs) a partir de carboidratos encontrados no meio bucal que
servem de reserva de nutrientes para serem metabolizados quando as fontes de acgUcares estao

ausentes.

Figura 1 - Desenho esquematico da formacdo de um biofilme dental.

O A | Enzimas glucosiltransferase (GTFS) |
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Fonte: elaborado pelo autor (Panhdca, 2015).
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3 TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia fotodinamica (TFD) foi introduzida na terapia médica hodierna em 1904, por
Oscar Raab, na inativacdo de células, microrganismos e moléculas. Essa modalidade de
tratamento denominada de TFD tem sua origem no termo em inglés Photodynamic Therapy
(PDT).% Essa técnica tem como base a utilizagdo combinada de luz visivel com comprimento
de onda especifico, com certos tipos de drogas que sdo denominadas de fotossensibilizadores
(FS), que, quando utilizados em conjunto e na presenca de oxigénio, produzem uma reacao de
oxidacdo das células cancerigenas que provocara a lise das células-alvo e, por conseqiiéncia, a
inducdo de morte da célula tumoral. A TFD tem sido mostrada em varios estudos como uma
terapia vidvel e alternativa com potente efeito antimicrobiano.®’ Na TFD a reacdo de oxi-
reducdo de células tumorais e micro-organismos ocorre por fotoativacdo dos FSs que se
transformam em um estado eletrénico super-excitado gerando energia que reage com o0 0Xigénio
orgénico livre produzindo espécies reativas de oxigénio (ERO). Esses radicais livres ndo
possuem especificidade por sitio de acdo, reagindo com varios substratos biomoleculares das

células vivas levando as células tumorais a apoptose e inativacdo microbiana. Figura 02.

Figura 2 - Esquema representativo da reacdo de oxi-reducdo de células tumorais e micro-organismo promovida
pela TFD
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Fonte: elaborado pelo autor (Panhdca, 2015).
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A inativacdo de microrganismos pela TFDA pode apresentar diversas vantagens em
relagdo & utilizacdo de agentes antimicrobianos tradicionais. Primeiramente, a morte bacteriana
é rapida, diminuindo a necessidade da manutencdo de altas concentracdes de substancias
quimicas por longos periodos, como no caso do uso de antibi6ticos e anti-sépticos?* e, em
segundo lugar, como a morte bacteriana ndo esta ligada & mediag&o de radicais quimicos agindo
sobre alvos especificos, o desenvolvimento de cepas resistentes seria improvavel 222
Finalmente, como nem o fotossensibilizador, nem a luz de baixa intensidade empregada sao
bactericidas quando utilizados isoladamente, a destruicdo das bactérias pode ser controlada
restringindo-se a regido irradiada, evitando a destrui¢do da microbi6ta normal em outros locais.

O efeito da TFDA como um antimicrobiano é influenciado ndo apenas pelo tipo de
micro-organismo tratado, mas também por outros fatores como o tipo de FS, a concentracéo do
FS, a sua localizacdo durante a irradiacao, o periodo de pré-incubacédo do FS, o tipo de fonte de
luz utilizado, a dosimetria de luz aplicada e a concentragéo de oxigénio organico livre presente

no local a ser tratado.

3.1 Curcumina

A Curcumina é uma das diversas substancias utilizadas como FS na TFDA. E um
corante de origem vegetal obtido da raiz da Cucuma Longa com um baixo custo econdémico. A
Curcumina é muito utilizada na tradicional culinéria Indiana. Varios estudos mostram seu efeito
antimicrobiano que é potencializado quando se aplica luz azul concomitantemente.?*?® A
Curcumina (diferuloilmetano) é um polifenol com baixo peso molecular (Figura 03),
primeiramente caracterizado no ano de 1910. Este polifenol tem sido objeto de varias pesquisas
para diversas aplicacdes em saude com a intencdo de se estudar seu efeito como potente anti-
inflamatdrio, antioxidante, antitumoral, neuroprotetor e antimicrobiano. A Curcumina é
encontrada comercialmente em forma de sal com coloragdo amarelada e para seu uso

experimental necessita de diluicdo em solvente (DMSO).
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Figura 3 - Estrutura quimica da Curcumina

Fonte: disponivel em < http://www.drvictorsorrentino.com.br/o-poder-da-curcumina-na-prevencao-e-
tratamento-de-doencas/ >.

Na TFDA, no mecanismo de fotoativacdo sdo importantes as caracteristicas fotofisicas
do FS empregado para que ocorra alto rendimento quantico por parte do FS. O rendimento
quantico é a quantidade de moléculas de FS que absorvem fétons e produz energia, o qual é
dependente do oxigénio molecular disponivel no local irradiado para que ocorra uma eficaz
TFDA. O ideal é que um FS além de alto rendimento quantico com o comprimento de onda
especifico utilizado, ele apresente outras caracteristicas, como: alta producdo de oxigénio
singleto; eliminacdo rapida pelas células que ndo devem ser atacadas; ndo serem tdxicas no
escuro; facil diluicdo em &gua; alta estabilidade fisica cinética e termodinamica; sintese fécil,
rapida e barata; curto periodo de pré-incubacdo para absorcdo pelas células-alvo e néo
provocarem mutacdo nos tecidos tratados.

No mecanismo de acdo antimicrobiano da TFDA é necessario que o comprimento de
onda da luz aplicada seja ressonante com a capacidade de absorbancia do FS para que 0 mesmo
possa ser excitado a partir do seu estado fundamental. O FS em seu estado fundamental € o
estado singleto (So) que ao absorver energia entregue por luz (féton) transforma o FS em um
estado eletronico excitado de maior energia (S1) com caracteristica de decaimento répido para
seu estado fundamental e por isso apresenta um tempo de vida curto. O decaimento ou
relaxamento vibracional (rv) do FS (S1) pode acontecer de maneira mais lenta em um estado
eletronico intermediario, entre o fundamental e o excitado, emitindo fluorescéncia e
fosforescéncia (Figura 04). O Fs no estado S: quando decai para o estado So produz foton capaz
de transferir energia para 0s constituintes circunvizinhos, tal como o oxigénio molecular e

produzir EROs capazes de oxidar os micro-organismos.?” Entre as EROs geradas na TFDA, o
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oxigénio singleto (*O2) apresenta maior efeito oxidante que o proprio oxigénio molecular (30,)

e por este motivo tem acdo tdxica capaz de inativar os micro-organismos (Figura 04).

Figura 4 - Diagrama de Jablonski adaptado mostrando transferéncia de energia para producéo de oxigénio
molecular reativo

ENERGIA

z
‘—
O
L)
<
o
o
w
=
w

FLUORESCENCIA|

102

FOSFORESCENCIA

302

FOTOSSENSIBILIZADOR OXIGENIO

Fonte: elaborado pelo autor (Panhdca, 2015).

O oxigénio singleto pode se apresentar em dois estados: 1O, seria o estado excitado que
tem dois elétrons com spin opostos no mesmo orbital, energia de 22,5 Kcal acima do estado
fundamental e tempo de meia vida curto em solvente aquoso de 10 s; e *O2* seria um estado
excitado onde tem um elétron em cada orbital com spin opostos e energia de 37,5 Kcal acima
de do estado fundamental e tempo de meia vida muito curto em solvente aquoso de 107's. Esse
segundo estado do oxigénio singleto por decair muito rapido ndo apresenta interesse em reacdes
bioldgicas(Tabela 01). O oxigénio singleto em seu estado excitado pode sofrer decaimento para
seu estado fundamental e emitir luz ou pode transferir sua energia para outras moléculas de um

substrato organico provocando oxidacéo e dano ao mesmo.
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Tabela 1 - Distribui¢do energética e eletronica nos orbitais do oxigénio no estado singleto e tripleto

ESTADO ENERGIA ORBITAIS TEMPO DE MEIA VIDA
102t 37,5 Kcal 0 ! 10s
102 22,5 Kcal T 10¢s
302 T

Fonte: adaptado de Martinez, Medeiros e Di Mascio.®

A Curcumina apresenta espectro maximo de absor¢éo da luz na regido do violeta e azul
(300-500nm)?* (Figura 05). Na presente pesquisa, a solugio de Curcumina utilizada paraa TFD
dos grupos experimentais analisados foi formulada com sais de Curcumina produzidos pela

industria PDT Pharma, Cravinhos, SP, Brasil.

Figura 5 - Gréafico mostrando o espectro de absorbéncia da Curcumina
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Fonte: adaptado de Alzate Ceballos et al .

3.2 Luz

A escolha da cor, fonte e dosimetria de luz utilizada na TFDA faz parte da estratégia de
irradiacdo das superficies dos tecidos a serem tratados para se obter penetracao de luz suficiente,

de tal forma que os fétons consigam entregar energia para gerar rendimento quantico capaz de
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excitar FSs e na sequéncia produzir oxigénio citotoxico e obter uma taxa de redugdo microbial
eficiente nesta terapia.

A luz azul apresenta comprimento de onda por volta de 440 a 485nm que é menor em
relacdo ao vermelho com comprimento de onda por volta de 625 a 740nm(Figura 06).
Considerando essa diferenca de comprimentos de ondas, pode-se dizer que ocorre menor
penetracdo da luz azul nos tecidos do que a luz vermelha. No entanto, a luz azul produz fétons,
pacotes de energia, com maior frequéncia e carga energética capaz de promover de maneira
mais eficaz a excitacdo eletrénica da Curcumina para inativagdo microbial fotodindmica.
Embora a luz azul seja mais interessante no mecanismo fotodindmico quando se usa Curcumina
como FS e se deseja entregar maior quantidade de energia em uma superficie, cuidado deve ser
tomado quando se irradia com luz azul os tecidos vivos, por ser mais absorvida superficialmente
e apresentar maior energia acumulada nesta regido pode ocorrer aumento de temperatura
superficial levando a dano térmico destes tecidos em funcéo da energia cinética gerada no local

irradiado que altera a termodinamica tecidual.

Figura 6 - Grafico adaptado mostrando comprimentos de ondas da luz
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Fonte: adaptado de Centro de Referéncia Virtual do Professor.5?
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Na TFDA é necessario que o FSs, moléculas fotoabsorvedoras, sejam fotoativadas com
um comprimento de onda especifico resultando em um estado superexcitado destas moléculas,
tornando-as eficazes no mecanismo de oxidacdo e inativacdo microbiana. A fonte de luz mais
utilizada em TFD tem sido o LASER de baixa poténcia, porém atualmente varios trabalhos
mostram a mesma eficacia quando se usa o LED como fonte de luz®%°. Os aparelhos com fonte
luz LED apresentam como principais diferencas do LASER de baixa poténcia, a falta de
coeréncia entre as ondas eletromagnéticas e ndo terem uma banda estreita monocromatica de
luz. Estas caracteristicas ndo alteram a capacidade do LED em produzir EROs que véo oxidar
e inativar os micro-organismos. Os fétons gerados pelos aparelhos de LASER de baixa poténcia
ou LED, independente da coeréncia das ondas eletromagnéticas, quando entram em contato
com moléculas FSs sdo capazes de excita-las e por transferéncia de energia para 0 oxigénio
organico produzir substancias toxicas (EROs) responsaveis pelo mecanismo de oxi-reducéo
microbiano. Os aparelhos feitos com LED apresentam vantagens em relacdo ao LASER por
apresentarem maior area de irradiagdo, consumirem menor energia, ter maior durabilidade e
menor custo de produc&o.

Neste estudo foi utilizado para o experimento in vitro sistema de irradiacdo, denominado
Biotable, desenvolvido pelo Laboratério de Apoio Tecnoldgico — IFSC - USP, Sao Carlos,
Brasil. A Biotable contém 24 LEDs dispostos de maneira a irradiar de forma homogénea as
placas acrilicas com 24 pocos contendo as amostras experimentais. A Biotable apresenta
poténcia de 46mW/cm2 e produz luz na cor azul com comprimento de onda igual a 450 £10
nm, ressonante com a coloracdo amarela da Curcumina.

No experimento in vivo, a TFD foi realizada com equipamento de LED com ponta
difusora de luz (pedido de patente RUSP n° 2014.1.242.76.0) com 5 LEDs (Figura 07) para
iluminar toda a cavidade bucal (incluindo dentes, bochecha e lingua) desenvolvido pelo
Laboratorio de Apoio Tecnologico — IFSC - USP, Séo Carlos, Brasil (ver Apéndice A) emitindo
luz azul com comprimento de 450 nm (£10nm) e um equipamento multi-led azul com 5 LEDs
- Bright Max Evolution — MMOptocs (Figura 08) (ver Apéndice B) para iluminar a superficie
dental vestibular das arcadas superiores e inferiores emitindo luz azul com comprimento de
onda em 450 nm (x10nm). Os aparelhos com fonte de luz LED utilizados neste experimento
foram cobertos com filme plastico descartavel criando uma barreira fisica entre o paciente e 0

aparelho com intencdo de controlar infeccdo cruzada e como medida de higiene. Paciente e
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operador dos aparelhos de luz para descontaminacdo bucal utilizaram 6culos de protecdo ocular
evitando danos que os comprimentos de ondas nesta terapia possam causar aos olhos.

Figura 7 - Imagem da difusora de luz azul com 5 leds emitindo em 450nm de comprimento de onda.

Fonte: elaborado pelo autor (Panhdca, 2015).

Figura 8 - Imagem do Bright Max Evolution — Mthics com LED azul de 450nm de comprimento de onda.

Fonte: elaborado pelo autor (Panhdca, 2015).
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4 SURFACTANTE

Surfactantes sdo agentes ativos de superficie. Os surfactantes sdo muito utilizados na
industria alimentar com o objetivo de inibir a formacdo de biofilmes em superficies de
equipamentos industriais.3* Sua principal caracteristica é a capacidade de ser absorvido em
superficies e areas de interface entre diferentes materiais. Outra caracteristica dos surfactantes
¢ apresentar capacidade de reducéo de tensdo superficial para fluidos aquosos, o que permite
que tenham acdo detergente, humidificante e emulsionante. Por este motivo sdo muito utilizados
pela industria para produtos de limpeza e cosmética. No preparo da solucdo para bochecho o
surfactante aumenta a solubilizacdo das moléculas de Curcumina diminuindo sua agregacao e
potencializando o seu efeito quantico antimicrobiano na TFDA.

Os surfactantes sdo moléculas anfifilicas que podem ser divididas em duas partes
diferentes, a parte hidrofébica (parte apolar) e a parte hidrofilica (parte polar). A parte
hidrofilica (atrai a 4gua) é referente ao grupo da cabeca e a parte hidrofébica (repele a 4gua) a
cauda (Figura 09). Em baixa concentracdo, o surfactante se distribui de maneira uniforme,
porém, em concentracdes elevadas, o surfactante forma micelas. Os surfactantes por serem
moléculas anfifilicas sdo agentes ativos capazes de aumentar a permeabilidade da parede
celular, diminuirem a adesividade microbiana e agirem como desagregador do biofilme. Séo
utilizados na bioquimica e biotecnologia com diversas aplicacbes como, solubilizacao,

purificacdo, determinacéo e caracterizagdo de proteinas.
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Figura 9 - Estrutura molecular do surfactante
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Fonte: elaborado pelo autor (Panhdca, 2015).

O surfactante pode ser considerado aditivo interessante para potencializar o efeito
antimicrobiano na TFDA, pois promovem alteragcdo da membrana celular microbiana tornando-
a mais permedvel, permitindo maior penetracdo de FS, aumentando o seu efeito antimicrobiano,
0 que pode promover melhor controle microbiolégico do biofilme dental em individuos
portadores de aparatos ortoddnticos.*® Na literatura encontramos estudo mostrando a eficécia
antimicrobial quando se aplica TFDA utilizando azul de metileno (MB) combinado com varios
tipos de surfactantes, SDS (aniénico), CTAC (catidnico), HPS (zwiteribnicos) e Triton X-100
(ndo-ionico); os surfactantes na referida pesquisa foram utilizados para aumentar a
permeabilidade em células de C. albicans, diminuir sua adesividade por superficies, diminuir a
formacdo de biofilme e diminuir sua resisténcia as outras drogas.** Na presente pesquisa 0
surfactante utilizado foi o dodecil sulfato de sodio (SDS) que é o mais utilizado como detergente

em pastas dentais de uso caseiro.



32

5 CLOREXIDINA

No controle do biofilme dental para prevenir doencas bucais cronicas, tais como: carie,
gengivite e periodontite; tem sido utilizado varios tipos de solu¢do enxaguatdria, porém a
clorexidina a 0,12% é considerada a mais eficiente.3 A clorexidina foi sintetizada nos anos 40
e apresentava sua estrutura molecular como pode ser visto na figura 10. Apds isso, Rose e Swain
formularam a clorexidina em 1956 e foi comercializada como anti-septico para ferimentos de
pele.®® Desde a década de 70, estudos tem mostrado o efeito de inibigdo completa do biofilme
dental e prevencao de gengivite quando se aplica diariamente a clorexidina, desde que o agente
seja administrado de tal forma que ele entre em contato com todas as superficies dos dentes.3
A clorexidina é um detergente catiénico, da classe das bisbiguanidas, disponiveis nas formas
de acetato, hidrocloreto e digluconato, sendo esta ultima a forma mais comunmente utilizada

como antimicrobial em odontologia.

Figura 10 - Estrutura quimica da clorexidina (1,6-di(4-clorofenildiguanida)hexano

Fonte: disponivel em <
http://pt.wikipedia.org/wiki/Gluconato_de_clorexidina#mediaviewer/File:Chlorhexidine.png >.

Seu mecanismo de acdo ocorre por rompimento da membrana celular microbiano, por
ser uma molécula dicationica e interagir rapidamente com a superficie microbiana que é
negativa promovendo mudangas citologicas que afetam sua permeabilidade e levando ao
extravasamento de constituintes intra-celulares. Os grupamentos lipofilicos da clorexidina

promovem desestruturacdo da camada lipoproteica microbiana dificultando sua funcéo
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protetora osmatica, a partir disto se inicia os eventos subsequentes diretamente dependente da
concentracdo de clorexidina no meio celular. Em doses mais altas causa coagulagéo e
precipitacio das proteinas citoplasmaticas e a morte microbiana.®® A clorexidina por ser uma
molécula dicationica apresenta capacidade quimica de ligar a pelicula dental adquirida e
membrana bacteriana a0 mesmo tempo. Isso resulta em uma substantividade, que é a
capacidade de se manter ativa no meio bucal, durante aproximadamente 8 a 12 horas, inativando
0S micro-organismos que buscam colonizar a superficie dental. Outro fator que influéncia a
substantividade da clorexidina é o pH bucal, que sendo &cido aumenta sua eficcia.*

A clorexidina atualmente é considerada como padréo ouro em descontaminacédo bucal,
usada com eficacia em periodontia para o controle de gengivites e periodontopatias.®” Sua
formulacdo mais utilizada é em solucdo para bochechos com concentracdo a 0,12% para uso
diario com bochechos de 15 mL por 30 segundos em até trés vezes ao dia. Ndo se recomenda
seu uso de maneira continuada por apresentar efeitos indesejaveis que variam em cada
individuo. Os efeitos colaterais mais conhecidos causados pela clorexidina sdo a alteracdo de

cor do dente e do paladar do individuo.
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6 OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo analisar o efeito da TFDA sobre S mutans formados em
biofilme sobre a superficie metalica de acessorios ortodénticos no experimento in vitro e o
mesmo efeito sobre S mutans presentes na cavidade bucal de individuos em tratamento

ortoddntico no experimento in vivo.
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7 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliacdo in vitro do efeito da TFDA aplicando LED azul (450+£10nm) com Curcumina
solubilizada em surfactante (SDS) sobre biofilme formado por S mutans em superficie metalica
de acessorios utilizados no tratamento ortoddntico.

Avaliagéo in vivo do efeito da TFDA aplicando LED azul (450+10nm) com Curcumina
solubilizada em surfactante (SDS) sobre S mutans na cavidade bucal de individuos portadores
de aparelhos ortodonticos fixos, utilizando um novo dispositivo de LED intra-bucal com
poténcia média de luz.

Apresentar a TFDA aplicando LED azul (450+10nm) com Curcumina solubilizada em
surfactante (SDS) como uma terapia vidvel para substituir o uso da clorexidina 0,12% em

descontaminacdo bucal.
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8 ARTIGO EXPERIMENTO IN VITRO

O artigo a seguir foi publicado originalmente em Journal Physical Science and
Application, no volume 4 de 2014. ISSN: 2159-5348

ENHANCEMENT OF THE PHOTODYNAMIC THERAPY EFFECT ON
STREPTOCOCCUS MUTANS BIOFILM
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ABSTRACT
Biofilm is a community of bacteria, less susceptible to traditions treatments. Although
photodynamic therapy (PDT) is a very effective way to microorganism inactivation, in biofilm
it is not as efficient as it is in planktonic bacteria cultures. Our objective is to increase the
efficiency of PDT by adding one element to the treatment. Therefore, this in vitro study
evaluates the susceptibility of a biofilm formed by Streptococcus mutans on metallic surface of
orthodontic accessories under the application of PDT with a surfactant. Samples obtained from
blades of orthodontic bands (NiCr), where used as adhesion surface for the biofilm. They were

treated with 1 g/mL of curcumin, with 0.1% of sodium dodecyl sulfate and exposed to 30 J/cm?
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of light (455nm). Eight experimental groups were studied, including the positive and negative
controls. The results show that the group with PDT and surfactant had a significant decrease
(p<0.001) in viability. In this case, the reduction observed was of 5.6 logl0 (CFU/mI) in
comparison to the control group. We have shown that, even though the biofilm is very tough
and complex structure, we are able to promote almost the complete inactivation of S. mutans in

systems similar to an orthodontic treated patient’s mouth.

Keywords: Photodynamic Therapy, Light-induced damage, Oral Biofilm, Streptococcus

mutans, Curcumin, Surfactant.

INTRODUCTION

There are two forms for bacteria to survive in their natural environment. They may be
free-floating, as a planktonic cell, or attached to a surface, as in a biofilm. The biofilm is a
complex community in which most of bacteria live. It is a well-organized community that
adheres to surfaces and is embedded in an extracellular adherent layer. Bacterial resistance
increases when they are organized as biofilm. Also, once in a biofilm, the bacteria display
different characteristics from those that they had as a free-floating organism. Biofilms can be
found in many places, and the human mouth has perfect conditions for the bacteria to grow.

For that reason, biofilms are precursor for most common oral diseases, such as caries
and periodontal disease. Prior to the formation of the biofilm, a thin microorganism layer
adheres on the surface of the tooth or gum. These microorganisms use salivary proteins as
substrate for adhesion. Streptococcus mutans produces adhesins that together with these

proteins are used to form the substrate of adhesion. The extracellular substrates that they
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produce allow the accession of other types of microorganism to form the mature biofilm, and
finally the dental plaque.

The dental biofilm can be categorized into sub- and supra-gingival. It is formed
subsequent to an increase of saccharolytic and acidogenic microorganisms, such as
Streptococcus mutans and lactobacillus, which occur in most people who eat sucrose-rich food.
Hence, these biofilms produce acids that cause tooth demineralization and caries. Four
components are needed to create the carious lesion (1, 2): a host, high-carbohydrate diet,
microorganisms and time.

The Streptococcus mutans, that may be one of the most common bacteria in the oral
cavity, produces a polyhedral matrix to structure the biofilm. The microorganisms existent in a
biofilm become sheltered by this polyhedral matrix, reducing the action of antimicrobial agents.
Compared to planktonic cells, the biofilm structure protects the bacteria, and other
microorganisms. The thickness of this structure prevents contact between antimicrobial agents
and microorganisms, keeping the chemicals away from the deeper layers of the biofilm. As a
result, the biofilm boosts the growth rate of the microorganisms (2-4). Consequently,
microorganisms embedded in biofilms are 10 to 1000 times more resistant to antimicrobial
agents (5, 6).

One cause that enhances the biofilm formation in the mouth is the installation of
orthodontic accessories (7). The usage of orthodontic accessories creates new retention surfaces
for microorganisms in the oral cavity, increasing their retention. Therefore, it increases biofilm
formation and the amount of bacteria in the mouth (7). The high level of S. mutans in the oral
cavity of patients with orthodontic accessories, compared to non-orthodontic treatment patients,
is cause both by the presence of the accessories and also by the poor hygiene control of it by

the patient.
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Photodynamic therapy (PDT) is a well-known medical therapy for cell inactivation and
microorganism control (8, 9). This technique is based on the combined use of light and some
types of drugs, called photosensitizers (PS), which produce an oxidation reaction. This
oxidative reaction can them cause the death or inactivation of selected cells. PDT can also be
used as a therapy with a potent antimicrobial effect (10). Inactivation of microorganisms by
PDT can ensure several advantages over the traditional use of antimicrobials. First, bacterial
killing is rapid, reducing the need to maintain high concentrations of chemicals for long periods,
as in the case of antibiotics and antiseptics usage (11). Secondly, bacterial killing is not linked
to the intervention of chemicals, so, development of resistance is improbable to happen (12).
Finally, since neither the PS, nor the light, are bactericides by themselves, the destruction of
bacteria can be controlled by restricting the irradiated region, preventing the destruction of the
normal micro-biota elsewhere.

PDT is an alternative therapy for preventing and treating dental caries and periodontal
diseases. It is an innovative way to control the formation of the bacterial biofilm, controlling
the incidence of these pathogens. Most studies present high efficiency of PDT to planktonic
bacteria. On the other hand, since the biofilm protects its microorganisms, the results over
clinical trials are not as efficient (13). Therefore, researches over systems that emulate the
patients’ mouth are so important to find the “perfect therapy”. Thus, the purpose of this paper
is to evaluate the effect of the antimicrobial activity of PDT on biofilms formed on orthodontic
accessories. This in vitro study evaluates the use of PDT and a surfactant on metal surfaces,
observing the susceptibility of biofilms formed by S. mutans. Our objective is to increase the
performance of PDT, adding one element to the treatment, in a system that emulates the mouth
real environment.

MATERIAL AND METHOD
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For this study 24 metal samples measuring 5x5mm were used, obtained from
orthodontic band blades (NiCr). On the metal surface, S. mutans biofilms were growth and
threated with PDT and a surfactant. The PDT was induced by curcumin and light emitting diode
(LED) in the blue range, and the surfactant used was the sodium dodecyl sulfate (SDS). There
were tested eight experimental groups, each test repeated three times and each solution
measured twice.

Biofilm growth and CFU preparation

For Streptococcus mutans biofilm, an inoculum from stock culture (ATCC 25175) was
grown in Brain Heart Infusion (BHI) broth (Difco, Detroit, USA) and incubated at 37°C for 24
hours. The suspensions were centrifuged, 3000 rpm per 15 minutes (Excelsa Il centrifuge,
model 206-BL, FANEM), and the bacterial pellet was dispersed into BHI broth with 20%
sucrose. To archive the desired population density, the culture was adjusted to obtain
standardized suspension containing 10° cells/ml, the optical density of the final suspensions
was verified using a digital spectrophotometer (FEMTO 600).

The biofilm was grown in orthodontic band metal blades (orthodontic appliance -
Tecnident, Sdo Carlos, Brazil), cut into 5x5 mm squares, and sterilized in autoclave. Each
sample was placed inside individuals wells of a 24-well microtiter plate. Then, aliquots of 1ml
of the S. mutans were transferred to the plates. The biofilms were incubated at 37°C up to 7
days, with the growth medium changed every two days. All the samples were washed in PBS
solution and placed in a new well into the 24 microtiter plate to be prepared for experimental
treatment. They were separated between eighth groups and treated accordingly.

After treatment, the samples and theirs solutions were transferred to eppendorfs, 1ml of
PBS was added, and they were homogenized, to break and loosen the biofilm into the solution,

during 8 min in an ultrasound shaker (150 Watts, 50 Hz), before the metal squares were
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removed. The solutions were diluted up to 10~ and uniformly spread to petri dishes containing
culture medium BHI AGAR (Difco, Detroit, USA) plus 20% sucrose. They were aerobically
cultured at 37°C for 48 hours prior to the colony-forming unit (CFU) count.

Experimental treatment procedure

The experimental groups included: control group (P-L-S-); light (P-L+S-), surfactant
(P-L-S+) and photosensitizer (P+L-S-) groups; surfactant-light (P-L+S+), photosensitizer-
surfactant (P+L-S+) and PDT (P+L+S-) groups; and the PDT-surfactant (P+L+S+) group. Each
group was named accordingly to the addiction of the photosensitizer (P+ or P-), surfactant (S+
or S-) and application of light (L+ or L-).

All the samples were placed in a new well into the 24 microtiter plate and received the
correct solution necessary for treatment. To the control (P-L-S-) and light (P-L+S-) groups,
there was added 1 ml of a solution of PBS with 5% of DMSO. There was added 1 ml of
surfactant solution to the surfactant (P-L-S+) and surfactant-light (P-L+S+) groups. The
surfactant solution was made in PSB with 0.1% of SDS and 5% of DMSO. To the
photosensitizer (P+L-S-) and PDT (P+L+S-) groups it was added 1 ml of a photosensitizer
solution. This solution had 1 mg/ml of curcumin, and was made in PBS with 5% of DMSO.
And to the photosensitizer-surfactant (P+L-S+) and PDT-surfactant (P+L+S+) groups, there
was added 1 ml of a photosensitizer-surfactant solution, which had 1 g/mL of curcumin, 0.1%
of surfactant, and 5% of DMSO in PBS.

All the experimental groups were kept in the dark for 5 minutes, incubation of the PS,
before the application of light in the designated groups. The experimental groups with light
(L+) were then irradiated in a home-made blue LED device (high power royal blue LEDs,
355mW, centered at 455 nm with 20 nm bandwidth), for 10 minutes and 54 seconds, ensuring

a 30J/cm2 dose at all the wells. The LED device (Figure 1), called Biotable (LAT - IFSC - USP),
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was made to guarantee uniform distribution of light (46 mW/cmz2 intensity) in the plane were
the samples were placed. The experimental groups (L-) where no light was applied were kept

in the dark at room temperature, for the same amount of time.

Figure 1 — Photography of the 24-well blue Biotable and details of the metal plate
samples, placed in a 24-well microtiter plate, being put in place on the LED device.
Data analysis
The effect of the photodynamic therapy and surfactant on the biofilms was evaluated by
counting colony-forming units. The results were statistically evaluated by ANOVA, differences
were considered when p <0.05. The difference between treated groups with the control group

(P-L-S-) was made with the OneWay ANOVA with post hoc Turkey.
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RESULTS AND DISCUSSION

To ensure biofilm formation, selected metallic samples were imaged with confocal
microscopy (Figure 2). The images showed the formation of S. mutans biofilm after 7 days of
cultivation on the metallic samples of orthodontic appliance (NiCr). The photodynamic
inactivation was also observed, by means of a live-dead biological marker, imaging plate before
and after PDT treatment. The confocal reflection images show the metal surface, indicating the
presence of colonies of S. mutans. The confocal fluorescence images show the fluorescence of
the propidium iodide (PI) dye and curcumin in the bacteria cells. The colonies can be
highlighted when both images are superposed, showing the correspondence between the

colonies seen by the reflection and fluorescence images.

Figure 2 - Biofilms of S. mutans on metallic sample with 7days, after PDT treatment: (a)

Confocal reflection imaging, the image show the appearance of the metal surface,
indicating the presence of S. mutans colonies. (b) Confocal fluorescence image, showing
the fluorescence of the propidium iodide (PI) dye and curcumin. The colonies appear as

bright spots in the image, red indicates dead cells and yellowish-green show the living
microorganisms. (c) Reflection and fluorescence images superposed (a+b). The image
shows the correspondence among the colonies seen by reflection and fluorescence

images. The scale bar corresponds to 20 pm.
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The confocal reflectance images present the surface of the metal sample. It was expected
that the orthodontic appliance squares show some roughness, and appears in the image as a
random pattern. It is also noticed a pattern similar to a bunch of grapes, and the superposition
of the reflectance and fluorescence images confirm that those patterns correspond to the biofilm.
Meanwhile, the fluorescence image show red and yellow-green dots. The yellow-green dots are
the fluorescence of the curcumin within the bacteria cells. The red dots are the fluorescence if

the propidium iodide (PI) dye, which appear in the dead cells.
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Figure 3 - Reduction of CFU for S. mutans biofilms. Individual difference made by
ANOVA One Way - post hoc Turkey. Groups with the same letter are not significantly
different (p>0,005).

The bacterial effects of PDT and the surfactant were evaluated by the cell viability
(CFU/mI). The efficacy of the treatment differs depending on the association of curcumin and
surfactant (Figure 3). They showed significant reductions in the viability of the S. mutans (over

1 log10) for all groups, except for the experimental conditions (P-L-S+) and (P+L-S-). The
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highest reduction in the cell viability of the biofilms was equivalent to 5.6 log10 (CFU/ml) and
correspond to the association of PDT and surfactant.

The results show remarkable behavior of the bacteria population depending on the
association of curcumin, surfactant and the application of light (Table 1). In some cases the
illumination can promote biostimulation, but none of the studied cases presented a relatively
relevant increase on the bacterial population. Applying just PDT (P+S-L+) or surfactant
(P-S+L-), it was observed small decreases on the S. mutans population. The same occur when
light was applied mutually with surfactant (P-S+L+), but in this case the antibacterial effect was
somehow smaller. The test group where only the photosensitizer was used (P+S-L-) was
statistically similar to the control group, confirming that curcumin, by itself, is not capable to a
significant bacteria inactivation. On the other hand, the association of curcumin and SDS
(P+S+L-) upheld an even smaller decrease in the population. However, when the three where
used together (P+S+L+), it was observed a huge antibacterial effect (-5.6 1og10). In this case,
only one in a thousand part of the population survived.

Table 1- Expression of cell viability (CFU/ml), related to the control group data, for all

experimental groups. Groups with the same letter are not significantly different

(p>0,005).
| it | Exresion (ogi0)
(P-S-L-) @ 0
(P-S-L+) 2 +29.17 +0.1
(P-S+L-)°® -99.22 2.1
(P-S+L+)P¢ -97.84 -1.6
(P+S-L-)2¢ -42.91 -0.2
(P+S-L+) Pe -97.46 -15
(P+S+L-) ¢de -93.37 -1.1
(P+S+L+) f -99,999792 -5.6
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The oral microbiota is composed of more than 500 types of microorganisms, even
though S. mutans is the etiologic agent of caries and demineralization. It is also responsible for
the adhesion, colonization and dental biofilm formation (14). This study evaluated particularly
the susceptibility of S. mutans biofilm on the metal surface (NiCr) of orthodontic blade band
by means of photodynamic therapy with curcumin (1mg/ml), 0.1% of SDS and LED
illumination. As expected, we have shown that photodynamic therapy reduces the number of
living cells of S. mutans in a biofilm model created on metallic surface (15-17). The presence
of photosensitizer, without irradiation, was not able to achieve an effective antibacterial
outcome. This confirms the essential rule of light to obtain an anti-microbial effect (18, 19) by
means of PDT.

The most significant finding was the lack of viability of S. mutans on the surfaces of the
samples treated with curcumin combining PDT with surfactant. The result for this group
(P+S+L+) is above the minimal bactericidal concentration, which is the minimum concentration
able to reduce 4 1og10 on the survival of a microorganism (20). Significant decrease on the
viability of microorganisms was also observed when biofilms were exposed to the surfactant
alone (P-S+L-), surfactant with light (P-S+L+), photosensitizer with light (P+S-L+), or the
combined use of surfactant and curcumim without light (P+S+L-), compared to the control
group (P-S-L-). For these groups, the reduction on the bacteria viability was above 90%.
Depending on the application, 90% of reduction on a microorganism population might be
sufficient. Although the results show that the bacterial inactivation can be almost complete
when the surfactant was used together with PDT.

The surfactants are amphipathic molecules composed of a hydrophobic portion and a
hydrophilic portion. The first is often a nonpolar hydrocarbon chain, while the second can be

ionic (cationic or anionic), nonionic or amphoteric. The surfactants, for their biochemical
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characteristics, are highly potent and act as emulsifiers, reducing interfacial and superficial
tension (21). They are responsible for modifications on the ion channels of the bacterial
membrane via trans-membranes proteins, similar to the porins. This allows the passage of
solutes through the membrane, increasing the permeability of these membranes (21-24).
Surfactants also work as: emulsifiers, dispersing in water hydrocarbons or other insoluble
compounds; reducing the adhesion and releasing surfaces cell; and presenting antibiotic
activity.

The mechanism of action of PDT is not connected to the mediation of chemical radicals
acting in a single target, which is the case of the antibacterial products. Photosensitizes act
producing reactive oxygen species (ROS) which have no specific site of action. This avoids the
formation of strains resistant to antibiotics (20, 21, 25, 26). Photodynamic therapy applied as
antimicrobial therapy can be also advantageous over mechanical removal methods, since it can
reach places such as recesses and protrusions of the orthodontic accessories (27). It may also
enable safe treatment of patients with special needs or difficulty in oral hygiene during
orthodontic treatment, avoiding oral infections, such as dental caries, gingivitis and periodontal
pockets (13, 27).

Several hypotheses could explain the synergism of the PDT action with surfactant as
antimicrobial therapy in S. mutans biofilm. The surfactant could be increasing the number of
working cycles of PS, protecting it from oxidation, and increasing the efficacy of PDT. It could
also be acting increasing the permeability of the curcumin through the cell membrane,
increasing the concentration of PS molecules in the bacteria. One other hypothesis is that the
surfactant is breaking the biofilm structure, and this allows the PDT to be more effective.
Although the surfactant, SDS, can be used as antimicrobial by itself, the combined effects of it

with PDT cannot explain such efficacy of the treatment. The reduction on bacteria viability was
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larger than one could expect from using both treatments separately. Therefore more studies
must be done in order to thoroughly understand this mechanism.

CONCLUSIONS

The result of this study shows higher reduction in the S. mutans population, compared
to previous investigations (15, 19). We demonstrate significant removal of S. mutans biofilm
after application of PDT with SDS as antimicrobial therapy. PDT associated to surfactants
promoted a high inactivation of S. mutans biofilm (5.6 log10) on the surface of metallic
orthodontic accessories. We have shown that, even though the biofilm is very tough and
complex structure, we are able to promote almost the complete inactivation of S. mutans in a
system similar to an orthodontic treated patient’s mouth. And this inactivation was achieved
with a protocol that does not promote bacterial resistance that applied PDT and SDS.

Given the findings, our results suggest that the surfactant acts on the microorganisms’
membrane making them permeable to solutes, and breaking the biofilm structure. The surfactant
leads to higher the input of oxygen molecules and curcumin from the extracellular medium into
the microorganism. Therefore, the synergistic action of the SDS and PS produces higher
amounts of reactive oxygen species (ROS) upon irradiation, optimizing the antimicrobial effect
of PDT. At the same time, protecting the PS molecules from oxidation and increasing its
lifetime of the PDT cycle. These hypotheses should be put to test in supplementary
investigations.
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Abstract

The installation of the orthodontic appliances promotes an increase in the retentive area
available for microbial aggregation, difficult the oral health promotion and, in addition,
promotes the artificial selection of biofilms containing a higher load of pathogenic
microorganisms. In this way, it becomes of critical importance, the development of techniques
that might aid in the reduction of the oral microbial load. One possible approach is the use of
the Antimicrobial Photodynamic Therapy (APDT). In this direction, the objective of this study
was to assess the clinical utility of the APDT and the association of the APDT with the SDS
surfactant as oral decontamination agents in orthodontic patients. The selected patients (n=24)
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were randomly distributed within seven experimental groups: G1 - Negative control, G2 -
Curcumin mouthwash, G3 - Curcumin mouthwash+SDS, G4 - light irradiation, G5 - APDT,
G6 - APDT+SDS and G7 - Positive Control (Chlorhexidine mouthwash). Non-stimulated saliva
samples were collected from each one of the patients in three steps (S), as follows: S1 - Initial
condition, S2 - Treatment with mouthwashes (water, Chlorhexidine or Curcumin) and S3 -
After APDT treatment. The efficacy of the proposed treatment protocols was assessed in
function of the survival fraction observed in each group. The obtained results were statistically
analyzed using variance analysis ANOVA Kruskal-Wallis test. The statistical analysis
demonstrated that only the groups 6 (APDT+SDS) and 7 (Chlorhexidine 0.12%) has presented
bacterial inactivation results that were statistically significant differences (p<0.05) from the
results observed in the group 1 (negative control). These results indicate that the APDT when
associated with the SDS surfactant can be used as a coadjutant and convenient agent to promote

the oral decontamination in vivo.
Introduction

The dental specialty that is dedicated to the study, prevention and treatment of
dentofacial alterations is known as Orthodontics. Its main objective is to attain a more balanced
relation of position between teeth, facial arches and facial bones through the use of orthodontic
appliances. Dental brackets, wires and metallic bands are some of the components that
commonly are used during this kind of treatment?.

Once these components had been adapted over tooth surfaces (buccal or lingual), the
patient experiences a drastic decrease in his ability to properly perform their routine oral
hygiene and, at the same time, the installation of these devices, will also promote a significant
increase on the amount of available surfaces for bacterial aggregation. This problem is
exacerbated even further, because the microorganisms present in the oral microflora
preferentially aggregate on dental materials surfaces, such as, restorative materials (amalgam
and composite resins) and orthodontic appliances®?.

The microbial aggregation leads to the formation of a multi-species community, known
as dental biofilms or dental plague that harbors more than 700 different microorganisms
species*. When in its biofilm phase, the microorganisms deposit an extracellular matrix
composed by proteins and polysaccharides that confers to them protection against external and

environmental aggressors such as, antimicrobial agents, temperature changes and mechanical
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dislodgement. Published studies on the matter have shown that, microorganisms in biofilms
have 10 to 1000 times higher resistance levels to antimicrobial agents, when compared with the
antibacterial resistance observed for the same microorganisms in its planktonic phase®®. Other
studies had also shown that patients under orthodontic treatment have higher Streptococcus
mutans loads when compared with patients without the use of orthodontic appliances.

The biofilm growth during the evolution of the orthodontic treatment, will promote the
establishment of a degradation cycle that might result initially in the appearance of white lesions
(ICDAS - 0, 1 and 2) around the brackets' attachment sites and active carious lesions (ICDAS
- 3 to 6) around the metallic bands’®.

Preventive measures to avoid the installation and progression of caries diseases include
oral hygiene instructions (brushing techniques, flossing techniques, use of mouthwashes, etc.),
orientation about the impact of dietary habits on patient's overall oral health, prescription of
fluoride toothpastes (>1000 ppm) and mouthwashes. In this direction, and taking into
consideration, the concepts of prevention and minimum intervention currently recommended
by modern Dentistry, it becomes of critical importance, the development of techniques,
products and devices that can aid the maintenance of daily oral health®.

One alternative currently available to control the microbial load in the oral cavity is the
Antimicrobial Photodynamic Therapy (APDT)%12, Its mechanism of action is based on the
organic molecules oxidization through the generation of reactive oxygen species (ROS)
mediated by light'>!4, Studies published in the literature had demonstrated the obtainment of
varying degrees of success for both Gram-positive and Gram negative microorganisms®. In
addition, these studies had also emphasized that, in function of the non-specific nature of the
oxidative reaction, it is unlikely that the repeated use of the APDT will promote the
development of resistant bacterial strains!®3167,

However, some evidences published on current literature show that, regardless of
photosensitizers' type and concentration, wavelengths, power output and irradiation times
investigated, the levels of bacterial inactivation obtained for oral cariogenic biofilms using
APDT are still very low*'°, Therefore, and in order to obtain bacterial inactivation levels that
are comparable to the current gold standard for oral decontamination (i.e. Chlorhexidine),
several research groups have been investigating the use of APDT together with some
permeability promoters, such as EDTA and polycationic nanopeptides (PMBN)Z%2L,
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Modern strategies combine some antimicrobial agents with a variety of surfactants. The
molecular structure of these compounds are composed by a hydrophobic (nhon-polar) and a
hydrophilic portion capable of exerting tensioactive properties of great importance and great
economic value for pharmaceutical, medical and hygiene product industries?®?%, Studies in the
literature suggest that the mechanism of action of such components may increase the bacterial
cells' extracellular permeability by promoting an electrical charge unbalance that will lead into
a higher penetration of the antimicrobial agent inside of the cells which, consequently, will lead
into the attainment of higher levels of bacterial inactivation?®?,

Hence, the present clinical and randomized study investigated the synergistic effect of
the surfactant Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) on the levels of inactivation of Streptococcus
mutans promoted by the use of the APDT using Curcumin as photosensitizer. The null
hypothesis tested was, that the attainment of higher inactivation levels does not depends on the

addition of SDS to the Curcumin photosensitizer.

Material and Methods:

The Ethics Committee in Human Beings of the S&o Carlos Federal University
(UFSCAR) approved the execution of the present clinical and randomized study under protocol
258.461 (2013) and title “Optimization of the antimicrobial effect of Photodynamic Therapy on
Streptococcus mutans in patients with orthodontic appliances”. The study was registered with
NIH ClinicalTrials (NCT02337192).

Inclusion and Exclusion criteria

A total of 50 patients currently under orthodontic treatment from Sao Carlos city and
surrounding region, were examined in a dental office to verify if the individuals screened would
attend to the inclusion and exclusion criteria established for this clinical study. From the initial
population, 24 individuals with ages ranging from 18 and 50 years old, were selected in function
of the following inclusion criteria: being under fixed orthodontic treatment, absence of clinical
signs of periodontal disease, not used antibiotics 90 days prior to the participation on this study
and not use fluoride mouthwashes. The exclusion criteria were: signs of uncontrolled systemic
diseases (diabetes, high blood pressure and heart conditions), breast feeding or pregnant
women, patients with oral tumors and patients with history of allergy to any of the materials

used, such as Curcumin and Chlorhexidine.
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Experimental groups and Conditions

After the screening process and selection, patients were randomly distributed in each
one of the experimental groups described in Table 1 through a simple draw, in order to
investigate the effect of the use of the SDS on the attainment of higher levels of bacterial

inactivation with the use of the APDT as an oral decontamination agent.

APLICATION PROTOCOLS

GROUPS Swishing Irradiation ~ Power
N=24 TREATAMENTS time Time Output
(s) (mw/cm?)
(s)
1 DMSO water solution at 5% 120's 0 0
(Negative control)
2 Swish with Curcumin 120's 0 0
3 Swish with Curcumin + SDS 120's 0 0
4 Irradiation with blue light 120's 2x 180 212 & 345
5 APDT 120 s 2x 180 212 & 345
6 APDT + SDS 120s 2x 180 212 & 345
7 Chlorhexidine (Positive control) 30s 0 0

Table 1. Description of experimental groups and conditions.

Saliva collection
The collection of non-stimulated saliva (n=3; 3mL/collection) were performed at the

following steps: i) immediately before the swishing (Curcumin, Chlorhexidine or water), ii)
after swishing and iii) after performing the APDT treatments. To that end, 15 mL sterile
polypropylene tubes were used (Falcon, BD Science, Durham, NC). After each saliva
collection, the saliva samples were identified and stored in a dark and refrigerated environment.
The samples of each patient in each experimental step were used to determine the total bacterial

load.
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Preparation of the photosensitizer agent

The photosensitizer agent used in the APDT experimental groups (Groups 2, 3, 5 and 6)
was prepared immediately before its use for each one of the treated patients. The photosensitizer
was obtained by diluting 0,03g of the Curcumin salt (PDT Pharma - Cravinhos, Brazil) in 1,5mL
of dimethyl sulfoxide at 5% (DMSO - Labsynth, Diadema, Brazil). Following, this solution was
further diluted in 30mL sterile distilled water, in order to obtain a final Curcumin concentration
of 1g/L. In the cases were the photosensitizer was used in combination with the surfactant,
0,03g of the Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, Labsynth, Diadema, Brazil) were added at the final

stage of the photosensitizer's preparation.

Photodynamic Therapy

The patients pertaining to the experimental groups 5 and 6 (APDT and APDT + SDS,
respectively) performed the swishing with the proper photosensitizer. Following, the buccal
and lingual surfaces of teeth were irradiated (180s/ surface; total irradiation time of 360s) using
two distinct blue LED devices (buccal irradiation - Bright Max Evolution, 450 + 10nm,
33.54mW/cm2, Sdo Carlos, Brazil; Lingual irradiation - LAT Prototype, IFSC/USP, 450 +
10nm, 212mW/cm2, Séo Carlos, Brazil). The swishing and irradiation procedures were
performed according with the times and conditions described in Table 1.

Microbiological assessment

Saliva samples (100uL) from each one of the patients, in each one of the collection steps
(n=3, described previously), were serially diluted in 1,5mL microcentrifuge tubes (Perfecta,
S30 Paulo, Brazil) containing 900uL of PBS (BIOGEN, Ribeirdo Preto, Brazil) up to the 10
dilution. Following, aliquots (25uL) of each dilution were plated (in duplicate) in Petri dishes
containing Mitis Salivarius culture medium (BD Difco, Franklin Lakes, USA) supplemented
with 0,01g of bacitracin. After the plating, the Petri dishes were maintained at 37°C for 48
hours. After the growth period, the colonies were counted visually and the obtained values were
adjusted to UFC/mL.

Statistical Analysis:
The obtained data was submitted to a statistical analysis with a 95% confidence level

using the Statistica 7.0 software (Statsoft Inc., Tulsa, OK). The data was tested for its normality
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and for its homoscedasticity of the variances using respectively the Shapiro-Wilk and Levene
tests. Following, the normalized data was submitted to a two-way ANOVA with repeated
measures. The independent factors were Group (irradiation, APDT and APDT + SDS) and Step
(before swishing, after swishing and after treatment), which were also considered as repeated
measures. The Tukey post-hoc test was used only in the groups were statistically significant
differences were observed. The significance of bacterial survival rates in each step investigated
was analyzed with the ANOVA Kruskal-Wallis test.

Results:

The results obtained in the present clinical and randomized study, demonstrate the
efficacy of the proposed treatments in function of the bacterial survival rate observed in each
step investigated. So, the lower the bacterial survival rate, the higher the inactivation level
achieved by the treatment imposed. The results' graph displays the mean and standard deviation
values of the bacterial survival rate observed for each condition studied. Also, it can be observed
the existent differences between the values obtained in the experimental groups (Groups 2, 3,
4, 5 and 6) can be observed in comparison with the values obtained for the control groups

(Group 1, Negative control and Group 6, Positive control).

Groups Treatments Survival Rate after

treatments (%)

1 DMSO water solution at 5% 94.93+4.38
(Negative control)
2 Swish with Curcumin 98.26 + 3.75
3 Swish with Curcumin + SDS 87.35+9.39
4 Irradiation with blue light 93.58 + 15.87
5 APDT 91.33+7.54
6 APDT + SDS 70.65 +£5.23
7 Chlorhexidine (Positive control) 42.29 £+ 26.39

Table 2. Bacterial survival rates after the treatments
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Graph 1. Bacterial survival rates after the treatments.

Discussion:

The placement of orthodontic appliances increases significantly the available retentive
area for accumulation and growth of oral bacteria?®. The imbalance of the host's oral microflora
in association with factors such as, the difficulty to perform adequate oral hygiene, entrapment
of dietary residues for long periods of time and a diet rich in fermentable carbohydrates will
result in the artificial selection of some oral pathogenic bacteria, like Streptococcus mutans and
Lactobacillus acidophilus®,

When adhered onto a surface, the microorganisms in the biofilm start to deposit an
extracellular polymeric matrix that gives them protection against the most diverse external
aggressor agents. Several studies had shown that microorganisms in biofilms exhibit 10 to 1000
times higher resistance to the use of antimicrobial agents when compared with the resistance
observed for their planktonic counterparts®®. These studies had also shown that some factors
such as, the tridimensional localization of the microorganisms within the biofilm, growth rate
and biofilm thickness are critical factors related with the increased resistance observed?>%,

The progression and growth of oral biofilms promotes the establishment of a
demineralization/remineralization cycle that can be characterized clinically through the
appearance of white spots in the surrounding areas of dental brackets and metallic bands®®. This

cycle's progression leads into the complete dissolution of enamel rods and to the establishment
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of an active carious process. Tooth brushing using fluoride toothpastes still is the most used
technique to control the microbial load in the oral cavity. However, some studies have shown a
positive correlation between the use of orthodontic appliances and the high incidence of
bacterial origin diseases observed in orthodontic patients.

This correlation indicates that the association between the patient's inability to maintain
adequate levels of oral hygiene and the increase in the area available for bacterial aggregation
plays a major role on the patient's overall oral health outcome?. Therefore, it becomes of
fundamental importance, the development of novel methods, devices and products that can aid
in the maintenance of adequate levels of oral health by promoting the decrease of oral microbial
load through a decontamination process.

In function of such a need, the antimicrobial photodynamic therapy appears nowadays,
as an important alternative among the decontamination approaches that are currently under
investigation to promote the control of the oral microbial load?’?8. This therapy has its
mechanisms of action based on the generation of reactive oxygen species (ROS), capable of
promoting bacterial death through a non-specific oxidoreductive process'*?’. The literature
points out that it is unlikely that this mechanism of action will promote the appearance of
resistant bacterial strains from the recurrent use of this therapy%1316-17,

The results published by Araujo et.al. in 2012 demonstrate that the antimicrobial
photodynamic therapy, when performed using visible wavelengths (470 £ 15nm), at low
intensity irradiation levels (5,7J/cm?) and using Curcumin as photosensitizer (1,5g/L), was able
to eradicate Streptococcus mutans planktonic cultures®®. In a different direction, a study
published by Paschoal et.al. in 2013, demonstrated that the antimicrobial photodynamic therapy
using higher doses of energy (48 e 72J/cm?) associated with Curcumin (4000uM) promoted the
obtainment of moderate microbial inactivation levels that had varied between 60.66 and
71.07%%.

More recently, an in vitro study performed in our laboratory has demonstrated the
antimicrobial effect of the photodynamic therapy in Streptococcus mutans biofilms using
visible wavelength (455 + 15nm) in low intensity irradiation levels (30J/cm?) with Curcumin
(1g/L) associated with SDS surfactant (0.1%)?%. The results obtained in this study demonstrated
the attainment of bacterial inactivation levels of 5.6 logs when compared with the control group
(no treatment) results. This study allowed us to conclude that the inactivation levels reported
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were related with the fact that the antimicrobial photodynamic therapy was performed in the
presence of the SDS surfactant.

According with the literature, this class of chemical compounds acts by decreasing the
superficial free tension between the photosensitizer and the microorganisms, at the same time
that increases their trans-membrane permeability?®. This two-fold effect guarantees a higher
photosensitizer concentration inside of the cells, which ultimately will permit the obtainment
of a more optimized photodynamic reaction. The results obtained from the use of the
photodynamic therapy in combination with the surfactant SDS was the attainment of higher
levels on bacterial inactivation.

Therefore, the objective of the present study was to investigate the antimicrobial effect
of the photodynamic therapy in the presence of the surfactant SDS on orthodontic patients
(groups and experimental conditions described in Table 1.), in order to determine this therapy's
potential as an accessory oral decontamination agent.

The results obtained in the groups 2 and 3, that had used as the treatment only the
swishing with the Curcumin photosensitizer (associated or not with the SDS), were comparable
(p>0.05) with the results obtained for the group 1 (negative control). Similar behavior (p>0.05)
was also observed in the comparison performed between the results obtained for the group 4,
that investigated the antimicrobial effect promoted by the isolated use of the investigated
wavelength, and the results obtained for the group 1 (negative control).

The results obtained with the group 6 (APDT + SDS) displayed the lowest
microorganisms survival rates among all groups investigated, which indicate that this treatment
was the most effective when compared with the bacterial inactivation levels obtained with the
remaining groups. However, the comparison between groups 6 (APDT + SDS) and 7 (positive
control) demonstrate clearly that, despite statistical significant differences had not been
observed (p>0.05) between the two groups considered, the bacterial inactivation levels
observed in the group 6 (APDT + SDS) suggests that the investigated treatment protocol was
not capable to decrease the oral microbial load in levels comparable to the bacterial inactivation
levels observed for the group that used Chlorhexidine as treatment 3031,

The results of the present study suggest that the antimicrobial photodynamic therapy
can be used as an accessory decontamination agent to conventional treatments. Furthermore,
the obtained results lead us to reject the null hypothesis that the higher inactivation levels does

not depends on the addition of SDS to the Curcumin photosensitizer.
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Conclusions
Having in consideration the conditions and limitations of the present study, we
can draw the following conclusions:
1. The isolated use of either the wavelength investigated, or the Curcumin
photosensitizer, resulted in bacterial inactivation levels that were comparable (p>0.05)
to the results obtained in the negative control.
2. The antimicrobial photodynamic therapy (Group 5) was able to produce a statistical
significant decrease in the Streptococcus mutans load in orthodontic patients.
3. The antimicrobial photodynamic therapy associated with the SDS surfactant (Group
6) displayed statistical significant reductions (p<0.05) when compared with the negative
control group
4. The Chlorhexidine (Group 7) presented bacterial inactivation levels that were
statistically significant (p<0.05) when compared with the negative control group. The
bacterial inactivation levels obtained in this group classify it as the highest reduction of

the initial Streptococcus mutans population among all groups tested.
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10 DISCUSSAO

O biofilme dental é constituido por uma microbiota bucal de multi-espécies de micro-
organismos, no qual se encontra o agente etiolégico S. mutans que € o causador de
desmineralizagBes nas superficies dentais e da carie dental em individuos que ndo conseguem
controlar com higienizacdo adequada a cavidade bucal. A ingestdo de alimentos ricos em
sacarose pelo individuo desenvolve um aumento de espécies de bactérias sacaroliticas e
acidogénicas, tais como S. mutans e lactobacilos, propiciando um biofilme dental produtor de
acidos que provocam inicialmente a desmineralizacdo dental e, posteriormente, a cérie, e em
um estagio mais avancado pode levar o desenvolvimento de doenga periodontal. A higiene
bucal para evitar o aparecimento de caries e doencas periodontais pode ser feita através de acao
mecanica, tal como escovacdo dentaria, uso de instrumentos profissionais profilaticos entre
outros, e por acdo quimica, tal como bochechos com soluges antissépticas ou terapia
antibidtica.*®

Os acessorios ortodonticos instalados nos dentes de um individuo criam novas faces de
retencdo de microrganismos na cavidade bucal, elevando a formacéo de biofilme e a populacédo
de bactérias bucais no individuo. A elevacdo de S. mutans em individuos portadores de
acessorios ortodénticos em relacdo a individuos ndo tratados ortodonticamente e também o
controle deficiente de higiene dos acessérios ortoddnticos por parte do individuo fazem ainda
elevar mais os niveis de S. mutans na cavidade bucal destes individuos.*

A TFDA tem sido aplicada como terapia antitumoral eficaz principalmente em lesdes
de pele e varios outros estudos vem mostrando seu efeito também como um método fototerapico
antimicrobial potente e alternativo.*# A TFDA age inativando 0s micro-organismos através da
aplicacdo de fotossensibilizadores (FSs) que concomitantemente a aplicacdo de luz induz a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) que por um mecanismo de oxirreducao
destréi os micro-organismos. Muitos estudos recentes vém mostrando a aplicacdo da TFDA em
odontologia como terapia alternativa antimicrobiana na descontaminacéo intra-radicular feita
em tratamentos endoddnticos e em descontaminagio de bolsas periodontais.*>*¢ Os micro-
organismos bucais apresentam-se na forma de biofilme dental aderidos sobre a superficie dos
dentes ou mucosas, esses micro-organismos formam colonias protegidas por uma matriz de
polissacarideos que dificultam a acdo antimicrobiana das préprias defesas naturais do

individuo, da acdo de antimicrobianos como solugdes para bochecho e também da acdo da
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TFDA.2 Encontramos relatos na literatura descrevendo que 0s micro-organismos presentes em
biofilmes apresentam resisténcia aos agentes antimicrobianos de 10 a até 1000 vezes maior do
que quando comparados aos mesmos micro-organismos crescidos de maneira planctonica.”
Esta resisténcia do micro-organismo é propiciada pela estrutura arquiteténica do biofilme
impedindo a maior penetragdo dos antimicrobiais em solugéo para bochecho através do biofilme
para agir sobre as colbnias bacterianas dentais. Além disto, estas solu¢Ges também apresentam
uma desvantagem em relacdo a TFDA por agirem em apenas um sitio alvo para inativar 0s
micro-organismos, diferentemente da TFDA que age em varias estruturas das organelas das
bactérias o que dificilmente produz a formagéo de micro-organismos resistentes. 8->t

Diante da resisténcia microbial em funcdo da estrutura do biofilme os surfactantes
surgem como moléculas que podem auxiliar de forma sinérgica ao efeito antimicrobial da
TFDA sobre o biofilme formado nas superficies dentais. Os surfactantes por suas caracteristicas
bioquimicas sdo altamente emulsificantes e agem como potentes redutores de tensao interfacial
e superficial.®® Os surfactantes vém sendo apresentados também como responsaveis pela
formacdo nas membranas bacterianas de canais i6nicos através de proteinas transmembranas,
semelhantes as porinas, que permitem a passagem de solutos através da membrana, resultando
no aumento da permeabilidade destas membranas.>>>*

Existem trabalhos anteriores mostrando o efeito da TFDA utilizando curcumina e LED
emitindo luz azul com capacidade de reduzir o nimero viavel de S. mutans em cultura de células
planctonicas.?*55¢ Nesta tese foram realizados dois experimentos, um in vitro e outro in vivo
para avaliar o efeito fotodinamica da a¢do da Curcumina diluida com surfactante sobre o S
mutans presente na cavidade bucal. No estudo in vitro foi realizado aplicacdo de TFDA para
avaliar a susceptibilidade de S mutans em biofilme formado na superficie metalica de acessérios
ortoddnticos. As amostras obtidas a partir de laminas de bandas ortoddnticos (NiCr) , foram
utilizados como superficie de adesdo para o biofilme . As amostras contendo biofilme foram
tratadas com 1 g/mL de Curcumina, com 0,1% de dodecil sulfato de sodio e expostas a 30J/cm?
de luz (455nm). Os resultados mostraram que o grupo que foi aplicado TFDA usando
Curcumina diluida em surfactante apresentaram uma reducgdo significativa(p<0,001) de
99,999% na populacdo viavel de S mutans. No estudo in vivo foi utilizado TFDA associando
Curcumina diluida em surfactante nas mesmas concentracfes que o estudo in vitro, aplicando-
se luz azul emitida por LED durante 3 minutos em irradiagéo intra-bucal e durante mais 3

minutos frontalmente as arcadas superior e inferior obtendo resultados que se mostraram
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eficazes e estatisticamente significativo como antimicrobial bucal quando comparado ao grupo
controle negativo (C-) e demais grupos experimentais, exceto o grupo controle positivo, que
fizeram bochecho por 30 segundos com clorexidina a 0,12%. Os resultados encontrados em
nossos experimentos do efeito fotodindmico na inibicdo de S mutans corroboram com 0s
achados encontrados nos trabalhos de Araujo et al (2012), Mang et al (2012) e Paschoal et al
(2013).

Os experimentos de Araujo et al (2012) apresentaram sinergismo de efeito na aplicacdo
de luz azul com intensidade de 20,1J/cm2 e Curcumina com concentracdo de 1,5¢/L,
confirmando o efeito da terapia fotodindmica inativando 68,3% de bactérias, ao passo que no
grupo com os mesmos voluntérios que foi tratado apenas com Curcumina o efeito da droga ndo
resultou numa reducdo efetiva de micro-organismos.>® Nos estudos de Mang et al (2012)
aplicando TFD com Photofrin na concentracao de 2,5g/L e luz vermelha com intensidade de
100mW/cm? a TFD mostrou ser um tratamento seguro e eficaz para inativacio de S. mutans em
biofilme na cavidade bucal mostrando ser um adjuvante nos tratamentos mecanico e antibiotico
atualmente utilizados.®” Paschoal et al (2013) mostraram em seus estudos a reducio
significativa da viabilidade de S. mutans com a associacdo de 4000 uM de Curcumina e
aplicacdo de luz azul com intensidades de 48 e 72 J/cm?, promovendo a reducdo microbiana em
60,66% e 71,07%, respectivamente.?*

Idealmente, um amplo espectro de acdo antimicrobiana deve ser alcangado com um
determinado protocolo de TFDA. Resultados em estudos experimentais devem ser
considerados como eficazes na inativacdo antimicrobial quando apresentam eliminacdo
bacteriana > 3 logio, OU Seja, > reducio de 99,9% dos microrganismos viaveis.>® O estudo in
vitro, mostrou que a TFDA usando Curcumina associado ao surfactante foi eficaz na inativagéo
de S mutans em biofilme, pois apresentou uma reducdo de 99,999% (UFC/ml) em comparacgédo
com o grupo controle . Os resultados obtidos no trabalho in vivo mostram que a Curcumina
isolada e a aplicacdo de apenas luz como terapia antimicrobial bucal ndo apresentaram eficécia
na inativacdo de S. mutans, pois apresentaram pequena diminuic¢ao da populagéo bacteriana de
1,74% e 6,42%, respectivamente. Assim como, ndo ocorreu eficacia terapéutica quando se
aplicou Curcumina e surfactante, pois apresentaram reducdo de 12,65%. Quando comparamos
no estudo in vivo a eficacia da clorexidine a 0,12% com a TFDS, podemos observar que nao
houve diferenca estatistica significante (p < 0,05) entre esses grupos, sendo reducdo de 57,71%

de reducdo de S. mutans para a terapia com clorexidina 0,12% e 29,35% ap0s terapia com
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TFDS. Podemos considerar diante destes resultados que a TFDS surge como uma terapia
potencial antimicrobiana bucal para inativagao de S. mutans.

A clorexidina 0,12% em solucédo é um anti-séptico bucal quimico, com acéo antiflngica
e bactericida, capaz de eliminar tanto bactérias gram-positivas quanto gram-negativas, muito
utilizado nessa concentragdo em tratamentos periodontais em odontologia apds raspagem
periodontal para inativagdo microbiana bucal e considerado como padrdo ouro em terapia
antimicrobial periodontal.3"*® A clorexidina apresenta efeitos colaterais como mudanca de
paladar e coloracdo dental apds uso continuo o que motiva no presente momento novas
pesquisas na busca por um antimicrobiano bucal tdo eficaz e alternativo em odontologia,
semelhante ao encontrado com a aplicacdo de TFDA neste experimento.®°

No experimento in vitro, observou-se que ocorre de fato efeito da TFDA no biofilme
formado por S mutans. Pode-se observar também que somente luz ndo causa modificacdo na
taxa de sobrevivéncia bacteriana, a TFDA modifica este quadro promovendo decréscimo de
quase duas unidades logaritmicas de UFC/mL. Aplicacdo sozinha de luz sobre o biofilme
formado em superficie metalica neste estudo chega a promover pequeno estimulo de
crescimento microbial, provavelmente devido a leve bioestimulacdo levando a alteracdo de
temperatura e facilidade de transporte de nutrientes neste meio. Este efeito, no entanto é
considerado insignificante no sentido de promover qualquer aplicagédo de luz no intervalo
visivel em técnicas de controle microbial. A diminuicdo de quase duas unidades logaritmicas
com TFDA neste estudo € marginal no uso como técnica para elimina¢do ou diminuicdo
microbiana. Esta acdo marginal da TFDA ocorre em razdo que os biofilmes sdo estruturados de
maneira que tornam dificil a conjugacdo junto aos micro-organismos dos ingredientes
necessarios a TFDA. A baixa penetrabilidade do FS, pouca difusdo de oxigénio e barreira
natural a penetracdo da luz, torna pouco eficiente a acdo da TFDA quando comparado com
equivalentes trabalhos experimentais planctonicos.

De maneira geral, uma diminuicao de 3 a 4 unidades em escala logaritmicas em variacao
sdo observadas quando comparamos reducdo microbial nos estudos realizados em micro-
organismos presentes em biofilmes e em solucédo (estado plancténico). Portanto, para tornar a
acdo da TFDA mais eficiente, torna-se necessario adicionar efeitos extras que permitam
possibilitar aumento da eficiéncia da mesma. Varios elementos poderiam auxiliar na quebra ou
diminuicdo das barreiras oferecidas pelo biofilme dental a acdo da TFDA, tal como, efeito

mecanico com uso de ultrassom que permitiria melhoria desta eficiéncia realizado em terapias
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periodontais.®* Uma outra possibilidade, é o uso de adi¢des quimicas, que ndo causam danos
aos tecidos bucais, que permitam agir potencializando o efeito da TFDA. Os surfactantes séo
substancias de amplo uso comercial em bochechos antimicrobianos bucais e por este motivo
foram escolhidos como possivel coadjuvante na acdo da TFDA em biofilme dental. Os
surfactantes mostram um aumento potencial da TFDA na inativagdo microbiana bucal
suscitando a hipotese que o efeito do surfactante ocorra devido a formacao de canais i6nicos
nas membranas bacterianas o que permitem a passagem de solutos através desta, resultando no
aumento da permeabilidade destas membranas permitindo que as moléculas de FS atinja as
organelas intra-celulares bacterianas e quando combinado a irradiagdo com luz ocorre oxidagéo
das estruturas celulares microbianas e promovem a sua morte.'*

No estudo in vitro, pode-se observar que o grupo tratado apenas com surfactante
apresenta descontaminacdo equivalente ao resultado mostrado quando é realizado TFDA
apenas. Porém, a acdo combinada do surfactante com TFDA supera as suas a¢oes individuais,
mostrando-se portanto um agente vidvel para potencializacdo da TFDA contra micro-
organismos presentes em biofilme dental. Este efeito ndo € apenas aditivo, mas sim sinérgico,
ocorre acdo do surfactante auxiliando a diminuicdo de barreiras naturalmente encontradas pela
TFDA. Os surfactantes podem agir ndo s6 nas membranas microbianas, mais também nas
moléculas de FS e alteracdo do biofilme. Nas moléculas, pode ocorrer blindagem molecular
evitando a formacéo de aglomerados moleculares, facilitando desta forma a penetracdo do FS
no biofilme. Os surfactantes podem também permitir mais eficiéncia na transferéncia de
energia para o0 oxigénio na producdo de EROs.

Os resultados obtidos com a conjugacéo de surfactante e TFDA no estudo in vitro mostra
diminuicdo de aproximadamente 6 unidades em escala logaritmica em UFC validando a grande
potencialidade do uso de TFDA contra S mutans em biofilme dental, tirando da regido marginal
a acdo isolada da TFDA. O aumento consideravel do rendimento com o uso conjugado da
TFDA mais o surfactante, torna a técnica viavel para esta finalidade. Baseado nos resultados
deste experimento in vitro obtivemos subsidios para realizacdo dos ensaios clinicos com
cuidados na extrapolacdo desses resultados. Apesar dos ensaios in vitro funcionarem como um
guia, eles ndo podem ser diretamente extrapolados para a ag&o clinica.

Os resultados do experimento in vivo foram obtidos usando como base para utilizacéo a
dose de aplicacdo de luz, concentracdo de FS e surfactante de maneira semelhante aos ensaios

in vitro. A acdo da TFDA sozinha ou combinada com surfactante no estudo in vivo ndo alcanga
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a eficiéncia obtida no caso in vitro. A presenca de novos fatores, tais como, constante fluxo
salivar que pode impedir a fixacdo do FS nos micro-organismos presentes em biofilme nas
superficies dental e metalica do aparelho ortoddntico. Outros efeitos adversos sdo esperados e
também podem agir de maneira negativa para eficiéncia da acdo da TFDA no meio intra-bucal.
Nossa hipotese, € que estes efeitos sejam fatores preponderantes na diminui¢do de 1 unidade
em escala logaritmica da a¢do da TFDA do estudo in vitro para o experimento in vivo. Os
resultados, mostram que 0 uso conjugado de TFDA mais surfactante mostraram diferencas
significativas quando comparadas com o uso individual de cada um deste agentes no estudo in
vitro e in vivo. No estudo in vivo se obteve menos de 1 unidade na escala logaritmica de
diminuigdo com a aplicagdo de TFDA mais surfactante, quase insignificante com o resultado
de diminuicdo em 5,6 unidade na escala logaritmica observado no experimento in vitro. Isto,
no entanto, ndo deve ser alarmante ja que, mesmo 0 uso de substdncias antimicrobianas
consideradas padrdo ouro em descontaminacdo bucal, como a clorexidina, apresentaram
reducdo microbiana em escala logaritmica menor que 1 unidade em escala logaritmica e sem
diferenca estatistica significante do resultado obtido com TFDA mais surfactante no estudo in
vivo. Estes resultados demonstram que a TFDA amplificada (com surfactante) pode ser uma
alternativa segura para controle microbiano bucal durante tratamento ortodéntico.

Os efeitos antimicrobiais da TFDA amplificada podem ser usados em concomitancia
com as terapias tradicionais de controle de biofilme dental ndo s6 em individuos ortodénticos
que apresentam dificuldade em higiene bucal mais também em individuos em ambientes
hospitalares ou especiais que também apresentam limitacdo em realizar uma adequada
higienizacéo da cavidade bucal.

Além disso, a acdo da TFDA amplificada usando Curcumina é totalmente localizada,
sem efeito em caso de ingestdo excessiva do FS e sua elimina¢do ndo causa risco ao meio
ambiente por ser biodegradavel. Sabe-se no entanto que o potencial da TFDA pode ser muito
maior que aqui demonstrado, significando que mais estudos com introducdo de novos fatores
que permitam minimizar barreiras existentes podem promover um consideravel avango da
TFDA para superar em muito a acdo da clorexidina que certamente ja atingiu seu potencial
maximo e possui também efeitos colaterais terapéuticos indesejaveis. A possibilidade de

melhoria da técnica torna motivadora a continuidade de trabalhos nesta linha de pesquisa.
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11 CONCLUSAO

Concluindo, a TFDA utilizando curcumina e irradiacdo com LED azul, quando aplicada
na superficie metalica de acessorios ortodonticos para inativacdo de S. mutans provou reduzir
a populacdo destes micro-organismos nos experimentos in vivo e in vitro. Os melhores
resultados para inativagdo de S. mutans nos experimentos in vivo e in vitro foram obtidos com
a associacdo de luz e curcumina diluida em surfactante (TFDS), exceto quando comparado a
terapia com clorexidina a 0,12% no estudo in vivo. Novos estudos devem investigar os efeitos
de diferentes parametros de irradiacdo com LED, diferentes concentracdes de FS e surfactante

para melhorar a eficacia da TFDA como antimicrobiano bucal.
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INTRODUCAO
Com a utilizacdo de uma caneta contendo um led, com poténcia inferior a 13mW,

observou-se que era necessario um tempo muito alto para realizacdo da descontaminacao
bucal. Com isso se deu a necessidade do desenvolvimento de um novo protdtipo que
apresentasse uma poténcia superior a 13mW, diminuindo portanto o tempo da utilizacéo
do equipamento na descontaminacéo bucal.

OBJETIVO
Desenvolver uma caneta (Figura 1) que apresente uma poténcia acima de 13 mW com

0 led rebel de 450nm (pedido de patente RUSP n° 2014.1.242.76.0).

Figura 1 - Imagem da caneta 5 leds (A = 450 nm)
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CONSIDERACOES

A medida de poténcia e intensidade que chega a boca é estimada baseando-se na medida
de poténcia com o Power meter.

RESULTADOS
AVALIACAO DO COMPRIMENTO DE ONDA

A Avaliagdo do comprimento de onda foi realizada com espectrometro de fibra, modelo
USB2000 fabricado pela Ocean Optics. Conforme Figura 2 o comprimento de onda é de
451nm.
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Figura 11 - Medida do comprimento de onda

AVALIACAO DA POTENCIA OTICA

A avaliagdo da poténcia foi realizada com Power Meter, modelo LabMax_TOP

fabricado pela Coherent, e 0 sensor LM-10HTD, que mede comprimento de onda de 266nm

até 10600um, com area de 2,83 cm2. O erro estimado para estas medidas é de + 10%.

A w0 np e

Os seguintes passos foram adotados para realizar a medida de poténcia:

Com o Power Meter ligado, ajustou-se o comprimento de onda para 450 nm;

A caneta 5 leds foi encostada no sensor LM-10HTD;

Apos encostada a caneta, offset do Power Meter foi zerado;

Ligou-se a caneta e verificou a poténcia de 3W em contato com o medidor ( Figura 3).
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Figura 12 - Medida de poténcia com a caneta encostada no sensor

AVALIACAO DE INTENCIDADE LUMINOSA NA BOCA

A intensidade de iluminacéo da boca foi obtida dividindo-se a poténcia obtida pelo Power
Meter pela area da semi esfera da boca. Considerando o raio da boca em 2 cm e a area da boca
como uma meia esfera, obtivemos a area de 25,133 cm?2. Realizando o calculo da intensidade
(P/A) obtivemos a intensidade de luz de 119,36 mw/ cmz2.

AVALIACAO DE TEMPERATURA DISSIPADA DA CANETA

Para verificar a temperatura dissipada pela caneta foi utilizado o multimetro FLUKE
modelo 289 e um termopar.

O termopar foi encostado na caneta e ap6s 3 minutos verificou-se a temperatura de 40°C
(Figura 4). Esta temperatura ndo leva a queimaduras na mucosa da boca. Esta medida de
temperatura foi realizada para avaliar se a temperatura do equipamento poderia elevar-se muito
a ponto de queimar a mucosa.
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Figura 13 - Temperatura dissipada da caneta

AVALIACAO DE TEMPERATURA NA BOCA

A caneta foi ligada dentro da boca (Figura 5), ap6s 3 minutos ela foi retirada para verificar
a temperatura dentro da boca (Figura 6).

Fgura 14 - Caneta Iigada dentro da boca
Apobs a retirada da caneta da boca verificou-se a temperatura interna dessa. Para
realizacdo da medida de temperatura interna da boca foi utilizado o termémetro infravermelho

da INSTRUTHERM modelo T1-870 que obteve a temperatura interna da boca de 37°C.
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. )
Figura 15 Medida de temperatura interna da boca

Considerando a temperatura corporea de 32 a 36°C verificou-se que ndo ocorreu um
aumento da temperatura. Aumentos acima de 5° C levam a prejuizos nas estruturas dos dentes
(necrose).

5. CONCLUSAO

O protédtipo desenvolvido apresentou-se elevada intensidade considerando a area da
boca de 25,133 cm? e ndo apresentou aumento de temperatura relevante sendo considerado
portanto seguro.

Quanto a sua efetividade na descontaminacdo bucal acreditamos que conseguiremos
uma diminuicao na quantidade de bactérias visto que a intensidade de iluminagdo aumentou em

torno de 230 vezes na area da boca.
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1. OBJETIVO

Avaliar a intensidade luminosa em um equipamento de descontaminacgdo bucal que
possui comprimento de onda no 450nm.
2. CONSIDERACOES

A medida de poténcia e intensidade é estimada baseando-se medida de poténcia com o
Power meter.
3. RESULTADOS

A avaliacdo da poténcia foi realizada com Power meter, modelo LabMax_TOP

fabricado pela Coherent, e 0 sensor LM2-V1S, que mede até 50mW e comprimento de onda
de 400nm até 1064nm, com é&rea de 0,49 cm?. O erro estimado para estas medidas é de +
10%.

Os seguintes passos foram adotados para realizar a medida de poténcia:

1. Power meter ajustado para o comprimento de onda de 450 nm e o offset zerado.
2. O sensor LM2-VIS foi colocado de frente a superficie e foi realizado uma

varredura acompanhando a geometria do objeto medido e gerado um gréafico

dessa varredura.

"y

Podemos observar no grafico abaixo a varia¢do da intensidade luminosa conforme

varremos a superficie.
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Analisando o grafico observamos uma intensidade um pouco baixa nas duas
extremidades e aumentando relativamente no centro obtendo uma média de
poténcia/intensidade luminosa de 16,77mW / 33,54mW/cm2,
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APENDICE C

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa sobre redugdo de microorganismos na
cavidade bucal. A sua participacdo nao € obrigatoria e a qualquer momento vocé podera desistir de
participar e retirar o seu consentimento. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relacdo com o
pesquisador ou com a instituicao.

Quanto ao projeto de pesquisa:

O objetivo geral é a redugdo de microorganismos da cavidade bucal através da terapia
fotodinamica(TFD) em individuos portadores de aparelhos ortodonticos. Este projeto justifica-se pelo
fato de procurar desenvolver meios que facilitem a descontaminagdo bucal com uma terapia
antimicrobiana mais eficaz quea as disponiveis no mercado e sem que haja a necessidade do uso de
medicamentos sistémicos, tais como antibidticos, com os quais a resisténcia microbiana a estes ¢ uma
realidade. Obtendo-se assim, uma terapia alternativa e eficaz para descontaminagdo bucal durante
tratamento ortodontico.

Nao sera utilizado nenhum procedimento invasivo. O tratamento consiste de um bochecho com
solugdo manipulada contendo um agente fotossensibilizador (FS), Curcumina ou combinado com um
agente surfactante, SDS. Logo em seguida, sera aplicada a luz LED (diodo emissor de luz), de
comprimento de onda adequado para ativar o FS, durante 3 minutos, de forma que o individuo colocara
a ponta do dispositivo de luz na cavidade bucal e mantera a boca fechada nesse tempo. Para avaliar a
contagem de microorganismos sera necessario coletar a saliva do individuo em trés momentos: antes da
iluminagdo, imediatamente apos a iluminacdo e 24 horas ap6s a iluminagdo. A terapia acima descrita
néo oferece risco ao individuo por utilizar medicamentos ja utilizados em pesquisas anteriores nas quais
ndo causaram danos ao individuo. Porém, reagdes inesperadas podem acontecer devido & resposta
particular do individuo ao medicamento, ou mesmo, quando administrada em concomitancia com outras
drogas. Diante destes riscos, pede-se ao individuo ndo ingerir nenhuma outra medicagdo 12 horas antes
da aplicacéo da TFD.

Os beneficios esperados estdo relacionados a descontaminacdo bucal pelo uso de uma técnica
eficaz e segura, uma vez que praticamente ndo ha efeito colateral quando usado os protocolos adequados
e nao promove resisténcia microbiana (como os antibidticos), além de se apresentar mais vidvel
economicamente.

O fotossensibilizador que sera utilizado no presente estudo, a Curcumina, apresentam
coloragdo acastanhada em todas as concentragdes porém, em testes ja previamente realizados em
tecidos duros dentais, demonstrou-se que ndo ha manchamento dos dentes e de restauracdes
estéticas. Desta forma, em caso de pigmentacdo nessas estruturas, tal fendmeno € superficial
sendo eliminado apos escovacdo dental em poucas horas seguinte a terapia fotodinamica.

A Curcumina (produto presente em temperos alimenticios) sera inicialmente manipulada
em etanol absoluto, porém em concentragdes semelhantes aos enxaguatorios bucais
comercialmente utilizados, ndo proporcionando riscos quanto a sensibilidade da mucosa bucal.
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As fontes de luz utilizadas apresentam intensidade que podem causar danos oculares. Para
evitar a exposi¢ado direta a luz, o individuo e operador utilizardo 6culos de seguranca apropriados
a cada fonte de luz.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos 0
sigilo sobre a sua participagdo. Assim, os resultados dos exames néo serdo divulgados de forma
a possibilitar sua identificacéo.

Nao poderdo participar desta terapia: portadores de doengas sistémicas ndo-controladas; aqueles
que fizeram tratamento sist€émico com antibidticos nos ultimos 3 meses; ¢ aqueles que fazem uso
continuo de algum tipo de colutdrio/ bochecho. Portanto, apresentando qualquer um dos itens acima o
pesquisador devera ser informado.

Se vocé tiver alguma duavida, podera requisitar dos pesquisadores esclarecimentos ao longo de
toda a pesquisa.

As despesas com o tratamento serdo arcadas pela pesquisa, sendo assim a terapia sera oferecida
gratuitamente. E ainda, ndo esta previsto ressarcimento de despesas outras.

Caso haja qualquer problema durante a participa¢do do individuo na pesquisa, 0 mesmo podera
contatar o pesquisador responsavel, Dr. Vitor H. Panhoca, pelo telefone (16) 33739810 ramal 222.

Vocé recebera uma copia (via) deste termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e a sua participagdo, agora ou a qualquer momento.

Vitor Hugo Panhdca (Doutorando sob supervisdo do Prof. Dr.Vanderlei Bagnato)
Av. Trabalhador Saocarlense, 400 - Centro 13560-970 - Sdao Carlos, SP
Telefone: (16) 33739810-Ramal: 222

Declaro que entendi os objetivos, riscos ¢ beneficios de minha participagdo na pesquisa € concordo em
participar. O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Ministério da Saude, Conselho
Nacional de Saude, Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) em Brasilia e pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar que funciona na Pro-Reitoria de P6s-Graduagio e
Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Carlos, localizada na Rodovia Washington Luiz, Km. 235 -
Caixa Postal 676 - CEP 13.565-905 - Sao Carlos - SP Brasil. Fone (16) 3351-8110. Enderego eletronico:
cephumanos@power.ufscar.br

Sao Carlos, SP, de de

Assinatura

Nome do Sujeito da Pesquisa:
Endereco: Fone:
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does pontos de visla clentBco e social.

Conalderagies sobre o0& Termos de apressniagao obrigaiona:
Apresenta a foiha de metn preenchida e assinada e o TCLE.
Recomendagiee:

Widie comciusles.

Conciusdies ou Pendénclas & Lista de Inadequagies:

Projein apmvado.

SiEuagio oo Parecsr:

Apmvaco

Macsesita Apreciagio da COMEP:
Mo

Erdmregn:  WASHIMGT O LULE KM 335
Balrro: JARDM GUAMARSRA CEP: 13S8Sgas

uF: 5P Munksiplo: 560 CARLOS

LL L HE RS LA i E-mal: oeshumenosubsr b
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
S5AD CARLOS/UFSCAR

Consideragies Finals a critério do CEP:

SAD CARLODS, 29 de Abrl de 2013

e ™™

Asainador por:
Maria Izabel Rulz Bereita
| Coondenador
Erdaregn: WASHINGTON LUILE Kid 235
Balrin: JARDHM GUAMARARA CEF: 13584t

UF: &P Munlsipha: SAD CARLOE

Tabuform: | nagias ) -pes E-mal: cashumenosiubecer b
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