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RESUMO

Em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), as infeccdes respiratdrias podem variar entre 20 a
40% de incidéncia e a mortalidade pode chegar a 80% dos infectados. A Pneumonia
Associada a Ventilacdo Mecanica (PAVM) representa uma das principais infeccdes do ambito
hospitalar, comum aos pacientes em UTI com o agravante da higiene bucal geralmente
deficiente, propiciando destarte a formacdo de um biofilme bucal com prevaléncia de
microrganismos patogénicos, especialmente os respiratorios. A Terapia Fotodindmica (TFD) é
utilizada como antimicrobiano tdépico, a qual consiste no uso de um fotossensibilizador que se
liga a uma célula alvo, ativando-se por intermédio de uma luz visivel, geralmente do tipo laser
de baixa intensidade ou diodo emissor de luz (LED). Sendo assim, o presente trabalho
avaliou o efeito antimicrobiano da TFD, utilizando como fotossensibilizador uma solucéo de
Curcumina a 10% e como fonte de luz um LED de cor azul, observando-se a prevaléncia de
microrganismos envolvidos na PAVM, por meio de um estudo piloto. Definiu-se a
participacdo de pacientes internados em UTIs de um hospital em Aracaju-SE, com o periodo
minimo de utilizacdo da ventilacdo mecanica (VM) por 48 horas, selecionados por demanda
espontanea de outubro a dezembro de 2016 e que atendessem aos critérios determinados, para
tal, dois pacientes foram selecionados e tratados com solucéo de Clorexidina 0,12%, seguindo
o protocolo de desinfeccdo adotado pela instituicdo realizadora. Um paciente foi
adicionalmente tratado com TFD, e, 0 segundo paciente serviu de controle, sem TFD.
Realizaram-se coletas esfoliativas na regido posterior do dorso lingual, bem como na
superficie externa do tubo endotraqueal. Em relacdo aos periodos de recolhimento das
amostras, determinou-se nove tempos de coleta para o grupo TFD e seis para 0 grupo
CONTROLE. Ressalta-se que os critérios de avaliacdo foram semelhantes para ambos 0s
grupos. Constatou-se nesse estudo preliminar que a capacidade de descontaminacdo da
cavidade oral com clorexidina a 0,12% associada ao uso da terapia fotodindmica foi eficiente
como antimicrobiano tépico frente as bactérias envolvidas na PAVM.

Descritores: Curcumina. Terapia Fotodindmica. Ventilacdo Mecénica.
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ABSTRACT

In Intensive Care Units (ICUs), respiratory infections can range from 20 to 40% and mortality
can reach 80% of those infected. Ventilator-Associated Pneumonia (VAP) is one of the main
hospital acquired infection common to patients in the ICU with generally poor oral hygiene,
providing the formation of oral biofilm with a prevalence of pathogenic microorganisms,
especially respiratory ones. Photodynamic Therapy (PDT) is used as topical antimicrobial,
which consists in using a photosensitizer that binds to the target cell and is activated by
visible light, generally a low intensity laser or light emitting diode (LED). Therefore, the
present study aims to evaluate the antimicrobial effect of PDT, using Curcumin solution of
10% as photosensitizer and a blue LED, observing the prevalence of microorganisms involved
in VAP by means of a pilot study. It was established the participation of patients hospitalized
in ICUs of a hospital in Aracaju-SE, with the a minimum period of 48 hours in mechanical
ventilation, selected by spontaneous demand from October to December of 2016 and meeting
the defined criteria, to this end, two patients were selected and treated with a 0.12%
Chlorhexidine solution, following the disinfection protocol adopted by the institution. One
patient was further treated with PDT, and the second patient served as control, without PDT.
Exfoliative collections were made on the posterior region of the lingual dorsum, and on the
external surface of the endotracheal tube. Regarding the collection periods for the samples, it
was determined nine collection times for the PDT group and six for the CONTROL group. It
should be emphasized that the evaluation criteria were similar for both groups. In this
preliminary study it was verified the decontamination capacity of the oral cavity with the use
of PDT, as well as its antimicrobial action against bacteria involved in VAP.

Keywo rds:Curcumin. Photodynamic Therapy. Mechanical ventilation.
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1. INTRODUCAO

Em unidades de terapia intensiva (UTI), a pneumonia associada a ventilacdo
mecanica (PAVM) é a principal infeccdo nosocomial, responsdvel por altas taxas de
morbidade, mortalidade, prolongamento do periodo de internamento e consequentemente
aumento expressivo dos custos hospitalares. Seu estabelecimento se da mais comumente pela
aspiracdo do contetudo presente na boca e faringe. Uma vez que a microflora oral abriga
patdégenos envolvidos na PAVM, a aspiracdo dessas bactérias pode causar infeccdo
respiratéria a distancia. Considerando-se que cada milimetro cubico de biofilme dental
contém cerca de 100 milhdes de microrganismos, a aspiracdo de uma aliquota deste valor por
pacientes submetidos a assisténcia ventilatoria mecanica (AVM) serve como reservatorio de
patogeno em potencial. (CRUZ et al., 2014; PASETTI, LEAO e ARAKI, 2013; BARBOSA et
al., 2010; ARAUJO, VINAGRE e SAMPAIO, 2009).

A pneumonia nosocomial (PN) ou hospitalar é uma infec¢do do trato respiratério
baixo, diagnosticada 48 horas ap0s a internacdo do paciente, representando a primeira maior
taxa de infeccdo em unidades de terapia intensiva, com indices que variam entre 10 a 15%.
Observa-se também que 20 a 50% destes pacientes evoluem ao ébito. Nas UTIs estas taxas
saltam de 20 a 40% de incidéncia, com a mortalidade podendo chegar até a 80% dos
infectados. O percentual de mortes que poderiam ser evitadas pela auséncia da infeccdo
representa cerca de 33% a 50% dos casos. Ademais, 0 risco de desenvolvimento da PN
aumenta significativamente quando o paciente evolue para ventilagdo mecanica, elevando o
tempo de hospitalizacdo, de 7 a 10 dias em média, assim como o risco potencial de
instauracdo da PAVM. Esta representa um incremento significativo nos custos hospitalares,
em média R$ 10 a R$ 15 mil reais por caso de PAVM, e, por fim, um nimero expressivo de
obitos. (CRUZ et al., 2014; PASETTI, LEAO e ARAKI, 2013; BARBOSA et al., 2010;
BERALDO e ANDRADE, 2008).

A terapia fotodindmica (PDT, acrénimo de Photodynamic Therapy) foi
primeiramente desenvolvida para tratamento de lesbes cancerigenas, todavia atualmente se
utiliza a mesma no tratamento de doencas infecciosas de origem bacteriana com exelentes

resultados. Segundo Perussi et al. (2007), o mecanismo de agdo da TFD consiste em gerar
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dano seletivo as células. Esta técnica induz a citotoxidade celular, associando a luz a
substancias fotossensiveis na presencga de oxigénio. Para Henderson e Dougherth (1992), esta
acao gera espécies reativas de oxigénio, entre elas 0 oxigénio singleto, que induz a morte de
microrganismos no meio bucal. A curcumina é um fotossensibilizador empregado para
realizacio da TFD antibacteriana, demonstrando excelentes resultados (ARAUJO et al., 2012;
DOVIGO et al., 2011; ANDRADE et al., 2013). De acordo com Aradujo et al. (2012), a TFD
tem demonstrado eficiéncia na reducdo dos microrganismos patogénicos na cavidade bucal,

prevenindo e evitando doencas odontoldgicas até entdo tratadas de maneira convencional.

Devido ao nimero limitado de leitos hospitalares no Brasil, atividades que visem
a reducdo do tempo de internamento e consequentemente acelerem a disponibilidade de leitos
devem ser consideradas relevantes. Gerando, assim, subsidios para a atenuacao desta infeccédo
hospitalar, consequentemente reduzindo a morbi-mortalidade e o tempo de internamento a ela
relacionado. O que significa ndo somente um melhor prognostico aos pacientes que desses
leitos necessitam, como também um menor custo por internamento. Os resultados obtidos,
portanto, poderdo ser revertidos em beneficios para a populacdo em estudo. Diante disso, este
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antimicrobiano da TFD com LED azul e
Curcumina a 10% como fotossensibilizador, frente aos microrganismos na cavidade bucal de

pacientes sob ventilagdo mecénica.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PNEUMONIA ASSOCIADA A VENTILACAO MECANICA

O ambiente hospitalar é ricamente colonizado por patégenos que podem ser
transmitidos por via enddgena, causando infeccGes respiratorias, sobretudo a pneumonia que
acomete especialmente pacientes em ventilagdo mecénica (BARBOSA et al., 2010). A
pneumonia associada a ventilagdo mecanica (PAVM) é a infec¢do nosocomial pulmonar que
ocorre de 48 a 72 horas apds a intubacdo endotraqueal e inicio da ventilagio mecéanica
invasiva. A ventilacdo mecanica se da por intermédio de uma protese, a qual € introduzida na
via aérea, podendo ser um tubo orotraqueal, nasotraqueal, ou ainda uma canula de
traqueostomia. (ARAUJO et al., 2012).

A aspiracdo de microrganismos presentes na orofaringe representa 0 meio mais
comum de infecgéo, ressaltando a relevancia da microbiota bucal na etiologia das infec¢des
pulmonares. Quando se refere a individuos em unidades de terapia intensiva submetidos a
assisténcia ventilatéria mecanica, os mecanismos de defesa do trato respiratério como o
reflexo de tosse, a capacidade de expectoracdo e as barreiras imunoldgicas estdo

comprometidas pela condicdo clinica. (BARBOSA et al., 2010).

A PAVM ¢é descrita como precoce quando ocorre até o quarto dia, ja dita tardia
quando acontece ap0s o quinto dia de intubacdo associada a ventilagdo, figurando como a
principal infecgdo nosocomial em pacientes em assisténcia ventilatoria mecénica (BERALDO
e ANDRADE, 2008). A suspeita clinica da presenga de PAVM se da em funcdo do
aparecimento de um novo infiltrado pulmonar ou a progressdo de um infiltrado prévio na
radiografia de torax, associado a presenca de sinais clinicos e alteracdes laboratoriais, como
febre, leucocitose, leucopenia e secre¢do purulenta (CARVALHO, 2006). Segundo Carvalho
(2006) e Carmo et al. (2006), a PAVM ¢é uma infecgdo grave, que ocorre em funcdo de

diferentes fatores. Dentre eles, 0 mais relevante diz respeito a aspiracdo de secrecfes para o
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trato respiratdrio inferior, podendo variar dependendo da populagdo estudada, do hospital e do
tipo de unidade de terapia intensiva (UTI).

Quando os pacientes sdo submetidos a VM, os mecanismos de defesa do
pulmao estdo alterados e, na maioria das vezes, diminuidos. Ha também a perda da protecédo
das vias aéreas superiores em pacientes intubados, ocasionando disturbios na fisiologia
respiratoria normal durante a VM, que incluem desde a hipersecrecdo pulmonar até um
aumento da frequéncia das infeccdes respiratorias, levando a um alto indice de
morbimortalidade. Contudo, alguns fatores de riscos podem propiciar ambientes mais
favoréveis para desenvolvimento da PAVM como a microbiota da propria UTI e a higiene
bucal inadequada do acamado, tornando o biofilme um reservatorio de patégenos que podem
agravar o processo infeccioso, bem como causar infeccdes a distancia pela aspiracdo do
contetdo da orofaringe. (ROCHA et al., 2008; CARVALHO et al., 2006; BARBOSA et al.,
2010).

Algumas condutas visando a reducdo profilatica dessa microbiota tém sido
documentadas como a aplicacdo de antibioticos topicos ndo absorviveis para reducéo de tal
organizacao bacteriana, ndo obstante 0 uso continuo de antibioticos profilaticos aumenta o
risco da inducéo e selecdo de microrganismos resistentes (BERALDO e ANDRADE, 2008).
Com o aumento da resisténcia bacteriana, terapias alternativas para desinfeccdo oral sdo de
grande interesse (ANDRADE et al., 2013). Sendo esta uma patologia que requer atencdo
especial em ambiente hospitalar, 0 conhecimento dos agentes microbianos mais frequentes
nas UTlIs favorece a prescricdo especifica e rapida das medicacGes antimicrobianas, assim que
ha a suspeita da PAVM, o que garante uma maior possibilidade de sobrevida ao paciente.
(CARMO et al., 2006; MORAIS et al., 2006).
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2.2 ODONTOLOGIA HOSPITALAR

A odontologia hospitalar consiste na atuagdo profissional que visa a realizacdo de
cuidados e procedimentos clinicos em ambito hospitalar, quer seja no paciente internado, em
ambulatorio ou home care. A odontologia hospitalar tem por objetivo proporcionar a tais
pacientes, a melhora do quadro sistémico, através da avaliacdo, diagnostico, promogédo e
prevencio de agravos da salde bucal. (PASETTI, LEAO e ARAKI, 2013; SANTOS, et al.
2009).

A integracdo da Odontologia no universo hospitalar visa a atencdo
multiprofissional do paciente, favorecendo melhores prognoésticos, diminuindo o tempo de
recuperacdo e de permanéncia no leito. Além do projeto de lei n® 2.776\2008, em tramitacéo
no senado federal, o trabalho desenvolvido pela Associacdo de Medicina Intensiva Brasileira
(AMIB) fortaleceu a odontologia para que fosse inserida na Resolucdo Delegada Colegiada
(RDC) n° 7, de 2010, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no que diz
respeito aos requisitos minimos para o adequado funcionamento da UTI. A partir de entdo, a
Odontologia foi devidamente incorporada aos cuidados intensivos, tendo esta resolugdo sua
efetividade plena em 2013. (MORAIS; SILVA, 2015).

Os pacientes portadores de afeccOes sistémicas e hospitalizados se encontram por
vezes dependentes de cuidados, impedindo que mantenham uma higienizacgéo bucal adequada.
Estes pacientes necessitam de profissionais para fazer essa higiene. A condicdo de higiene
bucal deficiente desencadeia uma série de doencgas orais, tais como: a xerostomia, periodontite
e gengivite, potencializando focos de infec¢Bes que propiciam maior risco de complicacGes
locais e sistémicas. Nessa circunstancia faz-se imprescindivel a intervencdo de um cirurgido
dentista para a eficaz higienizacdo bucal e contencdo focal de infec¢bes. Entretanto, mesmo
com estudos comprovando que os cuidados com a higiene bucal em pacientes em UTI sdo
imprescindiveis, a pratica ainda é escassa nestas unidades. (CRUZ, MORAIS, TREVISANI,
2014; MORAIS et al., 2006).
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2.3 TERAPIA FOTODINAMICA

O conceito da Terapia Fotodindmica foi introduzido por Oscar Raab em 1900,
mas a era moderna da TFD iniciou-se na década de 60 com os estudos de Lipson, Baldes e
Olsen (1964), que observaram fluorescéncia em lesbes neoplasicas induzida por injecdo de
hematoporfirina em estado natural, com consequente melhor observacao das lesGes durante as
cirurgias. Desde entdo, muitos estudos tém sido realizados para entender a eficacia e os
mecanismos desses processos. (KURACHI, MORIYAMA e BAGNATO, 2010).

A TFD é considerada um método minimamente invasivo para o tratamento de
doencas infecciosas sem apresentar efeitos colaterais (CARMELLO et.al, 2015; LEITE, et.
Al, 2014). De acordo com INADA, (2012), a terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade
terapéutica que combina o uso de luz, oxigénio (O2) e compostos fotossensiveis para causar
morte as células alvo. Esta pode ser considerada uma importante alternativa aos métodos
tradicionais de terapia antimicrobiana. A luz azul (405-470 nm) tem efeito antimicrobiano
intrinseco, sugerindo, mesmo na auséncia de substancia fotossensivel, desinfeccdo em meio
bucal. Contudo, quando acrescido do fotossensibilizador, por exemplo, a Curcumina, a
atividade antimicrobiana € potencializada pelos efeitos antioxidante, anti-inflamatdrio,
antibacteriano, e antifungico da mesma. Sendo esta associacdo, portanto, bastante
significativa com objetivo de desinfeccdo. (LEITE et al., 2014; FONTANA et al. 2015 ).

A técnica empreendida consiste no uso de um fotossensibilizador que se liga a
uma célula alvo e é ativado por uma luz visivel, geralmente do tipo laser de baixa intensidade
ou diodo emissor de luz (LED). As moléculas do fotossensibilizador excitadas pela luz
transferem energia para o oxigénio, criando uma forma de oxigénio hiper-reativa e toxica,
denominada de oxigénio singleto, capaz de reagir com sistemas vivos, destruindo-o0s. O
processo fotodindmico requer o uso de um agente fotossensibilizante e fonte de luz com
espectro de absorvancia adequado. (CARMELLO et.al, 2015; LEITE, et. al, 2014).

A TFD torna-se, portanto, um método vidvel de destruicdo bacteriana sem,
todavia, causar resisténcia microbiana, pois diferentemente dos antibioticos que agem em um

alvo especifico, o oxigénio singleto possui caracteristicas de natureza multifuncional e pode
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interagir com diversas estruturas celulares, reduzindo significativamente as chances de
desenvolver resisténcia frente aos protocolos de TFD. Nesses casos usualmente substancias
antibidticas profilaticas sdo utilizadas, porém estes farmacos podem apresentar resultado
indesejado, considerando os possiveis efeitos colaterais e o risco de resisténcia bacteriana.
Diversos estudos em animais e em humanos tém mostrado resultados promissores quanto ao
uso da TFD na eliminacdo de bactérias do biofilme supra e subgengival. Estudos avaliando a
acao bactericida desta técnica, tendo a Curcumina como fotossensibilizador, tém apresentado
bons indicios. (CARVALHO et al., 2011, CARMELLO et.al, 2015; LEITE, et. al, 2014;
NAJAFI, et. al, 2016; SREEEDHA, et al, 2017).

2.3.1 Curcumina

A curcumina, principal corante isolado da Curcuma longa, ha muito é motivo de
estudo devido as suas propriedades medicinais relevantes como sua acdo antimicrobiana.
Estudos demonstram que a curcumina auxilia a imunomodulagdo da resposta inflamatéria do
hospedeiro, podendo atuar tanto na resposta celular quanto humoral do mesmo, auxiliando
assim o processo cicatricial. (ANDRADE et al., 2013; ARAUJO et al., 2012; DOVIGO et al.,
2011; P1ZZO et al., 2010).

A maioria dos estudos avaliando a eficicia da TFD em bactérias orais utilizam
como subtancia fotossensivel o azul de toluidina ou azul de metileno, irradiados por laser no
espectro eletromagnético na cor vermelha. Todavia, nem um dos dois apresenta qualquer
efeito antimicrobiano significativo isoladamente, dependendo sempre da conjugagéo
imprescindivel da fonte de luz para assegurar eficacia bactericida. O gel de curcumina, apesar
de menos usual, apresenta efeito antimicrobiano, o qual é potencializado quando associado a
TFD. (CARMELLDO et.al, 2015; DOVIGO et al., 2011; SREEEDHA, et al, 2017;).

O trabalho de Andrade et al. (2013) que avaliou a agdo antimicrobiana da terapia
fotodindmica com Curcumina, em diferentes periodos de irradiacdo e de contato do

fotossensibilizador com a microbiota bucal demonstrou que o tempo de pré-irradiacdo
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equivalente a 5 minutos da Curcumina em contato com os tecidos, permite uma acao efetiva
para a TFD. Sendo este intervalo de tempo suficiente para interacdo satisfatoria do
fotossensibilizador com os tecidos da cavidade bucal. As propriedades quimicas e bioldgicas
de suas moléeculas na presenca de luz sdo alteradas e potencializadas. Deve-se ressaltar ainda
que sua maxima absor¢do ocorre em comprimentos de onda relativamente baixos (300—
500nm). Sendo assim, a curcumina apresenta pico de absor¢cdo amplo com uma banda de
absorcdo maxima no comprimento de onda 430 nm. (ANDRADE et al. 2013; ARAUJO et al.,
2012; CARMELLO et.al.,DOVIGO et al. 2015; LEITE, et. al, 2014).

FIGURA 1: Estrutura Molecular da Curcumina (TOLEDO, 2013)

A utilizacdo da Curcumina como fotossensibilizador deve ser restrita a aplicacao
topica, sendo de uso ideal em feridas infectadas superficialmente ou em infeccGes orais. 1sso
se deve ao fato do comprimento de onda correspondente a sua fotoativacdo ser também o
mesmo absorvido por biomoléculas, comprometendo, assim, sua penetracdo nos tecidos
adjacentes. Além disso, a Curcumina possui baixa toxicidade no escuro, 0 que é uma
caracteristica esperada de um fotossensibilizador. (CAMPOS, SALLUM e MARQUES, 2013;
HEGGE et al., 2011; LEITE et al., 2014). Carmello et al. (2015) observou que a TFD provoca
danos extensos a0 DNA bacteriano e fungico que nédo foi reparado eficientemente devido a
inibicdo causada pelo Curcumina. Este pode ser o mecanismo principal da atividade

antimicrobiana e antifangica mediada pela TFD com Curcumina.
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O mecanismo de ac¢do antimicrobiano multifuncional da Curcumina associada
a terapia fotodindmica, em contraponto aos antibioticos convencionais que agem em células-
alvo especificas, ocorre através da sintese de tipos hiper-reativos de oxigénio que permitiram
a adequada interacdo com a fonte de luz. Dessa forma, tal fotossensibilizador é passivel de
causar danos a diversas estruturas celulares e ndo somente aos sitios especificos como as
terapéuticas antimicrobianas convencionais, evitando a resisténcia bacteriana. (CAMPOS,
2013).

2.4 CLOREXIDINA

A clorexidina é um antimicrobiano corriqueiramente utilizado na pratica
clinica odontoldgica com intuito de descontaminacdo, bem como profilaxia antimicrobiana.
Esta foi sintetizada nos anos 40 e introduzida no mercado em 1954. Ela se caracteriza por ser
um detergente cationico da classe das bisbiguanidas. Atua contra microorganismos gram
positivos e gram negativos. Seu mecanismo de acdo segue o raciocinio aplicado aos agentes
antimicrobianos especificos, visto que atua através da ligacdo aos sitios celulares
caracteristicos a fim de apresentar acdo antimicrobiana satisfatoria. Assim, em dosagens
elevadas, ela causa precipitacdo e coagulacdo das proteinas citoplasmaticas e morte bacteriana
e, em doses mais baixas, a integridade da membrana celular é alterada, resultando num
extravasamento dos componentes bacterianos de baixo peso molecular. A clorexidina
apresenta um tempo de permanéncia ativa na cavidade bucal, de aproximadamente 12 horas, o
que é explicado pela sua natureza dicationica. (CAMACHO et al., 2016; ZANATA e
ROSING, 2007).
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2.5 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

A Pseudomonas aeruginosa € um patdégeno humano recalcitrante presente no
biofilme, associado a altas taxas de resisténcia a multiplos farmacos antibacterianos. Esta
bactéria pode ser encontrada nos mais variados meios, devido a sua versatilidade catabdlica e
plasticidade genética. Ela é ainda conhecida como oportunista, j& que apresenta grande
potencial de viruléncia em pacientes com infecgdes nosocomiais, podendo agravar o quadro
clinico. Nesse sentido a TFD se apresenta como uma abordagem antimicrobiana alternativa
que explora a capacidade de desinfeccdo através do estresse oxidativo induzido por
fotossensibilizadores exdgenos mediante uma fonte de luz visivel. Esse mecanismo produz
oxigénio reativo por transferéncia de enregia capaz de causar dano as células bacterianas.
(ORLANDI et., al 2015; SETHUPATHY et al., 2016)

2.6 ACINETOBACTER SPP

Acinobacter spp €é uma bactéria patogénica gram-negativa que apresenta
resisténcia microbiana a determinadas drogas. 1sso, porque possui mecanismo de resisténcia
sinérgica, o qual possibilita que esse agente microbiano seja correlacionado com infeccoes
muito persistentes. A resisténcia generalizada aos antibioticos tem levado a uma escassez de
escolhas medicamentosas no tratamento de infec¢Bes por este patdgeno, levando a busca de
novas modalidades terapéuticas. Ademais, a Acinobacter spp figura entre as principais
bactérias envolvidas na pneumonia associada a ventilagdo mecanica. Existem na literatura
atual poucos relatos a respeito do comportamento antimicrobiano da teoria fotodinamica
frente a este microrganismo. Todavia, 0 mecanismo de indugdo da morte celular parece seguir
0 mesmo raciocinio aplicado as demais bactérias. (ARAUJO et al., 2012; RAGAS, et al.,
2010)
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3. OBJETIVO

A proposta deste estudo foi avaliar o efeito antimicrobiano da TFD com LED azul
e Curcumina a 10% como fotossensibilizador, no ndmero global de microrganismos na

cavidade bucal de pacientes sob ventilacdo mecanica, em diferentes tempos de coleta.
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4. METODOLOGIA

Trata-se de um ensaio clinico realizado pelo nudcleo de pés-graduacdo em
Odontologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS) em parceria com a Fundacdo de
Beneficéncia Hospital de Cirurgia (FBHC) sob autorizagédo da diretoria de ensino e pesquisa
da referida instituicdo. O presente estudo foi inserido na linha de pesquisa sobre terapia
fotodindmica coordenada pela Prof* Dr* Maria Amalia Gonzaga Ribeiro, aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Sergipe sob CAE
60933316.9.00005546 (Apéndice A). Desta forma, todos os responsaveis pelo internamento
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) concordando em participar

voluntariamente desta pesquisa.

4.1. AREADE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) pertencente a
Fundacdo de Beneficéncia Hospital de Cirurgia (FBHC), localizado na Avenida
Desembargador Maynard, 174, Bairro Cirurgia, Aracaju-SE. Todos os dados obtidos para a
execucao da pesquisa foram coletados a partir da UTI Geral - FBHC, visando a obtencdo de
microrganismos provenientes e submetidos as mesmas condi¢des fisicas, quimicas e

bioldgicas.

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO
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Foi realizado um estudo randomizado e controlado em pacientes internados sob
ventilacdo mecénica nas unidades de terapia intensiva da Fundagdo de Beneficéncia Hospital
de Cirurgia. Quanto ao fotossensibilizador, optou-se pela solugdo de Curcumina (Glucaminato
de Curcumina) a 10%, (PDT Pharma, Cravinhos, SP, Brasil). No que se refere a fonte de luz,
aplicou-se uma peca de méo de aluminio anodizado de 90g com LED de uso odontoldgico
modelo ECEL 450 — S&o Carlos, SP, Brasil, (Registro ANVISA: 80366400006), aparelho que
emite luz azul na faixa de 465-485 nm (£20nm).

Sendo a energia a quantidade de luz depositada no tecido a ser tratado em J
(Joule), a poténcia, a quantidade de energia por unidade de tempo que é transmitida para o
tecido durante a aplicacdo (J/s) e a irradiancia a relacdo da poténcia pela area de aplicagdo em

W/cmz2, os valores observados para o aparelho citado sdo os seguintes:

EspecificacGes técnicas Valores

Frequéncia LED ECEL 450 50/60 Hz
Intensidade 67 mW/cm2
Fluéncia estimada 20,1 J/cm2

QUADRO 1- Especifica¢des técnicas do LED ECEL 450
FONTE: Manual de instrugdes fotopolimerizador EC450 (LED). Cap2. Ficha técnica.

Para a selecdo das amostras referentes ao estudo piloto, ndo houve determinagéo
especifica da quantidade de pacientes a ser alcangada por se tratar de uma analise preliminar
referente a um perfil de paciente muito restrito. No presente trabalho, portanto, realizaram-se
coletas das amostras atraves de demanda espontanea no periodo de outubro a dezembro de
2016. Estas foram divididas igualmente em dois grupos, grupo TFD e grupo CONTROLE,

analogo ao que ocorrerd com o estudo cientifico propriamente dito a posteriori.
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4.2.1 Critérios de incluséo

Pacientes internados nas UTIs Adulto e Cardiaca da FBHC, que estejam sob

ventilagdo mecanica por mais de 48h.

Autorizacdo do responsavel pelo internamento do paciente, por meio da assinatura

do TCLE para a participacdo no estudo.

4.2.2 Critérios de ndo inclusao

Quando o responsavel pelo internamento ndo autorizar a participacdo no estudo;

Pacientes internados nas UTIs que ndo estiverem sob ventilacdo mecanica;

Pacientes que derem entrada na UTI ja em uso da ventilacdo mecanica;

Pacientes em uso de ventilacdo mecanica com restrices médicas, a exemplo do

pos-operatdrio de algumas cirurgias neuroldgicas e os pacientes em isolamento de contato.

4.2.3 Critérios de exclusao

Pacientes incluidos na pesquisa que vierem a obito durante as fases de aplicacéo e

coleta do material biolégico;
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Quando mudanca na decisdo da participacdo na pesquisa pelo responsavel ou o
préprio paciente, apds melhora do quadro clinico e retorno da consciéncia.

4.2.4 Grupo TFD

No grupo Terapia Fotodindmica, atendendo aos critérios de inclusdo no estudo,
realizou-se pela manhd, as 7 horas, uma primeira coleta de material bioldgico por meio da
técnica esfoliativa utilizando um swab estéril (Swab para Coleta e Transporte com Meio
Amies — Estéril, modelo K41-0101 — OLEN, Brasil.) para recolhimento e armazenamento das
amostras biologicas a cada coleta. Imediatamente ap0s a mesma executou-se uma Unica
aplicacdo topica de 3ml da solucdo de Curcumina a 10%, aspirada do recipiente contendo o
fotossensibilizador por meio de uma seringa de 3ml graduada descartdvel (LUER LOCK
estéril Registro ANVISA: 8002610002), sobre dorso da lingua e superficie externa do tubo
endotraqueal na cavidade bucal, introduzidas na cavidade bucal com auxilio de uma espéatula

de madeira, envolvida por uma gaze estéril.

O tempo de esfregaco nas superficies citadas foi de 30 segundos. A solucéo citada
permaneceu em contato com as superficies da cavidade bucal e superficie do tubo
endotraqueal por mais 5 minutos, aferidos por meio de um crondmetro para o efetivo contato
do fotossensibilizador com a flora destas regides. Entdo, a cavidade bucal foi irradiada com
luz azul, 02 cm da extremidade do aparelho de LED, previamente delimitada através de um
stop acrilico de polimerizacao, acessorio este que acompanha o aparelho.

Tanto o LED quanto o stop foram, portanto, envolvidos por uma camada de filme
de PVC (Easy Pack 30m), o qual foi adequadamente removido, segundo os principios de
biosseguranca bioldgica, a cada aplicacdo e troca de pacientes. Realizou-se tambeém a
desinfeccéo da caneta, ponta e cursor do aparelho a cada troca com Clorexidina 2% aquosa
(Maquira Registro da ANVISA: 80322400005).



27

Inseriu-se o aparelho em cavidade bucal na regido de linha média, apoiando-se
sobre dentes ou rebordo gengival inferior em caso de participantes parcial ou totalmente
edéntulos. Ativado, portanto, por aproximadamente 5 minutos em um Unico ponto de

aplicacdo, o que levou a uma densidade de energia-dose de 20,1 J/cm2.

As coletas e intervengdes seguintes aplicadas ao grupo TFD serdo descritas abaixo

no quadro 2.
TEMPO  COLETA INTERVENCAO

7h 1 Coleta seqguida da TFD

7h 2 Coleta seguida da aplicacdo de Clorexidina 0,12%
7h 3 Coleta

10h 4 Coleta

13h 5 Coleta seqguida da TFD

13h 6 Coleta

16h 7 Coleta

19h 8 Coleta seguida da aplicacdo de Clorexidina 0,12%
19h 9 Coleta

QUADRO 2 — llustracdo metodoldgica do grupo TFD.
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FIGURA 2: Esquema ilustrativo metodoldgico aplicavel ao grupo TFD

4.2.5 Grupo CONTROLE

Neste grupo manteve-se o protocolo de higiene bucal com solucéo de clorexidina
a 0,12% a cada 12 horas, rotina previamente adotada pela instituicdo seguindo as
recomendacfes da AMIB, sem TFD. Realizou-se nesse grupo, coletas do material biolégico
sobre dorso de lingua e superficie externa do tubo endotraqueal com intervalos de trés horas

entre as mesmas, perfazendo um total de 6 coletas.

Sendo a primeira coleta logo antes da desinfeccdo com clorexidina a 0,12% e a
segunda imediatamente ap0s a mesma. As coletas e intervencdes aplicadas ao grupo TFD

serdo descritas abaixo no quadro 3.
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FIGURA 3: Esquema ilustrativo metodoldgico aplicavel ao grupo CONTROLE

TEMPO COLETA ‘ INTERVENCAO
7h 1 Coleta seguida de aplicacédo de Clorexidina 0,12%
7h 2 Coleta
10h 3 Coleta
13h 4 Coleta
16h 5 Coleta
19h 6 Coleta
QUADRO 3 - llustragdo metodoldgica do grupo CONTROLE
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4.2.6 Coleta das amostras

No periodo de outubro a dezembro de 2016, foram selecionados dois pacientes
para o projeto, sendo um do sexo feminino e outro do sexo masculino. Ambos estavam
internados na UTI geral pertencentes a FBHC. Além de preencher os requisitos fundamentais
para insercdo no estudo, os mesmos estavam submetidos a terapéutica antibidtica sistémica
semelhante quanto a dosagem e posologia. Estes foram distribuidos aleatoriamente entre os

grupos avaliados.

As amostras foram coletadas pela técnica esfoliativa por dois examinadores
previamente calibrados. As areas de coleta se restringiram ao dorso posterior da lingua e
superficie externa do tubo orotraqueal em contato com a lingua, utilizando escovas citoldgicas
(SWAB- para Coleta e Transporte com Meio Amies — Estéril, modelo K41-0101 — OLEN,
Brasil- Registro ANVISA: 80884880003).

O material coletado foi imediatamente semeado e armazenado em placas de petri
para cultivo de 90mm. As amostras permaneceram incubadas sob condi¢des microaerofilicas

em estufa a 36° C pelo intervalo de 18 a 24 horas.

Apo6s o intervalo citado, as amostras foram destinadas ao laboratério Salde
Clinicas e Laboratério localizado na Avenida Ayrton Senna, nimero 751, bairro Rosa Elze,
Séo Cristdvao-SE, CEP: 49.100-000, para o processamento até o tempo limite maximo de 24
horas ap0s a coleta. Durante o transporte, o material foi mantido em temperatura controlada
de 20 a 30° C por intermedio de uma caixa téermica. Neste mesmo laboratério foram

realizadas as identificacdes e anélises microbioldgicas.
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4.2.7 Processamento das amostras

As amostras coletadas de cada paciente, armazenadas anteriormente em tubos
estéreis com 1 ml de solucdo salina, foram encaminhadas ao laboratorio da instituicdo
realizadora para processamento imediatamente apos a coleta. Neste, com auxilio de uma al¢a
calibradora de 0,1ml, correspondente a 10% da aliquota coletada, semeou-se o0 percentual
colhido em placas de petri contendo meios de cultura.

Os meios utilizados correspondem ao dagar nutriente e agar Mac Conkey.
Utilizaram-se placas contendo &gar nutriente para analise ndo seletiva dos componentes
bacterianos encontrados em cavidade oral, avaliando de forma generalista a esporulagdo de
bacilos Gram-positivos e permitindo a contagem global destes. O meio agar Mac Conkey
possui cristal violeta que inibe o crescimento de microrganismos Gram positivos
especialmente Enterococos e Estafilococos. Logo, utilizou-se tal meio para avaliacdo da
presenca dos microrganismos especificos como os bacilos Gram negativos Pseudomonas

aeruginosa e Acinobacter spp.

Treze dilui¢Oes sucessivas e seriadas foram realizadas e aliquotas de 25ul de cada
diluicdo semeadas em placas de petri 90 mm x 15 mm descartaveis, estéreis e lisas, material
em poliestireno. Os numeros de unidades formadoras de col6nias (UFC) foram obtidos

através de contagem manual e multiplicados pelo fator de diluicdo 103.

Aplicou-se técnica de repique para identificacdo adequada das coldnias, bem
como testes bioquimicos de identificacdo para andlise fenotipica das bactérias, tais como

prova da lisina, meio citrato, teste da fenilalanina, TSI e RUGAL.

Ap0s essas consideracOes e operagOes matematicas, foi possivel, entdo, relacionar

os resultados.
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FIGURA 4 — Esquema ilustrativo das etapas metodoldgicas executadas no estudo




33

4.3 ANALISE DOS DADOS COLETADOS

Os dados obtidos com o ensaio clinico foram submetidos a analise descritiva por
se tratar de um estudo piloto contemplando apenas um paciente por grupo no periodo de
outubro a dezembro de 2016. Inviabilizando uma possivel analise estatistica das informacoes

colhidas. Os valores verificados foram organizados em tabelas e ilustrados em graficos.

4.4 ASPECTOSETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Plataforma Brasil,
atendendo aos principios éticos segundo a atual Resolucdo 466, de 12 de outubro de 2012 do

Conselho Nacional de Satde (Anexo A).

O presente trabalho foi ainda sujeito a apreciacdo da Diretoria de Ensino e
Pesquisa da Fundacédo de Beneficéncia Hospital de Cirurgia, a qual deferiu como pertinente a
sua realizagdo, assim como autorizou o desempenho das atividades referentes a pesquisa em
suas dependéncias. Esta instituicdo esteve ciente também das suas corresponsabilidades como
entidade coparticipante do projeto de pesquisa, bem como do seu compromisso no resguardo
da seguranca e bem-estar dos sujeitos de pesquisa nela recrutados, dispondo de infraestrutura

necessaria para a garantia de tal resguardo.

A pesquisa se desenvolveu mediante concordancia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecida — TCLE (Apéndice B), assinado em duas vias por um familiar de primeiro
grau do paciente ou responsavel pelo internamento, permanecendo uma cépia com o0
responsavel pela autorizacdo e outra cOpia com 0s pesquisadores. Neste termo constam 0S

esclarecimentos sobre a pesquisa, solicitacdo para o fornecimento das informacdes necessarias
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e autorizacdo para a participacdo no estudo. O participante, familiar ou responséavel p6de
desistir a qualquer momento da participacdo, retirando seu consentimento sem que houvesse
nenhuma alteracdo na conduta terapéutica definida pela equipe que compunha a UTI, prejuizo

ou penalidade ao voluntario.

Todas as informacdes obtidas sdo sigilosas e os nomes nao foram identificados em
nenhum momento. Dessa maneira, tanto as informagdes, quanto as amostras permanecerao
armazenadas em local seguro e somente divulgadas com fins cientificos, preservando o
anonimato dos voluntérios. Apds a elaboracdo do banco de dados, os documentos foram
arquivados em local de acesso exclusivo dos pesquisadores, e 0s mesmos serdo destruidos
apos cinco anos. Cabe ressaltar ainda que a concordancia em participar da pesquisa nédo
retirou nenhum dos direitos legais, no caso de negligéncia ou ma préatica de qualquer pessoa

ou instituicdo envolvida.
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5 RESULTADOS

Os resultados foram expostos por meio de analise descritiva, de acordo com as

variaveis testadas: procedimento experimental, tempo e microrganismos testados.

A andlise descritiva dos resultados se baseou inicialmente na avaliacdo do
comportamento microbiano por grupo ao longo das 12 horas do estudo. Dessa maneira,
contemplando a investigacdo de todos os tempos de coleta por grupo a principio. Os valores
absolutos encontrados em relacdo ao comportamento microbiano global do Grupo TFD estdo

demonstrados no gréafico 1.
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GRAFICO 1- Avaliagio do comportamento microbiana global para o Grupo TFD.
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Os resultados obtidos em relagcdo ao comportamento microbiano global do Grupo
CONTROLE estdo demonstrados no grafico 2.

Microbiota-Global
GRUPO CONTROLE
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GRAFICO 2 - Avaliagdo do comportamento microbiana global para 0 Grupo CONTROLE.

A colonizacdo bacteriana apresentou uma atenuacdo proliferativa apds a
intervencdo fotodindmica, demonstrando uma redugdo dos agentes microbianos nos tempos 2
e 6 correspondente a 58,17% e 71,39% respectivamente no Grupo TFD. A clorexidina 0,12%
também revelou uma diminuicdo da populacdo microbiana, apesar de menos expressiva,
evidenciavel nos tempos 3, associada ao TFD, e 9 de 56,58% e 38,1% nesta ordem em relacdo
ao mesmo grupo. Ademais, a associacdo da TFD com a Clorexidina 0,12% demonstrou
reducdo dos microrganismos gerais, quando esta foi aplicada prontamente & terapia
fotodindmica, no tempo 3 equivalente a 81,82% para o referido grupo.

A reducdo de bactérias apds aplicacdo tdpica da Clorexidina 0,12% também é

observavel no tempo 2 correspondente ao grupo CONTROLE de 37,5% . Embora neste grupo



37
posteriormente haja uma crescente continua de proliferagdo microbioldgica evidenciavel nos

demais periodos de coleta para este grupo.

A analise descritiva dos resultados seguintes se baseou na comparacao entre 0s

grupos de acordo com o0s tempos de coleta e momentos de intervengdo equivalentes. Nesse
sentido, confrontaram-se os dados a saber:
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FIGURA 5 - Esquema ilustrativo metodolégico, evidenciando tempos comparativos de coleta
para o grupo TFD.
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FIGURA 6 - Esquema ilustrativo metodoldgico, evidenciando tempos comparativos de coleta
para o grupo CONTROLE.
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Os Valores absolutos da avaliacdo descritiva e comparativa referente a redugéo
global dos microrganismos estdo demonstrados no gréafico 3.
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GRAFICO 3- Avaliagdo comparativa da atenuagado microbiana global.

Ressalta-se que o primeiro momento citado representa a colonizagdo microbiana
anterior a intervencdo. O segundo intervalo compara os dois grupos imediatamente ap0s as
intervencdes. No grupo TFD representa o resultado da associagdo entre a TFD e Clorexidina
0,12%. Ja no grupo CONTROLE, o segundo momento diz respeito a coleta logo ap6s a
aplicacdo da Clorexidina 0,12%. O terceiro intervalo demonstra a colonizagdo microbiana 3
horas apos as intervengdes. O quarto, por sua vez, representa a coleta imediatamente apds a
nova aplicacdo da terapia fotodindmica para o grupo TFD, 6 horas depois do inicio das
coletas, todavia demonstra exclusivamente a colonizacdo de microrganismos apds 6 horas
para o grupo CONTROLE. O ultimo intervalo avalia ambos 0s grupos 12 horas apds o inicio
do estudo.

O gréafico 4 mostra o percentual de atenuacdo da microbiota global entre os grupos
para 0s mesmos intervalos, desconsiderando o primeiro momento em razdo deste representar

0 inicio da andlise e, portanto, ndo apresentar redugéo possivel.
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GRAFICO 4- Percentual de reducdo comparativa microbiana global.

O grupo TFD demonstrou uma atenuagao significativa dos microrganismos gerais
de aproximadamente 81,82% no intervalo de reducdo 1, apds a intervencdo associada entre
TFD e Clorexidina 0,12%, quando confrontado com o grupo CONTROLE, no qual houve
apenas acdo exclusiva da Clorexidina 0,12%, apresentando 37,5% de diminuicdo. Contudo,
passadas 3 horas das terapias associadas, o grupo TFD apresentou um aumento microbiano
mais expressivo de aproximadamente 7% em relacdo ao outro grupo. O percentual de reducéo
do grupo TFD, ap6s a nova intervengdo da terapia fotodindmica no intervalo de reducdo 3,
revela um decréscimo significativo de 32,9% comparado ao grupo CONTROLE, no qual
houve a manutencdo aproximada da contaminagdo microbiana generalista. No quinto
momento de confronto entre os grupos, 12 horas ap6s o inicio da andlise, observar-se uma
reducdo ainda mais relevante para o grupo TFD cerca de 37,2% em relagdo ao outro grupo

que apresentou crescimento estimado de 4% .
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GRAFICO 5- Avaliagio comparativa da reducio da Pseudomonas aeruginosa.
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GRAFICO 6 - Avaliacdo comparativa da reduco da Pseudomonas aeruginosa.

O comportamento microbiano em relacdo a Pseudomonas aeruginosa demonstra
gue houve um importante decréscimo da proliferacdo microbiana no primeiro intervalo
comparativo de 89,5% no grupo TFD, frente a associacdo terapéutica, equivalendo a uma
atenuacdo do crescimento microbioldgico de aproximadamente 18% em relacdo ao grupo
CONTROLE neste intervalo e mantendo esse percentual nas 3 horas seguintes. O grupo
CONTROLE apresentou uma reducdo de 30% no intervalo comparativo 1, referente a
aplicacdo topica da Clorexidina 0,12%, permanecendo com tal porcentagem nas préximas 9
horas. Apds a nova aplicacdo da TFD, houve uma reducdo de 50% do referido agente
microbiano presente para o grupo TFD. Todavia, tanto o grupo TFD quanto o grupo
CONTROLE exprimiram aumento no intervalo comparativo 4 de 66,7% e 45,6%

respectivamente, ap0s 12 horas da avaliacéo inicial.

Os gréaficos 7 e 8 exibem a avaliagdo comparativa do comportamento microbiano

da Acinetobacter spp ao longo do estudo.
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GRAFICO 7- Avaliacdo comparativa da reducio da Acinetobacter spp.
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GRAFICO 8- Percentual de reducdo comparativa referente a Acinetobacter spp.
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Os resultados especificos observados para a bactéria Acinetobacter spp revelam o
desaparecimento da espécie, 100% de atenuacdo, ap0s a associacao terapéutica entre TFD e
Clorexidina 0,12% no intervalo comparativo 1, mantendo-se desta forma ao longo de todo o
estudo. No grupo CONTROLE, todavia, a mesma apresentou aumento expressivo durante as
12 horas, determinando um percentual ao final das coletas, intervalo comparativo 4, de
94,4% do valor inicialmente encontrado.
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6 DISCUSSAO

No presente ensaio clinico, a descontaminagdo oral com terapia fotodinamica,
associada a Curcumina 10% como fotossensibilizador e LED como fonte de luz, apresentou
efeito antimicrobiano. Observou-se reducdo expressiva dos microrganismos na contagem
geral das bactérias 58,17% e 71,39%, considerando-se os diferentes tempos de coleta. Estes
resultados estdo de acordo com aqueles encontrados por Najafi (2016) e Sreedha (2017). A
atenuacdo significativa da colonizacao bacteriana ap6s a intervencdo da terapia fotodindmica
quando comparada ao grupo CONTROLE parece esta relacionada com o efeito ndo seletivo
imediato da TFD, na qual ocorre sintese de tipos hiper-reativos de oxigénio, permitindo que
sua acdo possa causar danos a varias estruturas celulares instantaneamente. (CARMELLO
et.al, 2015; LEITE, et. al, 2014)

As moléculas do fotossensibilizador excitadas pela luz transferem energia para o
oxigénio, criando uma forma de oxigénio hiper-reativa e tdxica, capaz de reagir com sistemas
vivos, destruindo a viabilidade bacteriana. Sendo assim, 0 mecanismo de acdo envolve a
absorcdo de fotons pela substancia fotossensibilizadora em presenga de oxigénio, gerando
elétrons em estado excitado. Esse estresse oxidativo leva a transferéncia de elétrons para o
oxigénio. A fotossensibilizacdo resulta em espécies reativas capazes de inducgdo e inativacdo
celular bacteriana, mesmo em agentes microbianos mais resistentes as terapias convencionais.
Dessa forma, sugerindo para a TFD uma reducdo imediata mais significativa quando
comparada aos antibidticos utilizados rotineiramente na odontologia. (CARMELLO et.al,
2015; LEITE, et. Al, 2014; SREEDHA et al., 2017; SHAMSOULMOLOUK, et al., 2016).

Nesse estudo pode-se verificar que o efeito antimicrobiano atribuido a terapia
fotodindmica apresentou indices de reducdo imediata de microrganismos significativos
quando comparado ao grupo CONTROLE. Contudo, essa terapia ndo foi capaz de impedir o
crescimento bacteriano, proximo ao inicial, apés 6 horas, o que corrobora com 0s estudos
realizados por Najafi (2016), Sreedha (2017) e Leite (2014). Pode-se atribuir esta evidéncia ao
fato do mecanismo de a¢do da TFD gerar um estresse oxidativo temporario, associado a
fotoexcitacdo de estruturas intracelulares enddgenas, o qual pode ser potencializado pela

capacidade de determinados microrganismos de captar a luz, induzindo respostas fisioldgicas
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exacerbadas pelos receptores luminosos. Dessa maneira, demonstrando uma acdo de
descontaminacdo expressiva assim que aplicado, porém sem ter efeito muito prolongado.
Sugerindo necessidade de nova intervencao apos este intervalo (CARMELLO, et al., 2015).
Devido a tal consideracdo, os tempos de coleta para consequente analise dos dados no
trabalho foram definidos de trés em trés horas, a fim de avaliar o comportamento microbiano
intermediério, com nova aplicacdo da TFD apds 6 horas do inicio do protocolo, assim como
coletas de trés em trés horas para o grupo CONTROLE. Segundo Rosing e Zatana (2007) e
Camacho et al. (2016), o tempo de permanéncia da Clorexidina 0,12% na cavidade bucal é 12
horas, por tal o intervalo total do estudo comtenplou esse periodo com intuito de observar
inicialmente o efeito da TFD sem influéncia da Clorexina 0,12%. Esta foi aplicada de 12

horas em 12 horas, respeitando os principios de beneficéncia e ndo maleficéncia.

Em relagdo a associagdo TFD com Curcumina 10%, observaram-se bons
resultados quanto a desinfecgcdo exercida por este protocolo terapéutico. Evidenciados pela
atenuacdo significativa dos agentes microbianos neste estudo, o que também foi comprovado
pelos trabalhos de Aradjo (2014), Leite (2014) e Sreedha (2017). Sugere-se que a reducéo
dos patdgenos bucais quando submetidos a terapia fotodindmica, realizada com Curcumina
10%, pode ser atribuida a associacdo bem sucedida entre a Curcumina 10% e o LED azul. O
efeito antimicrobiano da Curcumina 10%, mesmo que menos efetivo em pequenas
concentracdes sem fotoativacdo, leva a4 descontaminacdo de microrganismos presentes na
cavidade bucal pré-tratamento (PASCHOAL, 2013; SREEDHAR, 2017). Isso, porque esta
substancia apresenta acdo bactericida isoladamente, que é exacerbada em concentracBes
micromolares pela ativacdo do LED. A sua agdo antimicrobiana, quanto substancia pura,
permite que nos primeiros 5 minutos de contato com os tecidos sem luz exerca efeito
bactericida, o qual serd posteriormente ampliado pela foativacdo na TFD. Dessa forma,
justificando a sua pertinente escolha em associagdo com o LED na cor azul para a
descontaminacao frente os demais fotossensibilizadores rotineiramente utilizados como o azul
de metileno, que isoladamente ndo apresenta efeito antimicrobiano significativo sem
fotoativacdo. (CARMELLDO et.al, 2015; DOVIGO et al.; PASCHOAL, 2013).

Supde-se ainda que a acdo bactericida expressada pela TFD associada a
Curcumina 10% fotoativada por 5 minutos ininterruptos nesse estudo seja também explicada
pelo comportamento desta substancia. O corante funciona como 6ptico agente de absorcéo

que ¢ ativado por irradiacdo, resultando na geragédo de espécies citotdxicas, incluindo oxigénio
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singleto e radicais, que exercem um efeito bactericida, mas que ndo sdo toxicas para as células
hospedeiras. Este se liga a parede celular bacteriana e destréi o patdgeno. Quando ha a
irradiacdo, tal efeito € potencializado, levando a efetiva acdo bactericida que se prolonga por
algumas horas. A comparacdo entre os tempos de irradiacdo da Curcumina 10% com LED,
realizados por Andrade, et al (2012) e Sreedhar et al. (2017), demonstraram que a ativacao
por 5 minutos revela excelente potencial de descontaminacéo, corroborando com os dados
evidenciados no presente trabalho. Dessa forma, a Curcumina 10% parece incrementar a acdo
da TFD para fins de descontaminacdo bucal. (ANDRADE, 2013; ARAUJO, et al., 2014;
LEITE etal., 2014; SREEDHA, et al., 2017).

Todas as associa¢des de Curcumina e LED foram capazes de diminuir o nimero
de bactérias viaveis em comparacdo com o grupo controle. Os resultados obtidos
demonstraram que a ativacdo do fotossensibilizador com o diodo emissor de luz (LED), com
comprimento de onda 465-485 nm, se mostrou efetiva do ponto de vista de morte bacteriana,
visto que apresentou uma reduc¢do de 58,17% dos patdgenos orais em seu primeiro momento
de aplicagdo. Este achado corrobora com os dados obtidos por Paschoal, et al. (2013) e Nagafi
et al. (2016), os quais avaliaram a acdo antimicrobiana da terapia fotodindmica com
curcumina utilizando intervalos de comprimento de onda semelhantes. Devido ao
comprimento de onda e sua pigmentacdo, a curcumina é fotoativa pela luz azul visivel, em
geral, por um diodo emissor de luz que emite luz no comprimento de onda desejado. Segundo
Paschoal et al, (2013), o potencial maximo de absor¢do da Curcumina 10%, e consequente
melhor efeito bactericida, ocorre no intervalo entre 300nm e 500nm. Sendo assim, sugere-se
que 0 uso do LED ECEL 450 (465-485nm) permitiu a acdo antimicrobiana desejada no
presente estudo, justificando sua escolha para esta analise (ANDRADE et al. 2012, ARAUJO
etal., 2012; CARMELLO et.al, 2015; DOVIGO et al., 2011).

Observou-se que o0 grupo CONTROLE, tratado apenas com Clorexidina 0,12%,
também apresentou recolonizacdo bacteriana. O crescimento microbiano ocorreu de forma
crescente ao longo do estudo, sendo este em maior proporcao inicialmente quando comparado
com o grupo TFD. Este resultado esta de acordo com Rosing e Zanatta (2007). Esta evidéncia
sugere que a Clorexidina 0,12%, padrdo ouro quando se trata de descontaminacdo oral,
apresenta efeito residual também temporario. Ademais, na concentracdo utilizada essa

substancia tem acdo bactericida imediata, contudo apenas efeito bacteriostatico nas proximas
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horas. (BERALDO e ANDRADE, 2008; CAMACHO et al. 2016, NAJAFI, et al., 2016;
LEITE etal., 2014).

A analise intragrupos revelou reducdo bacteriana atribuida a Clorexidina 0,12%
tanto no grupo TFD quando no grupo CONTROLE de 38,1% e 37,5% respectivamente, o que
corrobora com os achados observados por Najafi et al. (2016) e Sreedhar et al. (2017). Essa
acao antibacteriana € explicada pelo fato da molécula catiénica da clorexidina ser rapidamente
atraida pela carga negativa da superficie bacteriana, sendo adsorvida a membrana celular por
interacOes eletrostaticas, provavelmente por ligacGes hidrofébicas ou por pontes de
hidrogénio, sendo essa adsor¢do concentracdo-dependente. (ROSING e ZATANA, 2007,
CAMACHO et al., 2016). Todavia, o potencial de desinfec¢éo dessa substancia se comportou
menos efetivo do que o demonstrando pela TFD quando confrontado os dois grupos. Esse
resultado n&o foi congruente com o estudo realizado por Najafi et al. (2016), o qual observou
melhor efeito da Clorexidina 0,12% em detrimento da TFD com Curcumina 10% na
comparacgao entre os grupos. Contudo, atribui-se essa discordancia ao fato do presente estudo
ter carater preliminar, necessitando de um maior nimero de amostras para gerar resultados

mais contundentes a este respeito.

Além da avaliagdo quantitativa do namero absoluto de microrganismos
eliminados com a terapéutica adotada, o presente trabalho também buscou identificar e
quantificar dois agentes bacterianos especificos envolvidos na pneumonia associada a
ventilagdo mecanica, sendo eles Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. Houve
reducdo mais expressiva dos agentes infecciosos apés a terapia fotodinamica para ambas as
bactérias. Segundo Barbosa et al. (2010), devido a riqueza microbiana presente no biofilme,
inimeros patdgenos podem ser aspirados por pacientes em assisténcia ventilatéria mecanica e,
consequentemente, causarem a PAVM. Conduto, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
spp se apresentam como duas das mais relevantes bactérias envolvidas nesta pneumonia,
justificando a importancia da investigagdo da floral bucal desses pacientes. Dessa maneira,
contribuindo para repercussoes relevantes quanto o entendimento das infecgdes nosocomiais,
bem como, da descontaminacdo oral em UTI. (BARBOSA, et al., 2010; CRUZ et al., 2014).

A colonizagdo por Pseudomonas aeruginosa demonstrou redu¢do no nimero de
unidades formadoras de coldnias (UFC) quando submetida a terapia fotodindmica com

Curcumina 10% de 50%, ja frente a associacdo entre TFD e Clorexidina 0,12% apresentou
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89,5% menos colbnias. Contudo, no momento em que foi tratada apenas com terapia
fotodindmica houve a eliminacdo temporéria desse agente microbiano. Resultado importante
quando confrontado com o controle. Esse dado estd de acordo com Orlandi et al. (2015),
Garcez et al. (2013) e Sethupathy et al (2016). Atribui-se tal resultado ao potencial inibitério
do mecanismo bacteriano realizado pela Curcumina 10% contra esta bactéria. Tal potencial se
baseia na deteccdo de qudérum microbiano. Segundo Sethupathy et al. (2016), a andlise
microscopica de luz também confirmou o efeito antibiotico da Curcumina contra a cepa de
referéncia, comprovando a efetividade antimicrobiana da Curcumina nessa classe de
patdgenos. Considerando que o potencial de agdo antimicrobiano dessa substancia aumenta
substancialmente quando fotoativada, o0 efeito antibacteriano expressivo contra a
Pseudomonas aeruginosa pode ser ainda mais significativo com uso da TFD. Além disso, a
curcumina foi relatada por sua capacidade de aumentar a susceptibilidade de isolados clinicos
de Pseudomonas aeruginosa a ac¢do de outros farmacos por meio da atividade de inibicdo da
bomba de fluxo, o que indica sua relevancia no tratamento deste agente infeccioso de grande
resisténcia antibiotico e envolvido na instauracdo da PAVM. (ORLANDI, et al., 2015;
GARCEZ, et al., 2013; SETHUPATHY, 2016; ARAUJO et al., 2012; CARMELLO et.al,
2015; CARVALHO et al., 2006).

Observou-se também que houve recolonizacdo microbiana por Pseudomonas
aeruginosa, ap6s 3 horas da sua eliminacdo no presente estudo. Tal informacdo pode ser
imputada a uma possivel recontaminacdo pelo meio. Este agente infeccioso é capaz de
colonizar os mais variados ambientes, devido a sua versatilidade catabélica e plasticidade
genética, demonstrando potencial de viruléncia importante. Ademais, essa bactéria é
recorrentemente encontrada em unidades de terapia intensiva, sendo um dos principais
microrganismos envolvidos na pneumonia associada a ventilagdo mecanica. (ORLANDI, et
al., 2015, ROCHA et al., 2008; CARVALHO et al., 2011; BARBOSA et al., 2010).

O presente trabalho demonstrou ainda a eliminacdo total da bactéria Acinetobacter
spp prontamente & aplicacdo da terapia fotodindmica. Este agente microbiano ndo foi
identificado nas 12 horas seguintes do estudo no grupo TFD. O comportamento
antimicrobiano se torna ainda mais relevante quando confrontado com o grupo CONTROLE,
tratado apenas com Clorexidina 0,12%, o qual apresentou crescimento sistematico ao longo
do estudo. Tal resultado segue o raciocinio obtido no estudo de Régas et al. (2010), embora

este ndo tenha testado a Curcumina 10% como fotossensibilizador. A escassez de estudos
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sobre a acdo antimicrobiana da TFD nesse patogeno dificulta a correlacdo do efeito que
determinou os resultados encontrados. Contudo, sugere-se que o estresse oxidativo, bem
como a acgdo antibacteriana da Curcumina 10% sejam responsaveis por tal acdo, necessitando

de mais trabalhos a esse respeito para afirmar com maior confiabilidade.

Apesar da relevancia dos resultados obtidos com este estudo pioneiro e
preliminar, trabalhos mais amplos envolvendo este campo séo necessarios. A avaliacdo de um
maior nimero de pacientes, adequacdo das coletas correspondentes entre 0s grupos para
posterior andlise intergrupos, a utilizacdo de um contador de colénias, bem como a avalia¢éo
de uma maior quantidade de microrganismo envolvidos na pneumonia associada a ventilacao
mecanica sdo aspectos importantes para permitir uma analise estatistica significativa e
contundente em ralacdo as respostas observadas. Elevando, dessa maneira, a confiabilidade e

abrangéncia dos resultados discutidos.
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7 CONCLUSAO

Diante da metodologia utilizada, este estudo preliminar evidencia que a terapia
fotodindmica, utilizando Curcumina 10% e LED na cor azul é capaz de promover
descontaminacdo da cavidade bucal nos pacientes sob assisténcia ventilatéria mecénica em
unidades de terapia intensiva. Os resultados encontrados indicam acdo antimicrobiana
expressiva tanto na analise quantitativa dos agentes microbianos, quanto na avaliacdo
qualitativa especifica para Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. Dessa maneira,
demonstrando a viabilidade de execucdo de pesquisas cientificas mais amplas nesse universo,

a fim de apresentar uma maior abrangéncia dos resultados.
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