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RESUMO

Introdugao: A genitalia feminina saudavel apresenta um ecossistema que se
mantém em equilibrio através das interagbes de fatores endoégenos e exogenos,
podendo sofrer influéncia por situagdes como oscilagcbes hormonais e intercurso
sexual. O Diodo Emissor de Luz (LED) é um dipositivo semicondutor que emite luz
em diferentes comprimentos de onda, variando a cor e os efeitos gerados. O uso
da luz azul em humanos é mais conhecido com finalidade antimicrobiana, ja tendo
sido utilizado em regido de face, mucosa gastica e em mucosa vaginal. Objetivo:
Testar a seguranga e o efeito do LED azul 401 £ 5nm em mucosa vaginal saudavel.
Materiais e Métodos: Trata-se de um estudo clinico fase | onde foram incluidas 10
mulheres com idade entre 18 e 45 anos, com mucosa vaginal saudavel, isto €, sem
sinais e sintomas de vulvovaginites, com achados de Citologia a Fresco tipicos e
teste de hidroxido de potassio (KOH) negativo. Foram excluidas mulheres em uso
de marcapasso, com diagndstico e/ou suspeita de neoplasias, dificuldade de
responder a anamnese, doengas neurolégicas e/ou psiquiatricas, gestantes e
aquelas que iniciassem ou interrompessem uso de anticoncepcional oral (ACO)
durante o estudo. Inicialmente foi feita anamnese e em seguida exame fisico e
coleta de secregao vaginal para realizagdo de Teste de KOH e citologia a fresco.
As voluntarias que seguiram na pesquisa passaram por avaliagcdo de potencial
hidrogenidnico (pH) vaginal e parte do material coletado foi enviado ao laboratotio
para citologia oncotica. As participantes foram submetidas a uma sessao de LED
azul 401 £ 5 nm, com especulo introduzido no canal vaginal, durante 30 minutos.
Entre 21 e 28 dias apds a terapia, a depender do ciclo menstrual da participante, a
mesma foi novamente submetida a avaliagdo com anamnese, verificacdo de pH
vaginal e realizagdo de coleta de secregcdo vaginal para analise de citologia
oncoética. Foi utilizado o programa Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
versdo 14.0 para analise dos dados obtidos. Resultados: Inicialmente foram
recrutadas 20 mulheres para participar do estudo, destas 10 foram excluidas por
nao cumprirem os critérios de inclusdo. Das 10 mulheres mantidas na pesquisa,
uma delas foi excluida na reavaliagao por ter interrompido uso de ACO. A média de
idade da amostra foi de 27 + 5,4 anos e a média de indice de massa corporal (IMC)
25,25 + 3,05 kg/mz. N&o foram observadas modificagées patogénicas na microflora
vaginal de nenhuma das participantes. Em relacdo ao pH vaginal, apenas 1 entre
as 9 mulheres mantidas no estudo apresentou reduc&o do valor (5.0 — 4.0). Além
disso, ndo foram vistos efeitos adversos como dor ou calor em nenhuma das
mulheres durante ou apdés o uso da luz. Conclusdao: O presente estudo
demonstrou que a utilizagdo do LED azul 401 £ 5nm em mucosa vaginal de
mulheres jovens nao ocasionou mudangas patogénicas em microflora e em valores
de pH vaginal. Além disso, nao foi observado surgimento de efeitos adversos como
dor, aquecimento ou incémodo durante ou apds uso da luz nas participantes.
Sugere-se assim a utilizagdo do LED azul 401 + Snpara verificagdo dos efeitos da
luz em agentes patogénicos vulvovaginais.

Palavras-Chave: Genitalia Feminina. Saudavel. Terapia com Luz de Baixa
Intensidade.



ABSTRACT

Introduction: The healthy female genitalia presents an ecosystem that remains in
balance through the interactions of endogenous and exogenous factors, and may
be influenced by situations as hormonal variations and sexual intercourse. The Light
Emitting Diode (LED) is a semiconductor device that emits light at different
wavelengths, varying the color and effects generated by it. The use of blue light in
humans is best known with an antimicrobial purpose, having already been used in
the face region, the gastric mucosa, and in vaginal mucosa. Objective: To test the
safety and effect of blue LED 401 + 5nm on healthy vaginal mucosa. Materials and
Methods: This was a fase | clinical trial involving 10 women aged 18-45 years with
healthy vaginal mucosa, that is, without signs and symptoms of vulvovaginitis, with
typical Fresh Cytology findings and with normal Test of Hydroxide Potassium
(KOH). Were excluded women in the use of pacemakers, with diagnosis and/or
suspicion of neoplasias, difficulty in answering anamnesis, neurological and/or
psychiatric diseases, pregnant women, and those who started or stopped using
hormonal contraceptive (HC) during the study. Initially, an anamnesis was carried
out and subsequently, a physical examination and collection of vaginal secretion
were carried out to perform a KOH test and a fresh cytology. The volunteers who
followed the study underwent to vaginal Hydrogen Potential (pH) verification and
part of the collected material was sent to the laboratory for oncotic cytology.
Participants underwent a 401 + 5 nm blue LED session, with speculum introduced
into the vaginal canal, for 30 minutes. Between 21 and 28 days after therapy,
depending on the participant's menstrual cycle, she was again submitted to
anamnesis, vaginal pH verification and it was done collection of vaginal secretion
for analysis of oncotic cytology. The program Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) version 14.0 was used to analyze the obtained data. Results:
Twenty women were initially recruited to participate in the study, of whom 10 were
excluded because they did not meet the inclusion criteria. Of the 10 women retained
in the study, one of them was excluded from the revaluation because she stopped
using HC. The mean age of the sample was 27 + 5.4 years and the mean BMI
25.25 + 3.05 kg/mz. There were no pathogenic changes or cellular atypia in the
vaginal microflora of any of the participants. Regarding vaginal pH, only 1 of the 9
women in the study had a reduction in the value (5.0 - 4.0). In addition, no adverse
effects such as pain or heat were seen in any of the women during or after the use
of light. Conclusion: The present study demonstrated that the use of the 401 + 5
nm blue LED in healthy vaginal mucosa of young women did not cause pathogenic
changes in microflora and in vaginal pH values. In addition, there were also no
observed adverse effects such as pain, warming or discomfort were observed
during or after light use in the participants. It is suggested that the blue LED 401 £
5n be used to verify the effects of light on vulvovaginal pathogens.

Key words: Female genitalia. Healthy. Low Intensity Light Therapy.
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1 INTRODUGAO

A genitalia feminina apresenta um ecossistema que se mantém em equilibrio
por meio das interagdes entre a microflora vaginal, produtos do metabolismo
microbiano, condigdo hormonal e resposta imune'’. A satde da vagina é mantida
pela correlacdo de processos endogenos e exdgenos, sendo a microflora uma das
principais responsaveis pela fisiologia normal da regido através dos seus
mecanismos de defesa®

A microflora vaginal é habitada por diferentes espécies de microrganismos
que podem ser ndo patogénicos ou patogénicos“’. O principal componente da flora
saudavel sdo os Lactobacillus sp, que produzem acido latico, deixando o meio
vaginal acido e indspito para os patdégenos, com pH (potencial hidrogeniénico)
normal entre 3.8 e 4.5“%. Além desses acidos organicos, os lactobacilos produzem
também o perdxido de hidrogénio e bacteriocinas que sdo capazes de inibir ou
destruir possiveis microrganismos agressores' .Diversos fatores como variagdes
hormonais, atividade sexual e uso de medicamentos podem alterar a composicao da
microflora vaginal, favorecendo desequilibrio do ecossistema e consequente
surgimento de vulvovaginites®.

O Diodo Emissor de Luz (LED) é um dispositivo semicondutor que emite luz
em diferentes comprimentos de onda, ocasionando variacdo da cor e dos efeitos
obtidos®”. O LED possui diferentes possibilidades de utilizacdo, dentre elas efeito
antimicrobiano, aumento da proliferacéo celular, cicatrizagéo dentre outros!’9),

A maioria dos estudos que utiliza a luz azul relata o seu uso com finalidade
antimicrobiana. Esta ja foi utilizada por exemplo em pele e mucosa gastrica humana
para destruicdo de bactérias, sem ocasionar lesdo a células locais e sem gerar efeito
térmico, configurando-se como uma possivel forma de tratamento com minimos
efeitos advesos!"®'. Além disso, o LED azul também ja foi utilizado em regido de
genitalia feminina, com finalidade de destruicdo fungica apresentando resposta
positiva, sem efeitos colaterais ou adversos('?.

Diante da utilizagao da luz azul em humanos, surge a hipotese do uso do LED
azul em regido vaginal com finalidade terapéutica, desta forma, este estudo de fase |,
tem como objetivo testar a seguranga e os efeitos do do LED azul 401 £ 5 nm em

mucosa vaginal saudavel.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Testar a seguranga e o efeito do LED azul 401 £ 5 nm em mucosa vaginal

saudavel.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar as alteragbes em citologia oncotica vaginal antes e apds a aplicagao
do LED azul 401 £ 5 nm na genitalia feminina saudavel.

Avaliar as alteragées em valores de pH vaginal antes e apos a aplicagao do
LED azul 401 £ 5 nm na genitalia feminina saudavel.

Avaliar possiveis efeitos adversos durante ou ap6s utilizagdo do LED azul 401

+ 5 nm na genitalia feminina saudavel.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Anatomia e Histologia da Vagina e Vulva

O trato genital feminino é formado por cavidades como as tubas uterinas, utero
e vagina, que se comunicam com o meio externo através da fenda vulvar ou 0stio

1213 Em mulheres que nunca tiveram experiéncia de intercurso sexual este

vagina
ostio é parcialmente obturado pelo himen, uma membrana de tecido conjuntivo que
ao ser rompida apresenta-se como fragmentos denominados carunculas himenais"®.

A vagina é um tubulo musculo membranaceo, composto por uma parede
anterior e uma posterior que normalmente encontram-se colabadas apresentando-se
como uma cavidade virtual que permite processos fisiolégicos como o parto, a

1219 Histologicamente a

relacdo sexual e extravasamento de conteudo menstrua
vagina é rica em tecido conjuntivo, possui musculatura lisa e € revestida por epitélio
estratificado pavimentoso. A parede vaginal € constituida pelas camadas mucosa,
muscular e adventicia!'®"").

A vulva refere-se a parte externa da vagina e € composta por algumas
estruturas como grandes e pequenos labios, glandulas vestibulares maiores e
menores, clitéris e o vestibulo da vulva, onde encontra-se o 6stio vaginal’™'". Os
grandes labios sdo dobras cutaneas longitudinais, ricas em tecido gorduroso, que se
estendem desde o monte pubiano, formando as laterais da vagina, atuando na
protecdo da regido. Os pequenos labios também sdo dobras cutaneas longitudinais
com localizagdo mais interna e envolvem o canal vaginal e a uretra!®.

Alojadas na parede vaginal existem as glandulas vestibulares maiores que séo
responsaveis pela lubrificagdo do canal vaginal e possuem fung¢do similar as
glandulas vestibulares menores, porém sdo mais numerosas e situam-se
principalmente ao redor da uretra e clitéris. O clitéris € revestido por epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado e composto por dois corpos eréteis que
apresentam fungao de intumescimento durante atividade sexual'”).

O muco cervical, formado pela microbiota vaginal em resposta a estimulagao
sexual e aos hormdnios estrogénios, esta presente na vagina e € composto por
proteinas, acidos graxo e hidratos de carbono. Em condigdes fisioldgicas, esta

secrecgdo é inodora, incolor e viscosa, sem presenca significativa de neutréfilos'®7),
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3.2 Fisiologia e Microflora Vaginal

A genitalia feminina possui um ecossistema dindmico que se mantém saudavel
por meio de diferentes processos que promovem a preservagao da composi¢cao

16.18) ' Os bacilos formam a composicdo basica da flora vaginal de mulheres

local'
saudaveis e sdo responsaveis pelo principal mecanismo de defesa local. Por meio
da producédo de glicogénio pelas células epiteliais, em resposta ao estimulo do
estrogénio, os bacilos formam o acido latico e este inibe a proliferagdo de agentes
patégenos™.

Inicialmente, acreditava-se que a vagina era composta basicamente por um
subtipo de lactobacilo denominado “bacilos de Doderlein”, no entanto, estudos mais
avancados demonstraram a presenca de agentes de diferentes subespécies de

119 Os Lactobacillus sp, principais constituintes da

bacilos na flora vaginal saudavel'
flora, revestem a mucosa vaginal, formando um biofilme protetor e promovendo
inibicho da ades&o, crescimento e proliferagdo de microrganismos agressores
através de diferentes processos*'®.

Dentre estes processos pode-se citar a producao de acido latico que torna o
meio vaginal acido e indspito para os patdgenos, além da formagao de perdxido de
hidrogénio, bacteriocinas e biosurfactantes, que inibem o surgimento e destroem
microrganismos presentes. Além disso, os mecanismos de competicdo por
nutrientes, como a arginina, e os receptores no momento da adesdo epitelial,
também s&o fatores protetores da genitalia'"®.

O pH trata-se um valor mensurado por uma escala logaritmica que avalia o
grau de acidez de um determinado meio ou substancia, classificando-os entre acidos,
neutros ou basicos!'”). Em situacdes fisioloégicas a vagina apresenta pH acido, com
valores < 4,5, porém, isto pode ser alterado em decorréncia de alguns eventos como
as variagbes hormonais do ciclo menstrual e o préprio sangramento, ou fatores
externos como o uso de alguns medicamentos"?.

A protecdo da vagina também é realizada pelos componentes da imunidade
inata, que sdo ativados de forma imediata apds reconhecimento de patogenos,
através de Padrées Moleculares Associados aos Patdégenos (PAMPS) e, da
imunidade adquirida, que se ativa posteriormente na presenca de patdogenos. Ao
ocorrer o reconhecimento de um PAMPS desencadeiam-se varios eventos que

levam a liberagao de citocinas pro inflamatérias e em seguida € ativado o sistema
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imune adquirido, ou seja, linfocitos T e B sdo ativados, iniciando-se a imunidade
humoral mediada por células®®.

A imunidade inata vaginal € formada por diversos agentes com fungao
antimicrobiana. Dentre eles existem os componentes associados as membranas
denominados “toll like receptors”, as defensinas, o Inibidor de Protease Secretora de
Leucocitos (SLPI), Lecitina Ligadora de Manose (MBL), 6xido nitrico e os
componentes de complemento e células fagocitarias®.

As ferramentas receptoras ou “toll like receptors” estao presentes nas células
epiteliais e sdo os primeiros meios de contato entre o microorganismo e a genitalia
feminina, iniciando o processo de resposta aos patdégenos. As defensinas, Beta
Defensinas Humanas (HBD) 1 e 2, sdo moléculas de atividade antimicrobiana n&o
especificas que sao liberadas com finalidade de defesa. O SLPI é responsavel pela
destruicdo de bactérias gram positivas e negativas. A MBL é uma proteina presente
na circulagao e secrec¢ao vaginal e o 6xido nitrico € produzido por uma proteina de
choque térmico, a Heat Shock Protein 70 Da (HSP-70kDa), ambos com
caracteristicas antimicrobianas®®.

Existem ainda os anticorpos presentes na vagina, dentre eles as
imunoglobulina (Ig) G e A, produzidas pelos linfocitos B, que configuram-se como
meios de protec¢ao de rapida deteccéo e resposta a microrganismos‘z).

3.3 Fatores que Interferem na Saude Genital Feminina
3.3.1 Hormonais

As oscilagbes hormonais sdo processos nhaturais vivenciados pelas mulheres
nas experiéncias do préprio ciclo menstrual, da gestagcdo e da menopausa. Em cada
uma dessas fases ha alteracdes nos niveis de hormbnios especificos que podem
impactar na composicdo da microbiota vaginal®?.

Um dos principais hormdnios associados as alteragdes de microflora € o
estrogénio, tendo em vista que apresenta oscilagdes frequentes a depender da fase
vivenciada pela mulher. Estados elevados desse horménio estdo associados com
maior presencga de glicogénio, que estimula a produgéo de acido latico acidificando o
meio vaginal, configurando-se como efeito protetor para flora vaginal em relagéo a

(21)

certas infecgbes, como a vaginose bacteriana*’. Ja as fases marcadas pelo
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hipoestrogenismo relacionam-se ao decréscimo da produgdo de acido latico, e
consequentemente dos lactobacilos, diminuindo a capacidade protetora‘'®%2),

Na menacme, periodo fértil da vida da mulher, as oscilagdes hormonais
inerentes ao ciclo menstrual alteram o substrato de alguns microrganismos e o
préprio sangramento gera variagdo no pH vaginal, podendo interferir no equilibrio da
saude genital®®). As fases do ciclo menstrual ocasionam alteracdes na
composi¢cdo da microbiota, podendo haver aumento ou diminuicdo das vantagens
seletivas para alguns microrganismos®®.

Apesar de muitos estudos terem sido realizados, pouco se sabe sobre os
mecanismos fisioloégicos que estdo envolvidos nas alteragbes ocasionadas pela
menstruacao e de que forma estes interferem na predisposicéo as infecgées. Em um
estudo envolvendo 74 mulheres assintomaticas foi demonstrado que a taxa de
recuperacao do crescimento de Lactobacillus aumentou durante o periodo menstrual.
Entretanto, a concentragcdo de espécies nao-Lactobacillus apresentou-se maior na
fase menstrual, o que pode hipotetizar que a flora vaginal apresenta-se menos
estavel neste momento para certos tipos de infecgdes %),

Na menopausa, os niveis de estrogénio encontram-se baixos e isso esta
associado a atrofia genital e modificagbes de microbiota vaginal, com menor
quantidade de lactobacilos'®. A atrofia vaginal caracteriza-se por mucosa vaginal
delgada e ressecada, o que pode ocasionar dispareunia, desconforto vaginal e
prurido e, consequentemente processos inflamatérios. Além disso, ocorre elevagao
de pH que também €& um fator que predispde a vagina e o trato urinario as
infecgdes®?.

No periodo gestacional, a presenga de infec¢gbes apresenta acentuada
importancia tendo em vista que algumas delas podem estar relacionadas a riscos
como parto prematuro e abortamento tardio. Nesta fase ha altas concentragdes de
glicogénio, maior umidade e calor que podem favorecer a ocorréncia de fungos, pois
estes patdgenos se nutrem a partir da glicose®%°).

Os anticoncepcionais orais (ACOs) sao contraceptivos hormonais reversiveis
de meédia eficacia que séo classificados em combinados, quando compostos por
estrogénio e progesterona, ou isolados, compostos exclusivamente por progesterona.
Os combinados sao os mais utilizados mundialmente, sendo estimado que 27% das
mulheres em idade fértil, no Brasil o utilizam. Os ACOs podem também ser

classificados como monofasicos, quando todos os comprimidos da cartela possuem
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a mesma dosagem hormonal; bifasicos quando ha duas dosagens diferentes entre
eles; ou trifasicos na presenca de trés doses distintas®’?.

Alguns estudos apontam que uso de certos tipos de ACOs podem interferir na
composi¢cdo da microflora e na imunidade vaginal, predispondo as usuarias ao
desenvolvimento de infeccdes®®. Um dos mecanismos que explica a possibilidade
de interferéncia do uso desses medicamentos no equilibrio da microbiota vaginal é
que pode ocorrer inibicdo da produgdo de algumas defensinas humanas, como a
HBD 2, encontrada em regido vaginal, aumentando a susceptibilidade a infec¢des
genitais nas mulheres?.

No entanto, tendo em vista as flutuagcbes enddégenas hormonais mensais,
estudos apontam que o uso dos ACOs ndo interferem na microbiota vaginal. Além
disso, ha evidéncia de que os ACOs produzem efeito protetor para a microflora
vaginal, principalmente em relacdo ao surgimento e recorréncia de vaginose

bacteriana®?.
3.3.2 Medicamentos

O uso de alguns antibioticos, especialmente os de amplo espectro, pode
interferir na manutencao da flora vaginal residente e, o uso indiscriminado desses
medicamentos, pode favorecer resisténcia microbiana elevando o risco de recidiva

das infeccdes"?)

. Desta forma, observa-se que a prescricdo de antibidticos deve
ser realizada de maneira coerente, apos confirmag¢ao microbiologica de vulvovaginte,
para minimizar alteragbes na microflora vaginal e proliferacdo de agentes
potencialmente patégenos e consequente surgimento de doencas nas mulheres®.
Os corticoides e imunossupressores sao medicamentos utilizados para o
tratamento de algumas patologias como doengas autoimunes e eles atuam atravées
da redugado da resposta inflamatéria. Como consequéncia, essas drogas podem
apresentar impacto na imunidade com redugao da agao de células de defesa e de
proteinas como as interleucinas que estdo envolvidas na resposta de defesa do
organismo. Alguns estudos citam maior susceptibilidade para o desenvolvimento de
recorréncia de vulvovaginites devido ao uso de algumas drogas que interferem na
imunidade %",
Atualmente, probidticos tém sido utilizados como coadjuvantes no tratamento

de algumas vulvovaginites, principalmente nos casos de recorréncia da doenga,
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tendo em vista que atuam através do aumento da quantidade de lactobacilos que

habitam a flora vaginal e desempenham papel protetor contra infeccdes®?.
3.3.3 Habitos de Vida

Apesar de nao existirem fortes evidéncias cientificas acerca da interferéncia
de alguns habitos de vida na ocorréncia de vulvovaginites, algumas recomendagdes
s&o utilizadas na pratica clinica entra os profissionais da area de ginecologia.

A literatura diverge em relagdo a influéncia dos habitos de higiene intima em
relagdo a saude vaginal. Alguns estudos relatam que o uso indiscriminado de
duchas vaginais e sabonetes especificos para a regido vaginal podem ocasionar
desequilibrio na microbiota, alteragdo de pH e irritagbes loco regionais que podem
facilitar o surgimento de infecgdes ou a manutencdo desses quadros®®. De forma
contraditéria, ha estudos que descrevem esses produtos como protetores da flora
vaginal. O consenso é que esses produtos podem ser alergénicos para algumas
mulheres e, por isso, quando s&o prescritos deve-se acompanhar a paciente, sendo
a suspensao destes indicada ao surgimento de qualquer alteragao®®.

Apesar de ndo haver fortes evidéncias cientificas acerca de alguns habitos,
a alimentacdo rica em acucares € apontada como um possivel fator de risco para
infecgbes fungicas, tendo em vista que a glicose € a fonte de nutricdo desses
patégenos®. O uso de roupas intimas sintéticas e justas também pode estar
relacionado ao surgimento de vulvovagintes, tendo em vista que isso impede a
aeragao e aumenta a umidade local, propiciando altera¢des de pH e da composicéo
da microflora®.

Fatores emocionais também sao tidos como situacdes que podem favorecer
0 aparecimento ou recorréncia de vulvovaginites, ja que em situagdes de estresse o
corpo libera substancias como catecolaminas e cortisol que podem ser prejudiciais.
As catecolaminas geram vasoconstrigao periférica, podendo desencadear isquemia
tecidual relativa, com consequente alteracdo do metabolismo celular e o cortisol
pode atuar como forte agente supressor da imunidade local®.

O tabagismo também é apontado como fator de risco para a saude vaginal
podendo estar associado ao aparecimento de vulvovagintes como por exemplo a
vaginose bacteriana. Em um estudo realizado comparando a microflora vaginal de

mulheres fumantes e ndo fumantes e observou-se que nas fumantes havia uma
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menor propor¢ado de lactobacilos, considerados fatores protetores da vagina. Além
disso, o tabagismo pode gerar efeitos anti estrogénicos nas mulheres o que esta
associado a ocorréncia de atrofia vaginal e alteragdes na microbiota®®®.

O intercurso sexual é um fator que expde a vagina feminina a microtraumas,
escoriagdes e descontinuidades no epitélio que podem levar a alteracdes da flora
vaginal e favorecer o aparecimento de infec¢gdes. O proprio ato sexual e contato
entre as genitalias podem levar a aquisicdo de bactérias e promover o contato com
substancias que contribuem para a proliferagdo de patdgenos. A deposicdo de
sémen também ¢é outro fator que pode alterar a constituicdo da microflora, pois este
possui caracteristica de pH alcalino, diferente da regido vaginal'’.

O uso de preservativos € considerado um fator protetor importante para a
genitalia feminina com relagdo a infecgdo e aquisicdo de Doengas Sexualmente
Transmissiveis (DSTs). No entanto, em algumas mulheres, os componentes
quimicos do preservativo e eventuais microtraumas gerados pelo atrito do mesmo

com a mucosa, podem alterar o ecossistema vaginal e gerar risco de alergias®'=®.

3.4 Fototerapia

A fototerapia é uma modalidade terapéutica indicada comumente para
diferentes tipos de patologias dermatoldgicas utilizando a luz para alcangar objetivos

distintos®%4%)

. A luz é uma radiacdo eletromagnética cuja energia se transmite
através de fétons ocupando o espectro de emissdo, que varia entre o ultravioleta,
faixa de luz visivel e infravermelho'”.

O espectro eletromagnético € mensurado em nandmetros (nm) e é utilizada
especialmente para medir o comprimento de onda da luz visivel, a qual varia de 400
a 700 nm®*'. Essas alteracdes interferem na cor da luz emitida, e em consequéncia,

nos efeitos gerados pela mesma quando em contato com a superficie irradiada®®?.



22

LTNVAVAVAVAVAVAVAVA VA VA WA WA W e WA e I e e

Ultra- Ondas de Radio

Raios gama Raios-X violetal Infravermelho | Radar TV FM AM

| ' ' ' 1 !
0.0001 nm 0.01 nm 10nm _| 1000 nm 0.01 cm 1cm im 100 m

== Luz ~~
5 2 Visivel T

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Figura 1- Espectro Eletromagnético
(Fonte: www.infoescola.com/fisica/espectro-eletromagnetico/).

Historicamente, o uso da fototerapia de forma natural data de 1400, pelos
hindus que associavam plantas medicinais a exposi¢cdo de luz solar para o
tratamento de vitiligo. Esse tipo de terapia denominava-se helioterapia e foi se
espalhando por outras nagbes do mundo como Egito, Roma e Grécia.
Posteriormente constatou-se a importancia da luz solar para o tratamento de outras
patologias como tuberculose peritoneal e raquitismo®?.

Em 1894, na Alemanha, data-se a primeira construcéo e uso de luz artificial
para o tratamento de doencgas de pele, e iniciou-se entdo a fototerapia propriamente
dita. Lahmann utilizou uma lampada em arco de carbono associada a um espelho
para tratar paciente com ltpus vulgar na regido do nariz, com éxito!*?4%).

Em 1956, a utilizagdo da fototerapia foi descrita em Londres para o
tratamento de hiperbilirrubinemia, em neonatos diagnosticados ictéricos. No mesmo
periodo, amostras de sangue desses individuos foram expostas ao sol e
demonstraram redug¢ao importante de niveis séricos de bilirrubina. A partir dai varios
estudos foram desenvolvidos até que a fototerapia se consagrou padr&o ouro para o
tratamento dessa patologia em 19924,

O uso da fototerapia tem se expandido na area da saude tendo em vista sua
vasta aplicabilidade e a comprovagao da seguranga da técnica em seres humanos

(19 " Existem

quando utilizada em comprimento de onda e irradiancia adequadas
diferentes luzes que podem ser utilizadas, cada uma delas com caracteristicas e
finalidades especificas, variando em varios aspectos, dentre eles o comprimento de
onda, de acordo com o tipo de célula ou tecido que ira absorvé-la®.

Em relacdo as propriedades opticas da mucosa humana por exemplo,
estudos realizados in vitro demonstraram que existe uma maior absor¢ao da luz em

comprimentos de onda menores e que as principalmente as mitocondrias e os
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leucocitos, estruturas que compdem esse tecido, sdo os dispersores da luz pela
superficie, além disso, as fibras de colageno e elastina também interferem nesse
aspecto®®).

Os principais tipos de luz utilizados sao: a Luz Amplificada por Emissao
Estimulada de Radiagdo (LASER) de baixa e média poténcia; Diodo Emissor de Luz
(LED) e a Luz Intensa Pulsada (LIP). O LASER e o LED s&o emitidos sempre em
comprimento de onda constante, ja a LIP emite comprimentos diferentes de forma
simultanea. Essas caracteristicas fazem com o que o LASER e o LED sejam mais
especificos em relacdo as células de absorgcdo, enquanto a LIP é captada por

diferentes tipos celulares ao mesmo tempo, devido sua variabilidade®.

3.5 Fotobiomodulagao

A fotobiomodulagdo é o processo de estimulo das células presentes no local
da aplicacao da luz, promovendo resposta especifica das mesmas com consequente

aumento da funcdo e maior taxa de proliferagdo celular®

. As respostas séao
iniciadas nas cadeias respiratorias mitocondriais e em seguida se permeiam pelo
citoplasma e nucleo das células promovendo reagdées como maior producdo de
fibroblasto e sintese de colageno, crescimento da sintese de acido
desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA), sintese de adenosina
trifosfato (ATP), maior vascularizagdo e variacdes na condugéo nervosa#4748:49),

O mecanismo de acdo do LED apresenta efeito de fotobiomodulacéo,
configurando-se como uma técnica que gera efeitos locais com minimas
possibilidades de reagbes adversas. Os efeitos fisiolégicos ocorrem a partir de uma
complexa cascata de sinalizagao celular decorrente da ag¢do da luz que ocasiona
diversos processos como homeostase celular, alteracbes de produgdo energética
celular, modulacdo de DNA e RNA, alteragdes de permeabilidade da membrana,
alcalinizagdo do citoplasma e despolarizacdo da membrana celular®.

A fotobiomodulacdo ocasionada pelo LED azul ainda € pouco esclarecida,
porém sabe-se que assim como outras luzes, através do mecanismo fotobioldgico

universal, esta tem capacidade de gerar respostas de ativagao celular®®,
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3.6 Diodo Emissor De Luz- LED

O LED é um dispositivo semicondutor que quando energizado, emite luz
visivel pelo processo de eletroluminescéncia, isto €, emisséo de luz por aplicagao de
uma fonte elétrica de energia(‘”). Esta luz compde o espectro eletromagnético e varia
no comprimento de onda, entre 247 e 1300 nm, com emissao de luz da ultra violeta
até o infra vermelho. A diferenciacdo de comprimento de onda gera mudancga da cor
da luz, sendo as mais utilizadas a azul (400 — 470nm), verde (470-550nm), vermelho
(630- 700 nm) e infravermelho (770- 1200nm)“".

A emissédo de luz do LED ocorre de forma divergente, ou seja, com feixe
amplo alcangando uma maior area durante a aplicagdo sem necessidade de

78 Além disso, esta luz é classificada como nao

movimentagdo do aparelho!
colimada e nao coerente o que faz com que os fétons se repartam em uma
superficie maior, permitindo facilidade de aplicacdo para o terapeuta tendo em vista
que nao é necessario mover o dispositivo durante a terapia, podendo este ficar

47 Dentre outras vantagens do LED, pode-se citar o

posicionado de forma estatica
baixo custo, a possibilidade de associar-se a diferentes comprimentos de onda em
um mesmo feixe de luz, e o fato de serem atérmicos e néo invasivos“".

Os efeitos gerados pelo LED variam conforme a cor de luz emitida,
comprimento de onda, dose, intensidade, modos de emissao e tempo de aplicacao.
De forma geral, as caracteristicas das cores de luz emitidas pelo LED s&o variadas,
onde o azul € indicado para finalidades antimicrobianas e o verde e vermelho
indicados para rejuvenescimento, fungdes cicatrizantes e anti-inflamatorias. Essas
variagdes também implicam na profundidade de penetragcdo na superficie aplicada,

tendo os menores comprimentos uma maior profundidade®3°).

Inside a
Light Emitting
Diode

Emitted Light
Beams

Diode

Transparent
Plastic Case

Terminal Pins

Figura 2- Parte Interna do Diodo Emissor de Luz
(Fonte: www.eeweb.com/profile/andrew-carter/articles/facts-about-light-emitting-diodes-led)




25

3.6.1 Uso Terapéutico do LED

O LED tem sido vastamente utilizado na area da saude por apresentar uma
série de efeitos no tecido exposto e algumas vantagens em relagédo a outros tipos de
luz”). O LED é um equipamento que n3o apresenta filamentos no seu interior, o que
inibe o risco dessas estruturas se romperem, permitindo assim um tempo de vida util
maior. Além disso, sdo atérmicos e geram menor consumo energético®>").

A depender das especificacbes do LED, a foto-estimulagdo ocasionada por
ele atua de diversas formas sobre o mecanismo celular”). Atualmente existem
relatos do uso do LED em humanos de forma segura e com diferentes finalidades
como anti-inflamatérias, bactericidas e fungicidas!”'"'?. Diante das evidéncias do
uso terapéutico desta luz, A Food and Drug Administration (FDA) aprovou testes
clinicos envolvendo seu uso para a cicatrizacdo de feridas em humanos por
apresentar minimos riscos de lesdes®?.

Quando em comprimentos de onda menores, entre 400 e 470 nm, o LED
possui coloragdo azul e tem como principal fungdo a agdo germicida de forma

(1039

segura, por ndo ocasionar lesdo celula ). Atualmente estudos demonstram sua

aplicabilidade em humanos em regido de face para tratamento da acne, em mucosa

gastrica para destruigdo do H. pylori e em genitalia feminina para tratamento da
10,11,12)

candidiase vulvovaginal recorrente!

Figura 3- Utilizagdo do Prot6tipo de Diodo Emissor de Luz Azul
Fonte: Autoria Propria
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB) em janeiro de 2017 atraves
do CAAE: 56391416.1.0000.0056 (Anexo 1) e possui registro no Clinical Trials
(NCT03075046). As participantes da pesquisa foram devidamente esclarecidas
quanto aos objetivos do trabalho, possiveis riscos e beneficios e assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 2), conforme determina a
Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude em humanos, sendo garantido o
sigilo dos dados.

Trata-se de um ensaio clinico fase |, de carater descritivo, realizado com 10
mulheres entre 18 e 45 anos, com mucosa vaginal saudavel. Todas as participantes
do estudo estavam em fase de menacme, ou seja, periodo fértil da vida da mulher e
apresentaram resultado de exame de preventivo ginecoldgico dos ultimos 12 meses
sem achados patologicos. A selegdo das participantes ocorreu por demanda
espontanea, através de encaminhamento de servigos de ginecologia e o estudo
aconteceu num consultério ginecolégico, localizado em um centro médico na cidade
de Salvador.

Foram excluidas mulheres com diagndstico e/ou suspeita de neoplasias,
com dificuldade para responder as perguntas da anamnese, doengas neurolégicas
e/ou psiquiatricas e gestantes. Além disso, foram excluidas aquelas que estavam em
uso de antibiético, corticoides e imunossupressores, ou que iniciassem uso destes
durante o estudo. E ainda, aquelas que apds a avaliagcdo inicial iniciaram ou
interromperam uso de ACO.

Inicialmente as participantes foram submetidas a uma entrevista com uma
Fisioterapeuta envolvida no estudo para a obtencdo de dados clinicos e sdécio-
demograficos (Apéndice 1). As mesmas também foram questionadas quanto a
alguns habitos de vida, se estavam ativas sexualmente, isto &, ter tido relagcao sexual
nas ultimas quatro semanas, se faziam uso de ACO dentre outros.

Em seguida, as mulheres passaram por exame clinico, realizado em sala
privativa, sempre pela mesma profissional. Nesse momento alguns achados em
relagdo a mucosa vaginal foram considerados como padrdes de normalidade para
critério de inclusédo das participantes na pesquisa, sendo eles: a auséncia de sinais e

sintomas indicativos de patologias como prurido, dor, ardéncia, disuria, eritema,
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fissura, edema, escoriagbes vulva-utero e corrimento grumoso; o Teste de Hidroxido
de Potassio (KOH) deveria estar negativo, isto é, sem exacerbacdo de odor no
momento em que a substéncia era colocada em contato com a secreg¢ao vaginal na
ldamina; e a Citologia a Fresco com uso de soro fisiolégico para observagdo da
secregcdo vaginal através de microscopio Optico. Este ultimo exame deveria
apresentar células tipicas da microbiota vaginal como os Lactobacillus sp. elou
outros bacilos, auséncia ou raros leucdcitos e auséncia de hifas e/ou esporos
fungicos e de bactérias patogénicas.

ApoOs analisados esses critérios, caso os dados encontrados fossem
compativeis com os padrdes de normalidade, a participante seria submetida as
préximas fases do estudo, como avaliagdo de pH vaginal feito através de fitas
especificas introduzidas no canal vaginal durante 1 minuto e coleta de secregao
vaginal para analise de Citologia Oncoética, através de exame Papanicolau com uso
da espatula de Ayre (material da ectocérvice) e da escova endocervival (material
endocervical). E importante ressaltar que eram considerados achados normais na
citologia oncética a presenca de Lactobacillus sp. e/lou outros bacilos, inflamacgao
discreta e auséncia de atipias celulares.

Nas mulheres saudaveis que seguiram na pesquisa foi utilizado o protétipo de
LED azul especificamente desenvolvido para este estudo, com comprimento de
onda 401 + 5 nm, poténcia de 30 W, média de irradiancia de 0,000773 W/cm?, por
30 minutos. Durante a aplicacdo da luz a mulher ficou em decubito dorsal, com
joelhos fletidos e quadris em abdugé&o e, para maior conforto da participante, os pés
estavam apoiadas na maca. O espéculo utilizado era de tamanho pequeno, no
intuito de reduzir risco de desconforto, e o mesmo ficou inserido no canal vaginal e o
dispositivo do LED apoiado em tripé, de forma externa e estatica, em frente a regiao
vulvovaginal, cerca de 5 cm de distancia da mesma. A terapia foi realizada por
fisioterapeuta, em ambiente fechado e o protocolo consistiu de apenas uma sessao.

Apd6s um intervalo de 21 a 28 dias, a depender do clico menstrual da
participante, a mesma passou por nova avaliagdo similar incluindo entrevista,
mensuragao de pH vaginal e nova coleta de secregao vaginal para citologia oncotica,
para posterior analise dos dados de forma comparativa.

Neste intervalo de dias, caso houvesse alguma queixa ou desconforto, a
participante foi orientada a comparecer ao local de pesquisa para consulta

ginecologica e, se necessario, receberia os devidos encaminhamentos.



28

5 ESTATISTICA

Em cumprimento a questdes éticas, nao foi realizado calculo amostral tendo
em vista tratar-se de um ensaio clinico fase |, com finalidade de testar a seguranga e
efeito do LED azul 401 £ 5nm em mucosa vaginal saudavel. Evidencia-se que esta é
uma técnica nova, ndo utilizada anteriormente em genitalia feminina saudavel.

Para elaboracdo do banco de dados e anadlise descritiva foi utilizado o
software Statistical Package for Social Sciences (SPSS), verséo 14.0 for Windows.
Os resultados foram apresentados por meio de tabelas. As variaveis numéricas

foram expressas em média e desvio padrao e as categoricas em valores absolutos.
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6 RESULTADOS

Inicialmente foram recrutadas 20 mulheres para participagdo no estudo.
Destas, 10 ndo participaram do estudo por ndo atenderem aos critérios de inclusao
desta pesquisa. Quatro (4) delas por apresentarem leucécitos numerosos e bacilos
supra-citoplasmaticos (sugestivos de Garnerella/Mobiluncus) visualizados em
citologia a fresco e através do Teste KOH positivo com exacerbagédo de odor, duas
(2) por apresentarem hifas de fungo Candida sp. e quatro (4) por constatagao de
numero elevado de leucocitos, ambos vistos na citologia a fresco (Figura 4).

Das 10 participantes incluidas na pesquisa, uma delas foi excluida no
momento da reavaliagdo, pois relatou ter interrompido o ACO que utilizava de forma

continua ha quatro anos.

Avaliado por Elegibilidade Nao foram incluidas no estudo

(n=20) (n=10)
-4 mulheres com numerosos
leucocitos e bacilos

\4

supracitoplasmaticos

- 2 mulheres com presenga
de hifas de Candida sp.

- 4 mulheres com numero
elevado de leucécitos

Intervengao (n= 10)

Reavaliagéo 21/28 Excluida (n=1)
dias apos (n=10) * Interrompeu ACO

L 4

Analise (n=9)

Figura 4- Fluxograma da randomizagdo recomendada pela Consort.

As caracteristicas socio-demograficas e os dados ginecoldgicos encontrados
estdo descritos na tabela 1. A média de idade da amostra foi de 27 £ 5,4 anos, e a
média de IMC foi 25,25 + 3,05 kg/m® Além disso, a maior parte das mulheres

apresentava ciclo menstrual regular e cinco faziam uso de ACO (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas sécio-demograficas e dados ginecologicos de 10 mulheres

submetidas a aplicacdo da luz de LED azul 401+ 5nm (Salvador-BA).
Uso de Historico

CA Idade IMC ACO CM de VV G/PIA
1 22 31.2 Nao Regular Nao 0/0/0
2 31 22.4 Sim Regular Nao 0/0/0
3 25 28.7 Sim Ausente Sim 0/0/0
4 25 247 Sim Regular Sim 0/0/0
5 22 23.3 Sim Regular Sim 0/0/0
6 24 24.0 Sim Ausente Nao 0/0/0
7 21 22.4 Nao Irregular Nao 0/0/0
8 29 27.3 Nao Regular Sim 0/0/0
9 36 22.2 Nao Regular Sim 0/0/0
10 35 25.9 Néao Regular Néao 0/0/0

CA = Cédigo de Amostra; IMC= indice de Massa Corporal; CM= Ciclo Menstrual; VV= Vulvovaginite;
G/P/A= Gestagao / Parto / Aborto.

Em relagdo aos habitos de vida das mulheres envolvidas no estudo (Tabela 2),
foi possivel perceber que dentre as 5 que estavam sexualmente ativas, 3 delas n&o
faziam uso de preservativo nas relagdes sexuais. Além disso, a maioria delas n&o
utilizava produtos especificos de higiene e protetores intimos diarios e metade delas

fazia uso frequente de absorvente interno.

Tabela 2: Habitos de vida de 10 mulheres submetidas a aplicagado da luz de LED
azul 401+ 5nm_ (Salvador-BA).

Sexualmente Preservativ Uso

CA ativa o PID Al Local secagem RI Uso de PHI
1 Nao - Nao Nao Seco Nao
2 Sim Sim Sim Sim Umido Nao
3 Nao - Nao Sim Umido Nao
4 Sim Nao Nao Sim Umido Sim
5 Sim Nao Nao Sim Umido Sim
6 Sim Nao Sim Nao Seco Sim
7 Nzo - Nao Nao Umido Nao
8 Nao - Nao Sim Umido Nao
9 Sim Sim Nao Nao Umido Nao
10 Nao - Nao Sim Seco Sim

CA = Cédigo de Amostra; PID= Protetor intimo Diario; Al= Absorvente Interno; RI= Roupa Intima;
PHI= Produto de Higiene Intima.

No que se refere aos dados citologicos (Tabela 3), observa-se que em
nenhuma das participantes houve modificagdo patogénica na composigdo de
microflora, sendo mantidos os achados de alteragdes celulares benignas (inflamagéao
discreta). Quanto ao pH, dentre as 9 participantes mantidas no estudo, 8
apresentaram valores iguais nos dois momentos da avaliagdo, e 1 apresentou
reducdo (5.0 — 4.0). Uma das participantes apresentava quadro de atrofia vaginal

inicialmente e isso se manteve na reavaliagao.



31

Tabela 3: Dados citologicos e quimicos de 10 mulheres submetidas a aplicagédo da
luz de LED azul 401+ 5nm (Salvador-BA).

CA pH Microflora ACB Atipia Celular
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
1 4.0 4.0 LB LB ID ID  Ausente Ausente
2 4.0 4.0 LB +OB LB+OB ID ID Ausente  Ausente
3 4.0 4.0 LB LB ID ID Ausente  Ausente
4 5.0 5.0 LB+OB LB+OB ID+AT ID+AT Ausente  Ausente
5 4.0 - LB - ID - - -
6 4.0 4.0 LB OB ID ID Ausente  Ausente
7 4.0 4.0 LB LB ID ID Ausente  Ausente
8 4.0 4.0 LB LB Ausente  Ausente Ausente  Ausente
9 5.0 4.0 LB+OB LB Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
10 4.0 4.0 LB+OB LB+OB ID ID Ausente  Ausente

CA= Codigo de Amostra; T1= Tempo 1; T2= Tempo 2; pH= Potencial Hidrogenibnico; LB=
Lactobacillus sp.; OB= Outros Bacilos; ACB= Alteragdes Celulares Benignas; ID= Inflamagéo
Discreta; AT= Atrofia.

Nenhuma das participantes relatou surgimento de efeitos adversos como
aquecimento, dor ou desconforto durante e/ou apds a exposi¢cao ao LED azul 401 +
5nm e também n&o foi observado pelo terapeuta o surgimento de eritema na regiao
exposta. Uma das participantes relatou incbmodo durante a passagem do especulo
pelo canal vaginal, no entanto este episddio foi sanado em poucos segundos com a
acomodacao do equipamento no local.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo trata-se de um ensaio clinico fase |, pioneiro no uso do
LED azul 401+ 5nm em mucosa vaginal saudavel e sugere que esta luz pode ser
utilizada em mulheres jovens, tendo em vista que n&o foram vistos efeitos adversos
como aquecimento, dor ou incomodo durante ou apds uso da luz. Além disso, nado
foram observadas modificagdes patogénicas em microflora vaginal nas participantes
envolvidas.

O fato de nado ter sido observado nenhum efeito adverso como dor,
aquecimento ou desconforto nas participantes durante ou apds a aplicagao da luz,
explica-se pois esta fototerapia € uma modalidade terapéutica n&o invasiva, atérmica

1241) " Alguns estudos ja utilizaram a luz azul em

e que possui penetragao superficial'
humanos em diferentes regides demonstrando também n&o haver surgimento de
efeitos adversos!'"12°%).

Em concordancia com este estudo, Elman et al. (2003) desenvolveram uma
pesquisa utilizando o LED azul (405-420nm), com irradiéncia variando entre 50 e
200 W/cm?, envolvendo 46 participantes com acne. Foram realizadas aplicacdes da
luz em regido de face e n&o houve surgimento de efeitos adversos, nem relato de
dor ou desconforto em nenhum dos participantes®?.

Da mesma forma, Morton et al. (2005) utilizaram a luz azul (409-419 nm) em
30 pacientes com acne facial e ndo observaram efeitos adversos como dor ou
elevacao de temperatura em nenhum deles. Neste estudo observou-se reag¢des auto
limitadas as lesdes que variaram de leve vermelhiddo logo apds o tratamento em 16
(53%) dos participantes, secura de pele em 4 (13%) e prurido leve em 5 (16%) deles.
Essas reagbes podem ser justificadas pela caracteristica inflamatéria das areas
lesionadas e pela interagdo do LED azul com a bactéria presente na acne®.

No presente estudo ndo houve relato de efeitos adversos secundarios a
exposicao a luz azul, apenas uma participante referiu incbmodo durante a passagem
do espéculo pelo canal vaginal. Acredita-se que este fato pode ser explicado pelo
relaxamento incompleto da musculatura perineal durante introdugéo do disposivitivo,
tendo em vista que essa queixa € comum entre as mulheres que passam por
exames de preventivo, sendo inclusive em alguns casos, uma justificativa para a nao
realizacdo do mesmo de forma periddica. Além disso, normalmente ndo sao

utilizados lubrificantes na realizagdo desse exame para evitar possiveis alteracbes
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no resultado e a reduzida lubrificagdo local durante a passagem do especulo
ocasionada pelo proprio estado de tensdo durante a avaliagdo podem justificar o
acontecimento do incdomodo®®?.

O mecanismo de agao do LED se da por fotobiomodulagao, isto € estimulo a
células locais, promovendo ativagdo das mesmas e regularizando seu
funcionamento, com minimo de efeitos adversos. Além disso, esta luz é considerada
benigna para exposigdo em humanos quando utilizadas em comprimento de onda e
iradiancia adequadas, com aprovagdo inclusive pela FDA®%%? Essas
caracteristicas da luz podem embasar o fato de ndo terem sido observadas
modificagdes patogénicas na microflora vaginal das participantes do estudo.

Sabe-se que pelo mecanismo universal de fotoativagao, a luz de LED é capaz
de promover proliferacdo celular, maior producdo de ATP e aumento da
vascularizacgo local®*®). As participantes envolvidas neste estudo tinham mucosa
vaginal saudavel e mantiveram essas caracteristicas com confirmagdo na
reavaliacdo. Acredita-se que mesmo que tenha ocorrido ativagao celular local por
acao da luz, foi mantido o equilibrio da microbiota vaginal, sem surgimento de
alteragdes patologicas ou atipicas.

Corroborando com este estudo, Kleipenning et al. (2010) desenvolveram um
estudo piloto envolvendo pessoas saudaveis. Oito individuos com pele sem
alteragdes foram expostos a fototerapia com luz azul (380-480nm) durante cinco
dias consecutivos, com irradiancia diaria de 20 Jicm?  Através de biopsia
comparativa de antes e depois da aplicacao, foi possivel observar que ndo houve
surgimento de células inflamatérias, queimaduras e danos ao DNA. Foram
observadas a presenca de melanogénese transitoria em um participante e maior
vascularizacdo temporaria sem consequente apoptose nos demais, 0 que permitiu
sugerir que o uso da luz azul em pele humana durante curto espaco de tempo é
seguro®®®).

Ganz et al. (2005) desenvolveram uma pesquisa com utilizagado de luz azul
405 + 2nm, com irradiancia de 40J/cm? em pacientes sintomaticos com diagnéstico
de Helicobacter pylori em regido de estdbmago. Esses autores também nao
encontraram efeitos adversos em consequéncia a exposi¢cao da luz azul. Além disso,
nao foram observadas alteragbes histologicas quando comparadas as biopsias
realizadas antes e apds a terapia em areas expostas e nao expostas a luz'".

Em 2017 foi realizado um relato de caso com uma participante com
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diagnostico de Candisiase Vulvovaginal Recorrente (CVVR) na qual foram aplicadas
trés sessbes de LED azul (4015 nm) em regido vaginal. No estudo ndo foram
observados efeitos adversos durante ou apds uso da luz e também nao foram
observadas alteragdes celulares sugestivas de malignidade nos exames de citologia
oncética antes e trés meses apos o tratamento!’®. O estudo demonstra que n&o
houve variagdo em células tipicas da microbiota vaginal. Acredita-se que este
achado pode ser justificado pois a luz de LED atua por fotobiomodulagao
regularizando a agao celular, como as células saudaveis estavam em pleno
funcionamento, as mesmas néo sofreram modificagdes secundarias a terapia“®).

No presente estudo, todas as participantes mantiveram composicido de
microflora vaginal saudavel, o que sugere que o LED azul 401 £ 5nm nao oferece
riscos ao equilibrio do ecossistema vaginal saudavel. As alteragdes da flora vaginal
observadas em duas participantes deste estudo podem ser explicadas né&o
especificamente como uma mudanga dos tipos de bacilos, pois estes poderiam ja
estar presentes e n&o terem sido visualizados no exame de citologia oncotica inicial
por ndo serem 0s mais prevalentes. Além disso, estas variagbes sao consideradas
normais tendo em vista que fatores endogenos e exdégenos exercem influéncia direta
nas flutuagdes do ecossistema vaginal e estes ndo sdo compostos exclusivamente
por Lactobacillus sp., mas por diferentes tipos de bacilos"%°"),

Dentre os fatores que podem causar flutuagdes fisiolégicas na composigao da
microflora vaginal, pode-se citar, por exemplo, o intercurso sexual. Através do
préprio atrito que ocorre na mucosa durante ato sexual existe a possibilidade de
surgirem microtraumas que podem levar a mudangas nas caracteristicas locais.
Além disso, caso ndo seja usado preservativo, o proprio contato da mucosa vaginal
acida com o sémen que tem caracteristicas alcalinas pode gerar mudangas ou, no
caso do uso do preservativo, o contato da mucosa com os componentes quimicos
do mesmo, também pode favorecer flutuacbes na composicdo da microflora
vaginal(-°89),

Uma das participantes que apresentou modificagdo nos achados de
microbiota fazia uso de produtos especificos de higiene intima e protetores diarios
com frequéncia, o que também pode ocasionar variagbes na composicdo do
ecossistema vaginal e em alguns casos até interferir na satude local®®”. A outra
participante que apresentou variagdo na composi¢ao da microbiota vaginal ndo fazia
uso de ACO e tinha ciclo menstrual regular, esses fatores também podem ser
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responsaveis por oscilagbes hormonais importantes ao longo do ciclo e
consequentemente interferir na composigao da microbiota vaginal®®.

Em todas as participantes foi possivel observar manutencdo do quadro de
inflamacdo discreta quando comparados os dois momentos de avalicdo pela
citologia oncotica. Esse achado € considerado normal e tipico de mucosa vaginal
saudavel e o mesmo pode ser justificado pelo proprio ato sexual ou oscilagbes
hormonais que podem levar a presenca de processo inflamatério discreto®”*9),

A maioria das participantes do estudo mantiveram valores de pH vaginal
iguais quando comparados os dois momentos de avaliagdo e apenas uma delas
apresentou reducéo no valor de pH (5.0 — 4.0). Esse achado configura-se com uma
adequacao do valor de pH vaginal, pois sdo considerados normais valores entre 3.8
e 4.5, e caracteriza-se como um fator protetor do meio vaginal contra infecgdes por

55881)  Estudo anteriores n3o

patégenos devido sua caracteristica acidal
correlacionam essa modificagdo no valor de pH com o uso do LED azul 401+ 5nm,
porém, sabe-se que as oscilagbes na acidez da regido podem ocorrer de forma

fisiologica estando relacionados com a manutengao do equilibrio da flora vaginal.
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8 LIMITAGOES E PERSPECTIVAS DO ESTUDO

Pode-se citar como limitagées do estudo a auséncia da investigagdo sobre o
periodo do ciclo menstrual das participantes nas datas das avaliagdes, tendo em
vista que este pode ser um fator de interferéncia na composicdo da microflora
vaginal.

Este estudo sugere que o LED azul 401+ 5nm pode ser uma possivel
alternativa para o tratamento de disfungbes vulvovaginais, porém ha a necessidade
de estudos posteriores utilizando esta luz em mulheres com patologias em trato
geniturinario para verificagcdo do efeito em relagdo as disfungbes. Existe também a
perspectiva de avaliagdo de dados especificos de imunidade local da vagina em
mulheres submetidas ao LED azul 401+ 5nm para avaliagdo de possiveis efeitos
quanto a este aspecto.

O Grupo de Pesquisa envolvido no desenvolvimento desta pesquisa esta
executando novas fases de ensaios clinicos dando continuidade aos
esclarecimentos acerca da resposta do LED azul 401+ 5nm em mucosa vaginal

feminina.
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9 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a utilizacdo do LED azul 401 £ 5 nm em
mucosa vaginal saudavel de mulheres jovens ndao ocasionou mudangas patogénicas
em microflora e em valores de pH vaginal. Além disso, ndo foi observado surgimento
de efeitos adversos como dor, aquecimento ou incobmodo durante ou apos uso da luz
nas participantes.

Sugere-se assim a utilizagdo do LED azul 401 £ 5 nm para verificagdo dos

efeitos da luz em agentes patogénicos vulvovaginais.
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APENDICES

Apéndice 1 - Ficha Clinica e socio demografica

1. Codigo de Identificacdo da Amostra:
2. Data de Nascimento:

3. indice de massa corpérea:

4. Escolaridade:
( )1. Ensino Fundamental ( )2. Ensino Médio ( )3. Ensino Superior Incompleto
( )4.Ensino Superior Completo ( )5.Especializagao

5. Renda mensal:
( )1.1 Salario Minimo ( )2. até 2 Salarios Minimos ( )3. até 3 Salarios Minimos
( )4. 4 Salarios Minimos ( )5. 5 ou mais Salarios Minimos

6. Estado civil:
( )1.Solteira ( )2.Casada ( )3.Divorciada ( )4.Viuva

7. Diabetes:
( )1.Sim ( )2.Néao

8. HAS:
( )1.Sim ( )2.Ngo

9. Cardiopatia:
( )1.Sim ( )2.Nao

10. Doengas da tireoide:
()1.Sim ()2.Nao Qual?.........ccoeeeiiieee

11. Histdrico de neoplasia:
( )1.Sim ( )2.Nao

12. Historico de epilepsia:



( )1.Sim ( )2. Nao

13. Déficit cognitivo:
( )1.Sim ( )2.Néao

14. Doengas neurologicas ou psiquiatricas:
( )1.Sim ( )2. Nao

15. Gestante no momento:
( )1.Sim ( )2.Nao

16. Gestacgoes: Parto: Aborto:

17. Tipos de Parto:
1. Cirurgico 2. Vaginal

18. Cirurgias em regiao perineal:
( )1.Sim( )2.Nao ( )1.1.Ha menos de 5 anos ( )1.2. Ha mais de 5 anos

19. Infecgdo ativa em regido vaginal:
( )1.Sim ( )2.Nao

20. Ja apresentou algum episodio de CVV?
( )1.Sim ( )2.Nao

21. Ciclo menstrual:

( )1.Regular ( )2.Irregular
22. Menopausa:

( )1.Sim ( )2.Nzo

23. Uso de Anticoncepcional Oral:
( )1.Sim( )2.Nao Qual? ....cccceeeiiiiiiiiiii,
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24. Uso de algum método contraceptivo?

( )1.SIM ()2, NBO QUAI?- e

25. Uso de Antibidtico:

( )1.Sim ( )2. Nao Topico — regiao vaginal ( ) sistémico ( )

26. Uso de Corticoide:

( )1.Sim ( )2.Nao Tépico — regiao vaginal ( ) sistémico ( )

27. Uso de imunossupressores
( )1.Sim ( )2.Nao

28. Terapia de reposicao hormonal
( )1.Sim ( )2.Nao

29. Infecgéo por HIV
( )1.Sim ( )2.Néao

30. Sexualmente ativa:
( )1.Sim ( )2.Nao

31. Parceiro sexual fixo:
( )1.Sim ( )2.Nao

32. Protetor intimo diario:
( )1.Sim ( )2. Nao

33. Produto de higiene intima:
( )1.Sim ( )2. Nao

34. Uso de roupas intimas justas e/ou sintéticas
( )1.Sim ( )2.Nao
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35. Se considera estressada, ansiosa, deprimida?
( )1.Sim ( )2.Nao Qual? ........cooeeeeie

36. Dieta alimentar muito acida:
( )1.Sim ( )2.Nao

37. Dieta rica em agucar:
( )1.Sim ( )2.Nao

38. Terapia com lactobacilos
( )1.Sim ( )2.Nao

39. Uso frequente de iogurte
( )1.Sim ( )2.Néo

40. Local de Secagem da Calcinha:

( )1.Banheiro ( )2.Varal em Local Arejado

41. Sentido da Higienizag&o vaginal:
( )1. Vagina-anus ( )2. Anus- vagina

42. Residuo de fezes na calcinha:
( )1.Sim ( )2.Nao

43. Contato com alérgeno ou irritantes da genitalia:
( )1.Sim ( )2.Néo

44. Quatro episddios ou mais de Candidiase Vulvovaginal em um ano:
( )1.Sim ( )2.Nao

Sinais e Sintomas:

a. Prurido: ( )1.Sim ( )2.N&o - ( )1.Melhor ( )2.Pior ( )3.Inalterado



> Q@ &~ 0 o O o

. Leucorreia: ( )1.Sim ( )2.Nado- ( )1.Melhor ( )2.Pior ( )3.Inalterado

Dor: ( )1.Sim ( )2.Nao- ( )1.Melhor ( )2.Pior ( )3.Inalterado

. Ardéncia: ( )1.Sim ( )2.N&o - ( )1.Melhor ( )2.Pior ( )3.Inalterado
. Disuria: ( )1.Sim ( )2.Ndo- ( )1. Melhor ( )2.Pior ( )3. Inalterado

Dispareunia: ( )1. Sim ( )2. Nado- ( )1. Melhor ( )2.Pior ( )3. Inalterado

. Eritema vulvar: ( )1. Sim ( )2. Ndo- ( )1. Melhor ( )2.Pior ( )3. Inalterado
. Fissura vulvar: ( )1.Sim ( )2.Nao- ( )1.Melhor ( )2.Pior ( )3.Inalterado
. Edema vulvar: ( )1. Sim ( )2. N&o - ( )1. Melhor ( )2.Pior ( )3.Inalterado
. Escoriagbes vulva/utero: ( )1. Sim ( )2. Ndo - ( )1. Melhor ( )2. Pior

( )3. Inalterado
Corrimento grumoso, sem odor ( )1. Sim ( )2. Ndo - ( )1. Melhor ( )2. Pior
( )3. Inalterado

-Diagndstico de Candidiase Vulvovanginal por citologia a fresco com KOH 10%:
( )1.Sim ( )2.Nao

-pH vaginal:

Antes:

Depois:

Variaveis citolégicas

Citologia a fresco:

Normal ( ) N&o Normal ( )

Citologia Oncdtica:

Normal ( ) N&o Normal ( )

Efeitos Adversos

Durante a aplicagéo da luz:

Nao( ) Sim( )

Apos a aplicagao da luz:

Nao( ) Sim( )
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Apéndice 2- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TiTULO DO PROJETO DE PESQUISA: USO DO DIODO EMISSOR DE LUZ AZUL
NO TRATAMENTO DE MULHERES COM CANDIDIASE VULVOVAGINAL: UM
ENSAIO CLINICO

Pesquisadora responsavel: Patricia Lordelo, Sibele Tozetto e Milena Bastos.

A senhora esta sendo convidada para participar, como voluntaria, de uma pesquisa.
ApOs ser esclarecida sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma via ficara
com a senhora e a outra ficara com a pesquisadora. Em caso de recusa, vocé nao
sera penalizada de forma alguma.

A senhora foi escolhida por apresentar queixa clinica de candidiase vulvovaginal que
consiste em uma infecgdo na regido da vulva e vagina, que causa principalmente
sensacgao de prurido, ou seja, "coceira”. Além disso, causa corrimento, vermelhidao,
inchacgo, dor ao urinar e dor durante a relagao sexual.

Trata-se de uma pesquisa que tem como objetivos: 1) avaliar a resposta clinica e
microbiolégica do LED azul 405 nm no tratamento de mulheres com candidiase
vulvovaginal; 2) avaliar a resposta clinica e microbiologica do LED azul 405 nm no
tratamento de mulheres com trato geniturinario inferior saudavel, 3) isolar e
identificar amostras de candida a partir da secregao vaginal de pacientes com
candidiase vulvovaginal. 4) Investigar o perfil epidemiolégico das pacientes com
candidiase vulvovaginal tratadas com LED azul 405 nm. Isto é, nas mulheres que
tém candidiase vulvovaginal sera verificado se o LED azul de 405 nm é capaz de
destruir os fungos causadores da doenca e melhorar as queixas apresentadas, e
serdo identificados os tipos de fungo encontrados nas amostras da secregéo vaginal.
No caso das mulheres sem a doencga, sera verificado se o LED causa alguma
alteragdo na regido vaginal. Além disso, através deste estudo tracaremos o perfil
epidemioldgico de pacientes tratadas com LED azul 405 nm, ou seja vamos querer
conhecer a média de idade dessas pacientes, seu estado civil, escolaridade, dentre
outras questoes.

E importante deixar claro que existem estudos que comprovam que o LED azul de
405 nm foi capaz de destruir fungos e bactérias na regido de estdmago e rosto,

porém o estudo em regido intima nao existe, e essa € uma pesquisa pioneira.
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Neste estudo existirdo dois grupos, um formado pelas mulheres que tém queixa de
candidiase vulvovaginal e outro formado por mulheres saudaveis, sem queixa e sem
infeccdo na regido, em ambos os grupos sera utilizado o mesmo protocolo de
tratamento com o LED azul de 405 nm. No grupo que tem a infec¢gdo na vagina sera
avaliado se foi possivel destruir o fungo e melhorar as queixas; e no grupo com
vagina saudavel serdo avaliadas se aconteceram alteragbes como por exemplo
mudanga no nivel de pH, ou seja nivel de acidez do meio vaginal.

A senhora passara por uma entrevista com a ginecologista e respondera perguntas
como idade, ocupacgéo, escolaridade, além de algumas questées como por exemplo,
se esta gravida, se tem problema cardiaco, se tem “coceira” na regido da vagina, se
tem dor ao urinar e na relagdo sexual, dentre outras. Essas perguntas ser&o
respondidas pela senhora antes do tratamento, imediatamente apds concluir o
mesmo e trés meses depois do tratamento, para que sejam comparadas as
respostas.

Em seguida, a senhora passara por um exame clinico ginecologico, que sera
realizado em sala fechada, sempre pela mesma ginecologista. Neste momento, caso
a medica suspeite de alguma infecgdo que ndo seja candidiase vulvovaginal a
senhora sera excluida do estudo, ndo fazendo mais parte dos dados da pesquisa,
mas recebera toda a orientagdo necessaria, sera feito um exame preventivo, feitas
solicitagdes de outros exames e prescrito tratamento, caso necessario.

Caso a senhora tenha candidiase vulvovaginal ira continuar na pesquisa para
realizagdo de alguns exames como da citologia a fresco, avaliagdo do Ph e cultura
especifica do fluido vaginal. Esses exames sao feitos apenas com a coleta da
secrecao da regiao da vagina e enviado para um laboratério que ira analisar e dar os
resultados.

Sera entdo aplicado o LED azul 405 nm, especialmente desenvolvido para a
pesquisa, com o eletrodo no canal vaginal, de forma parada. O tratamento consistira
de uma a trés sessdes. A senhora estara sem roupa, usando apenas um avental, em
uma sala fechada, com pernas dobradas e um pouco abertas. Na sala, estara com a
senhora uma fisioterapeuta especialista em saude da mulher, que fara a aplicagao
da luz.

ApOs a sessao, o eletrodo sera enviado para esterilizagdo, ou seja, para limpeza do
material. No intervalo desses dias sem tratamento, caso a senhora tenha alguma

queixa em relagdo a regidao genital, devera comparecer ao AGIO- Assisténcia
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Ginecoldgica e Obstétrica que se localiza no Complexo Odontomédico do ltaigara,
Edficio Louis Pasteur, sala 704, para consulta médica e se necessario recebera o
remédio fluconazol oral, dose Unica, que é considerado o melhor tratamento usado
atualmente.

Se a senhora nao tiver nenhuma infecgdo na vagina, vai entrar para o grupo de
mulheres com regido genital saudavel e vai passar pelo mesmo protocolo de
tratamento pra avaliar as possiveis alteragdes na regiao vulvovaginal.

A avaliacado sera feita de forma comparativa, por isso ha trés momentos de exame
ginecoldgico, e sera feita pela médica e pela senhora. A ginecologista vai avaliar se
a regido esta vermelha, inchada, com corrimento, ou com manchas na regido da
vagina e utero; e a senhora vai dizer se esta sentindo dor ao urinar, dor durante a
relagcao sexual e "coceira”. Nas proximas avaliacdes a ginecologista vai avaliar se as
alteragcbes continuam ou desapareceram e a senhora vai dizer se suas queixas
continuam ou desapareceram e; se continuam, vai informar se esta melhor, pior ou
nao houve mudanca.

Os possiveis riscos sédo leve aquecimento e vermelhiddo da regido genital que
permanecem apenas durante a aplicacao da luz. Qualquer incébmodo ou desconforto
devera ser avisado para a profissional para que seja suspenso o tratamento e para
que a senhora seja encaminhada a uma meédica dermatologista e/ou prescrito
tratamento pela ginecologista. Caso necessario, os atendimentos e todo o
tratamento serdo sem custos para a senhora.

Além dos riscos citados, pode haver ainda a situagdo de constrangimento ou
vergonha, onde a senhora pode se sentir incomodada em participar do estudo
devido a exposi¢gao da sua regido genital. Nesse caso, a senhora pode também
parar o tratamento sem sofrer nenhuma punicdo por isso. E importante esclarecer
que o risco de constrangimento sera diminuido, pois todas as fases do estudo,
incluindo as respostas as questdes, a avaliacido, e todo o tratamento e serao feitas
em uma sala fechada, sem nenhuma janela ou area de vidro, de modo que outras
pessoas nao possam ver o interior da sala, nem entrar nela. Além disso, as sessdes
do tratamento serdo feitas por uma unica profissional, do sexo feminino, que
acompanhara a senhora durante todo o tratamento, que ja atua na area e tem
grande experiéncia.

Ainda assim, caso haja algum tipo de necessidade de encaminhamento a terapia
psicoldgica durante qualquer fase do estudo, incluindo a aplicagdo dos questionarios,
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durante o tratamento, ou apds a conclusao deste, a senhora sera encaminhada para
o acompanhamento com psicologas do mesmo grupo de pesquisa que esta
desenvolvendo este estudo. Todo tratamento sera feito no mesmo local e também
gratuito sem nenhum 6énus para a senhora.

Ressaltamos que ndo havera identificacdo dos seus dados pessoais, pois serao de
natureza confidencial, usados unicamente para fins de pesquisa. Além disso, todos
os arquivos com dados da pesquisa, de natureza fisica ou digital, como por exemplo,
termos de consentimento e fichas clinicas, serdo guardados pelos pesquisadores
responsaveis pela pesquisa, sob total sigilo e seguranca por um periodo de 5 anos.
Todo esse material ficara guardado na AGIO- Assisténcia ginecologica e obstétrica
onde serao coletados os dados da pesquisa, no Edficio Louis Pasteur localizado no
Complexo Odontomédico ltaigara, sala 704, em armario fechado com chave que
apenas a pesquisadora responsavel possui, € caso queiram, os participantes
poderéao ter acesso aos arquivos.

Estamos a disposicdo para esclarecer qualquer duvida. A senhora pode sair da
pesquisa a qualquer momento, sendo sua privacidade preservada e nenhum dano
ira acontecer por isso.

Asseguramos que seu tratamento sera mantido mesmo que a senhora desista de
permanecer no estudo, mas queira continuar fazendo as sessdes de tratamento.

Eu, , declaro que

entendi os objetivos, riscos e beneficios da pesquisa e autorizo minha participagao,
bem como divulgacdo das fotografias realizadas, para fins de pesquisa, sem
divulgac&o da minha identidade.

Salvador, de de 20 .

Participante da Pesquisa

Impresséo Digital
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Responsavel pela Pesquisa

Em caso de denuncia ou duvida, entrar em contato com:

Comité de Etica em Pesquisa - UFRB

Endereco: Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Rua Rui Barbosa, 710, Centro, Cruz das Almas, CEP: 44380-000, Cruz das
Almas/BA.

Telefone: (75) 3621-6850

Assisténcia Ginecoldgica e Obstétrica- AGIO

Endereco: Avenida Antonio Carlos Magalhdes, 585, Edificio Louis Pasteur,
Complexo Odontomédico ltaigara, sala 704, Itaigara, CEP: 41825-000, Salvador/Ba.
Telefone: (71) 3353-3549

Pesquisadoras responsaveis:

Patricia Lordélo: (71) 99972-0687 ou e-mail pvslordelo@hotmail.com ou pelo
enderecgo: Av. Dom Joao VI, n°275, Brotas. Cep: 40.290-000.

Sibele Tozetto: (75) 99191-4162 ou email sibele.tozetto@gmail.com ou pelo
enderecgo: Av. Dom Joao VI, n°275, Brotas. Cep: 40.290-000.

Milena Bastos: (71) 99319-1881 ou milenabrito@bahiana.edu.br ou pelo enderego:
Av. Dom Joao VI, n°275, Brotas. Cep: 40.290-000.
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ANEXOS

Anexo 1- Parecer Consubstanciado do CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO

., ' RECONCAVO DA BAHIA - C@omm
A 2

UFRB s
COMPROVANTE DE ENVIO DO PROJETO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Uso do Diodo Emissor de Luz Azul 405 nm no
tratamento de mulheres com Candidiase Vulvovaginal:
um ensaio clinico.

Pesquisador: Sibele de Oliveira Tozetto Klein
Versao: 3

CAAE:56391416.1.0000.0056
Instituicao Proponente: Universidade Federal do Recéncavo da Bahia - UFRB

DADOS DO COMPROVANTE

Numero do Comprovante: 130639/2016

Patrocionador Principal: Universidade Federal do Recéncavo da Bahia -
UFRB

Informamos que o projeto Uso do Diodo Emissor de Luz Azul 405 nm no
tratamento de mulheres com Candidiase Vulvovaginal: um ensaio clinico. que
tem como pesquisador responsavel Sibele de Oliveira Tozetto Klein, foi recebido
para analise ética no CEP Universidade Federal do Recdncavo da Bahia - UFRB
em 14/12/2016 as 14:02.



Endereco: Rua Rui Barbosa, 710
Bairro: Centro

CEP: 44.380-000

UF: BA Municipio: CRUZ DAS ALMAS

Telefone: (75)3621-6850

Fax: (75)3621-9767

E-mail: eticaempesquisa@ufrb.edu.br
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Anexo 2- Pdster apresentado no Xl Congresso Paulista de Obstetricia e
Ginecologia

fenu Principal

. — —

5110

sy Mariana Robatto; Maria Clara Pavie; Andréa Queiroz; Sibele Tozetto; Patricia Lordélo
! Escola Bahiana de Medicina e Satde Publica

Introducao: A candidiase vulvovaginal
recorrente (CVVR) é uma doenca do trato
genitourinario inferior feminino, que
normalmente atinge mulheres em idade
reprodutiva. Caracteriza-se por prurido wvulvar
intenso, leucorreia, disuria, dispareunia, dentre
outros sinais e sintomas, que ocorrem quatro ou
mais vezes no periodo de um ano. Nestes casos,
O tratamento medicamentoso envolve a fase de
remiss3o e o regime de manutencio, que pode
durar meses. O diodo emissor de luz (LED) azul é
uma luz do espectro eletromagnético (405nm-
490nm) com funcdes antimicrobianas. E uma
alternativa terapéutica ja utilizada no
tratamento de diversas doencas dermatolégicas,
porém carece de estudos em relacio a sua
- aplicabilidade em patologias ginecolégicas.

Descricao do Caso: Foi realizado um relato de
. €aso em paciente com CVVR, tratada com LED
‘azul 405 nm (trés sessdes, com duracio de 60
“minutos cada). A paciente apresentava prurido,
corréia, dispareunia, ardéncia, edema e
a vulvar, sem melhora do quadro clinico
uso de fluconazol 150 mg via oral ha seis
Com o objetivo de avaliar os efeitos do
| 405 ni realizados para fins
tivos

- USO DO DIODO EMISSOR DE LUZ AZUL 405 NM NO |
~ TRATAMENTO DA CANDIDIASE VULVOVAGINAL
RECORRENTE: UM RELATO DE CASO

Relevancia: Nota-se dificuldade no manejo clinico
da CVVR devido a resisténcia fungica aos
medicamentos atualmente utilizados, tidos como
padrdo ouro. Desta forma, o nimero de casos de
CVWR tem aumentado e isso ocasiona
repercussdes na saude da mulher e impacto na
saude publica. O LED azul 405 nm pode ser uma
alternativa promissora no tratamento da CVVR,
pois apresenta caracteristicas antimicrobianas
através de um mecanismo de destruicio celular
que restringe a possibilidade de resisténcia
fungica. Além disso, é considerada uma técnica
n3o invasiva, de baixo custo, de facil
aplicabilidade e com minimas reacdes adversas.

Comentdrios: Comparando-se as anilises antes e
imediatamente apés a conclusdo do tratal
constatou-se reducdo de unidades formad
colénia (UFC) de Candida albicans (de
para 5 UFC), auséncia de todos os sinl
edema vulvovaginal. Além disso, ho
do pH vaginal (6.0-5.0) porém
alteracbes no exame
apresentava inf
apés o térn
constatada a f
vaginal, ass|
doenca
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Anexo 3- Artigo Publicado: Tratamento da Candidiase Vulvovaginal e Novas
Perspectivas Terapéuticas: uma revisao de literatura

REVISOES DE LITERATURA

TRATAMENTO DA CANDIDIASE VULVOVAGINAL E NOVAS
PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS: UMA REVISAO NARRATIVA

TREATMENT OF VULVOVAGINAL CANDIDIASIS AND NEW
THERAPEUTIC PERSPECTIVES: A NARRATIVE REVIEW

Mariana Robatto Dantas Leal*, Maria Clara Neves Pavie Cardoso Lima**, Sibele de Oliveira
Tozetto Klein***, Patricia Lordélo****

Autora para correspondéncia: Patricia Virginia Silva Lordelo Garboggi - pvslordelo@hotmail.com

*Fisioterapeuta, Mestre em Medicina e Sadde Humana, Doutoranda em Medicina e Satde Humana pela Escola Bahiana
de Medicina e Saude Piblica, pesquisadora do centro de Atengéo ao Assoalho Pélvico, membro do grupo de pesquisa
do CNPq Sadde da Mulher, Salvador, Bahia, Brasil

**Fisioterapeuta, Mestranda em Tecnologias em Sadde pela Escola Bahiana de Medicina e Sadde Publica, pesquisadora
do Centro de Atencéo ao Assoalho Pélvico, membro do grupo de pesquisa do CNPq Saide da Mulher, Salvador, Bahia,
Brasil

***Bisloga, Pés Doutora em Genética pela Universidade de S&o Paulo, professora colaboradora do Programa de Pés
Graduagéo da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica, professora adjunta do Centro de Ciéncias da Saide, chefe
do Nucleo de Intercémbio da Superintendéncia de Assuntos Internacionais da Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia

****Fisioterapeuta, Pés Doutora em Ginecologia pela Universidade Federal de S&o Paulo, professora adjunta do
Programa de Pés Graduagéo da Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica, coordenadora e fundadora do Centro

de Ateng&o ao Assoalho Pélvico, coordenadora do grupo de pesquisa do CNPq Sadde da Mulher Salvador, Bahia, Brasil

RESUMO

Introdugdo: A candidiase vulvovaginal (CVV) é um processo infeccioso do trato geniturindrio inferior
feminino causada pelo fungo Candida. No Brasil, é o segundo diagnéstico mais comum em ginecologia e
tem ocasionado preocupagéo dos profissionais da satde devido ao crescente nimero de casos recorrentes.
A dificuldade na abordagem terapéutica da CVV aponta para a relevéncia do desenvolvimento de
estudos que abordem as atuais terapias utilizadas para esta infecgdo e suas limitagdes, atentando os
profissionais da drea a desenvolver a visdo critica acerca do tema e buscar modificagdes no manejo
clinico. Obijetivo: Este estudo visa descrever o panorama atual dos tratamentos da CVV e as novas
perspectivas terapéuticas. Estratégia Metodolégica: Foi desenvolvida uma revisdo de literatura contendo
artigos em lingua inglesa e portuguesa acerca dos atuais tratamentos existentes para CVV e possiveis
perspectivas terapéuticas. Resultados: Nota-se que os casos de CVYV, principalmente os recorrentes, tém
apresentado limitagéio na resposta aos tratamentos medicamentosos atuais e por isto hd uma crescente
busca por inovagdes terapéuticas. Dentre as novas possibilidades, o Diodo Emissor de Luz (LED) azul 405
nm é uma possivel modalidade de tratamento, no entanto, necessita-se de mais estudos que comprovem
sua eficdcia. Concluséio: A terapia antifingica atual tem apresentado limitagdes, principalmente nos
casos de recorréncia e isto fortalece a necessidade de busca de novas modalidades terapéuticas que
sejam capazes de tratar o processo infeccioso inibindo os mecanismos de resisténcia do microorganismo.

Palavras-chave: candidiase vulvovaginal; mulheres; tratamento; fototerapia.

Submetido em 27/07 /2016, aceito para publicagéio em 14/10/2016 e publicado em 25/11/2016
DOI: 10.17267/2238-2704rpf.v6i4.1021
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ABSTRACT

Introduction: The vulvovaginal candidiasis (VVC) is an infectious process of lower genitourinary tract
and it’s caused by Candida fungus. In Brazil, VVC is the second most common diagnosis and it has
turned into a concern to health professionals because of its growing number of cases of recurrence. The
difficulty in the therapeutic approach of VVC points to the importance of the development of studies
that address the current therapies used for this infection and its limitations, considering the professionals
to develop a critical view on the subject and seek changes in the clinical management. Objective: This
study aims to describe the current panorama of the VVC treatment and its new therapeutic perspectives.
Methodological Strategy: It was developed a literature review including article in portuguese and english
language that discussed the issue of current treatments for VVC and possible new therapeutic. Results:
It is noted that VVC cases, especially recurrent, have displayed some level of resistance to current drug
treatment and because of that there is an increasing search for new types of therapeutic interventions.
Among the new possibilities, the Light Emitting Diode (LED) in the blue color of 405 nm is a possible
treatment mode however it’s necessary more studies that can prove its effectiveness. Conclusion: The
present antifungal therapy have shown limitations, mainly in cases of recurrence and this strengthens the
need to search for new therapeutic modalities which are able to treat infectious processes by inhibiting
microorganism resistance mechanisms.

Key words: vulvovaginal candidiasis, women, treatment, phototherapy.
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INTRODUGCAO

A candidiase vulvovaginal (CVV) é um processo
infeccioso do trato geniturindrio inferior feminino,
causada por vdrias espécies de candida e que
compromete principalmente a vulva e a vagina'?2
As principais espécies de interesse clinico sdo as
subespécies de Candida albicans, glabrata, krusei,
parapsilosis e tropicalis®.

A CVV é um relevante problema na saide da
mulher e um dos diagnésticos mais frequentes em
ginecologia, sendo a segunda infeccdo genital mais
comum no Brasil, precedida apenas pela vaginose
bacteriana®*®, Estima-se que 75% das mulheres
adultas apresentem pelo menos um episédio de
vulvovaginite fungica em sua vida, sendo que destas,
40% a 50% vivenciem novos surtos e 5% tornem-se
recorrentes'*®’ isto &, apresentam quatro ou mais
episédios no periodo de um ano*.

Estudos demonstram que a Candida albicans é
mais frequente que as espécies ndo-albicans,
correspondendo a 80% dos casos. Porém, tém-se
observado um aumento na frequéncia das espécies
ndo albicans, especialmente Candida glabrata'248,
A maior preocupacéio reside no fato de que essas
outras espécies tendem a ser mais resistentes aos
antifingicos'?'°, considerado um importante fator
de recorréncia'®.

A CVV caracteriza-se clinicamente pela ocorréncia
de prurido vulvar intenso, dispaurenia, disUria,
edema e eritema vulvovaginal, sendo o prurido
o sinfoma mais importante quando comparado a
vulvovaginites de outras etiologias**°. Ha também
a presenca de corrimento vaginal branco, espesso
e inodoro?*? e eventualmente podem surgir pontos
branco-amarelados nas paredes vaginal e do colo
uterino®”.

O diagnéstico é estabelecido através da histéria
e quadro clinico da paciente, porém deve ser
confirmado por exames complementares, j& que a
sinfomatologia néio é patognoménica®'’.

O tratamento da CVV consiste no uso de agentes
imidazdlicos e triazdlicos tépicos ou orais, além dos
agentes poliénicos', porém muitas mulheres nédo
respondem aterapiainicial e os casos de recidivassdo
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frequentes'?, levando-as a iniciarem um tratamento
cujo objetivo seja remissdo clinica e microbiolégica
com consequente regime de manutencdo®, que
pode durar meses. Consequentemente, as pacientes
podem desenvolver diversos efeitos adversos, como
insénia, ansiedade, disuria e dor vaginal'2.

Devido aos riscos associados ao uso de medicamentos
e ao crescente indice de casos de recorréncia,
nota-se uma lacuna cientifica em relagéio a novas
possibilidades terapéuticas vidveis. Terapias ndo
medicamentosas vém sendo desenvolvidas no
tratamento desta patologia, |G que sdo poucos os
recursos disponiveis para tratar casos de resisténcia
fongica. Diante da importéncia epidemiolégica
e repercussdes clinicas da CVV, o objetivo desta
revisdo é descrever os diferentes tratamentos para
CVYV, incluindo também os casos de recorréncia,
assim como, teorizar uma hipdtese terapéutica
inovadora com o uso do diodo emissor de luz (LED)
fundamentando para futuros estudos clinicos.

ESTRATEGIA METODOLOGICA

Essa revisdo foi realizada por meio de busca nas
bases de dados Medline, Scielo e Llilacs, sendo
utilizados os seguintes descritores: candidiase
vulvovaginal, mulheres, tratamento e seus correlatos
na lingua inglesa: vulvovaginal candidiasis, women,
treatment. Foram utilizados artigos nos idiomas
portugués e inglés entre os anos de 2002 a 2014.
Apés levantamento inicial, andlise dos titulos, leitura
dos resumos e exclusdo das duplicatas, os artigos
selecionados foram criticamente analisados.

Foram  selecionados  artigos de
observacionais e experimentais que abordaram
o ftratamento da candidiase vulvovaginal e
suas perspectivas terapéuticas. Foram excluidos
editorais, resumos e estudos que abordaram o
tratamento de vulvovaginites de outras etiologias e

revisdo,

que envolvessem gestantes.

2016 Nov;6(4):462-469
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RESULTADOS/DISCUSSAO

METODOS DIAGNOSTICOS

O diagnéstico baseia-se no quadro clinico, com o
reconhecimento dos sinais e sintomas de prurido,
corrimento esbranquicado e espesso, com aspecto
de “leite coalhado™, hiperemia, edema e fissura em
vulva e vagina. E necessaria também a realizagéo
da microscopia a fresco com hidroxido de potassio
(KOH) 10%. Este exame deve ser associado a
mensuragdo de pH, que na CVV encontra-se normal
(<4.5) e é realizado no proprio consultério, para
detectar a presenca de leveduras e/ou pseudo-
hifas fungicas, confirmando o diagnostico'®.

MNos casos recorrentes, deve-se acrescentar a
realizagdo de cultura vaginal especifica, em meio
de Sabouraud, realizada em laboratério, para
especificar o subtipo de candida envolvida no
processo infeccioso'?.

Sabe-se que na pratica dinica, o diagnostico da CVV
& realizado baseado no quadro clinico apresentado,
no entanto, nenhum dos sinais e sintomas sao
patognoménicos da patologia. Porém, devido ao
elevado nivel de incdmodo relatado pela paciente,
principaimente decorrente do prurido, muitas vezes
o diagnostico & realizado de forma empirica,
levando a prescrigdo precipitada de medicamentos
ou a automedicacdo. Esses fatores sdo vistos como
os principais responsaveis pelo crescente indice de
resisténcia fungica medicamentosa, propiciando o
crescimento dos casos de recorréncia e dificultando
o tratamento'?.

TRATAMENTO FARMACOLOGICO

O tratamento da CVV tem por objetivo, melhorar
a sintomatologia da padente, podendo ser
efetuado por via oral ou topica. MNo tratamento
oral, a paciente pode se beneficiar de agentes
imidazolicos e triazolicos: Fluconazol 150 mg em
dose tnica e Cetoconazol 200mg uvma vez ao dia,
por 14 dias®. Ja o tratamento topico, deve ser via
intravaginal com uso de Clotrimazol 1% durante
7 dias, Terconazol (0.8% aplicagdo de 5g durante
trés dias e o acido borico 600mg/supositério) duas
vezes ao dia, por 14 dias’. Estes medicamentos

alcangam cura clinica e microbiologica em 80%
a 95% dos casos®. A terapia com agentes orais
apresenta melhor resposta quande comparada aos
antifingicos topicos’.

Para a manifestagdo da CVV recorrente,
frequentemente €& prescrito um  fratamento
antifingico mais prolongado. No tratamento local,
preconiza-se uso do dlotrimazol (2 capsulas de 100
mg), duas vezes por semana durante seis meses ou
uso topico de terconazol (0.8%) com aplicagdo de
S5g durante sete dias. O tratamento oral engloba o
uso de: cetoconazol (2 capsulas de 200 mg) durante
cinco dias apos a menstruagao, durante seis meses ou
o uso de fluconazol (150 mg), administrados durante
um més ou ainda o uso de itraconazol (200 mg)
durante trinta dias®. Apos esse periodo, a terapia
& descontinuvada. Caso haja redidiva, reinicia-se o
tratamento, com regime de supressao, seguido de
manutencdo por um ano®.

Um estudo realizado por Moreira et al. (2004),
comparou a agao de dois medicamentos, fluconazol
(150 mg) e itraconazol (400 mg). As 181 pacientes
receberam aleatoriamente um dos medicamentos
e foram avaliadas do ponto de vista clinico e
laboratorial em momentos distintos (7-21 dias e 27-
42 dias, respectivamente) e observou-se que houve
redugao dos sintomas, porém ndo houve diferenca
estatisticamente significante quando comparados
(p=0,247 e p=0,219), respectivamente. No entanto,
nas padentes que fizeram uso do itraconazol, a
taxa de recidiva foi maior que nas que utilizaram
o fluconazol (p<0,01)'2. Este resuvitado pode
ser explicado pelo fato de existir vantagem
farmacocinética do fluconazol em relagdo ao
itraconazol, pois as concentragoes terapéuticas do
primeiro no teddo vaginal permanecem por no
minimo trés dias apds a administragdo oral e no
itraconazol esse tempo & ligeiramente menor, com
duragdo maxima de trés dias'’.

Portanto, ndo ha consenso sobre a superioridade
de um medicamento em relagdo ao outro, devido
a escassez de publicagtes sobre as atividades dos
antifingicos mais utilizados'’. Porém, é relatada
na literatura, a ocorréncia de reagdes adversas
com o uso de antifingicos, principalmente nagueles
de administracgo via oral, tais como: dor vaginal,
infecgdo do trato  urindrio, insonia, ansiedade,
desconforto gastrointestinal, disuria, dentre outros'2.
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TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodinémica (TFD) é uma modalidade
que vem sendo utilizada no tratamento de diversas
patologias. Para sua realizagdo, hd necessidade de
trés elementos: droga fotossensibilizante, presenca
de oxigénio e uma fonte de luz, que pode ser o
LASER (light amplification by stimulated emission of
radiation) ou o LED (light emitting diode)'>.

A luz é uma radiagdo eletromagnética cuja energia
se transmite através de fétons ocupando o espectro
de emissdo, desde o ultravioleta, luz visivel e
infravermelho. A diferenga importante entre o
LASER e o LED é que a luz emergente do LED ndo
é colimada nem coerente, o que representa uma
limitagdio, j& que a divergéncia do feixe de luz faz
com que os fétons se repartam em uma superficie
maior. Porém, essa caracteristica apresenta uma
vantagem, pois o terapeuta pode cobrir uma
drea maior, sem necessidade de movimentagdo do
aplicador. O baixo custo e o fdcil manuseio do LED,
em relagdo ao LASER, aumentaram sua procura e
utilizagéo'.

Uma droga fotossensibilizante é capaz de
absorver luz na presenga de oxigénio e produzir
espécies reativas de oxigénio, que reagem com
componentes celulares dos microrganismos, gerando
morte celular'®. Dentre os fotossensibilizantes mais
utilizados, pode-se citar o azul de metileno'®.
Inbmeros  estudos  demonstram  que  alguns
fotossensibilizantes podem ser ativados por luz e
produzir efeito fungicida e bactericida, sem prejuizo
para as células humanas'®. No entanto, hd caréncia
de estudos na literatura sobre os efeitos da TFD em
vaginites por Candida albicans. Entre os trabalhos
existentes, a TFD é geralmente aplicada em modelos
de candidiase oral'®. Teichert et al. (2002) utilizaram
laser associado ao azul de metileno na mucosa oral
de murinos demonstrando redugéo da carga fungica
e maior efeito fungicida quando associado a maior
concentracdo do fotossensiblizante'”. Este resultado
pode ser explicado pelo fato do azul de metileno,
quando associado ao laser, apresentar elevada
penetragéio na pele, com agdo antimicrobiana
contra fungos e bactérias'”.

Junqueira et al. (2009) também trataram a
candidiase bucal em ratos com laser e azul de

metileno, porém os resultados n&o mostraram
redugdio estatisticamente significante da carga
fingica, embora os ratos tratados apresentaram
uma menor quantidade de lesdes resultantes da
candidiase do que os ndo tratados'®. Diante deste
achado, observa-se que a TFD pode ser uma
alternativa promissora no tratamento das infecgdes
fiongicas, mesmo ndo apresentando redugdo
importante na quantidade de fungos, j& que houve
reducdo da inflamagéio e das lesdes apds 24 horas
da aplicagéio da terapia'®.

FOTOTERAPIA COM USO DO LED AZUL 405 NM

A fototerapia comuso do LED foi inicialmente utilizada
em associagdo a substdncias fotossenbilizadoras,
que constitui a TFD. No entanto, alguns estudos
observaram que a luz utilizada de forma isolada
e em comprimentos de onda menores, entre 400 e
410 nm (LED azul), inibiu o crescimento de inGmeros
microrganismos, como fungos e bactérias, sendo
que o de 405 nm apresentou melhor resposta de
inativagéo'%%.

Alguns estudos comprovam a agdo fungicida
do LED azul e seus efeitos variam dependendo
da dose, comprimento de onda e natureza do
microorganismo?®2'22, Pesquisas demonstram que
a luz azul estimula a produgdo de citocinas pré-
inflamatérias que incluem interleucinas 1, fator de
necrose tumoral e fator de estimulacdo de colénias
de macréfagos e granulécitos®. Em  processos
inflamatérios, se a aplicagdo for imediata, além de
acelerar a fisiologia da inflamagdo, reduz as lesdes
e consequentemente a dor?.

Além disso, na membrana plasmdtica e nas
mitocdndrias dos fungos, hd a presenca de
porfirinas, que séo substancias fotossensibilizadoras.
Quando essas substancias séo expostas a luz azul,
especificamente no comprimento de onda 405 nm,
geram oxigénio singleto e radicais livres, que causam
danos celulares irreversiveis, com consequente
morte celular®®. Este mecanismo de morte celular
ndo é propicio ao desenvolvimento de resisténcia
microbiana'®.

Apesar da luz azul 405 nm ser germicida, ele
encontra-se dentro de um espectro de comprimento
de onda benigna e se for operado a niveis de
irradiéincia adequados é seguro para exposigdo
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humana, tendo como reagdo adversa leve eritema na
regidio tratada'®. Inamura et al. (2014) realizaram
um estudo cujo objetivo foi avaliar os efeitos da
luz azul 405 nm em microrganismos associados &
infeccdes persistentes da cavidade oral, dentre eles,
a Candida albicans. Esta foi cultivada em colénias e
dividida em trés amostras, expostas a radiagdo da
luz azul 405 nm com poténcia de 0,2 W e diferentes
tempos de radiagcdo e dose. Como resultados,
de 5 minutos (601J), porém nos tempos de 10 (120J)
e 20 minutos (240J) houve uma redugdo de 60% e
90% na quantidade de fungos, respectivamente20.
Estes resultados podem ser explicados pela
presenca de substdncias presentes no fungo, que
atuam como fotossensibilizadores endégenos, sendo
capazes de atrair e absorver a luz azul, gerando
oxigénio atdmico e radicais livres, com consequente
morte celular®.

Ganz et al. (2005) realizaram um ensaio clinico
com uso da luz azul 405 nm em regido de mucosa
gdstrica de pacientes sintomdticos infectados
cronicamente por H. pylori para testar a hipétese
de que esta luz poderia ser utilizada como
método terapéutico para inativar e erradicar a
bactéria. Como resultados, observou-se morte
bacteriana significativa nas amostras tratadas
quando comparadas com as amostras controle, com
erradicagdo de pelo menos 90% das bactérias
em sete dos nove pacientes. Além disso, ndo
foram observadas diferencas histolégicas entre as
dreas tratada e ndo tratada, o que demonstra a
seguranga da metodologia utilizada®. Justificam-
se esses achados pela presenca de porfirinas nas
células bacterianas, que quando expostas & luz
azul 405 nm, geram oxigénio singleto e outras
espécies de oxigénio reativo, resultando na morte
celular devido & ruptura de organelas e material
cromossdmico. Além disso, os pardmetros de dose
e poténcia utilizados, apresentaram seguranga,
sem geragdo de calor e respeitando os limites para
exposi¢do do olho e pele d luz.

Portanto, sabendo que a CVV é uma patologia
que tem alta prevaléncia entre mulheres em idade
reprodutiva, que muitas ndo respondem & terapia
inicial medicamentosa, tornando-se recorrentes,
que o LED apresenta baixo custo e fdcil manuseio,
além da necessidade da obtengdo de tratamentos
alternativos ndo invasivos e com um minimo de
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reacdes adversas, faz-se necessdria a elaboragdo
de novos estudos, para avaliagéo dos efeitos do
LED azul 405 nm no tratamento da CVV, como
alternativa prdtica de tratamento para as mulheres
cometidas com esta patologia.

CONCLUSAO

Conclui-se que a terapia antifingica medicamentosa
utilizada no tratamento da CVV é eficaz, porém nos
casos reincidentes, ela é falha, necessitando de mais
pesquisas para desenvolvimento de novos recursos.
O LED azul 405 nm parece ser uma alternativa de
tratamento promissora nos casos de CVV recorrente,
porém necessita ainda de estudos que comprovem a
sua real eficdcia.
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Introduction: Recurring vulvovaginal candidiasis
(RVVC) is an infectious disease of the lower
genitourinary tract, that occurs at least 4 times per
year. Drug treatment can last months and favor the
appearance of adverse effects and increase the
chances of recurrence. Blue Light Diode (LED) is an
electromagnetic spectrum light, with antimicrobial
functions. Case Report: A case report was made of a
patient with RVVC whose treatment consisted of three
sessions of 60-minutes each, of application of blue
LED in intervals of 15 days. Evaluation was carried
out before, at the end of third application and three
months after the last session by means of fungal
culture, cervical cytology; analysis of patient’s clinical
condition; and measurement of vaginal pH. After the
third session, there was a reduction in fungal load and
vaginal pH; absence of symptoms (pruritus, burning
and dyspareunia) and vulvovaginal edema, but there
were no alterations in the cytology and microflora,
which remained with inflammatory markers. Three
months after the end of the treatment, there was
no Candida in vaginal secretion, neither signs nor
symptoms of candidiasis, and vaginal pH was normal.
As for cytology and microflora, cellular alterations
associated with cytolysis and presence of lactobacilli
was observed. Conclusion: The blue LED 40115 nm
may be a promising alternative to treat RVVC by
eliminating signs and symptoms in women.
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INTRODUCTION

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is an infection of
the vagina and vulva caused by numerous species
of Candida, where Candida albicans is responsible
for 85% of the cases’. It is characterized by intense
vulvar pruritus, dyspareunia and vaginal discharge
in lumps. In addition, the vulva and vagina become
swollen and hyperemic, often followed by dysuria
and burning sensation?

This infection is one of the most common diagnoses in
gynecological practice, being considered the second
most prevalent genital infection in Brazil, preceded
only by bacterial vaginosis. It is estimated that 75%
of adult women present at least one episode of VVC
during their lifetime, of which 5% present recurrence,
i.e. four or more VVC episodes per year?.

The factors that lead to the development of
recurrent vulvovaginal candidiasis (RVVC) are
still uncertain. However, it is believed that intrinsic
factors linked to women, i.e. changes in the immune
response of the vaginal epithelium may facilitate
the emergence of new disease outbreaks. In some
cases, stressful situations could also lead to the onset
of fungal infection, because cortisol, considered a
powerful anti-inflammatory, can be responsible
for triggering an important suppression of the
vaginal immune system®. The use of broad-spectrum
antibiotics, personal hygiene, diabetes mellitus and
immunosuppression are also considered possible risk
factors for cases of recurrence?.

The treatment of RVVC includes
drug therapy, aiming to achieve clinical and
microbiological remission of the infection. Frequent
use of oral antifungal for 7 to 14 days followed
by maintenance with oral antifungal is also used for
a period of six months. Alternative treatments, such
as the use of oral yoghurts, lactobacillus therapies
and low-carbohydrate diets are described in the
literature, but there is a lack of evidence of their
actual efficacy”.

initially

It is hypothesized that Light Emitting Diode (LED)
irradiation may be a therapeutic alternative for
VVC, based on its proven antimicrobial effect in
other studies®. The LED consists of semiconductor
diodes that when subjected to an electric current
emits light.This light is part of the electromagnetic

spectrum and wavelength varies from 405 to 940
nm, which leads to differentiation of the color and
of effects obtained®.

At shorter wavelengths, between 400 and 425 nm,
LED is blue and has antimicrobial effects confirmed
by studies. The highest capacity of destruction of
microorganisms has been found at 405 nm. Even
with the germicidal action of the blue LED, this is
considered safe for humans because it does not
cause cellular damage when used in adequate
irradiance’.

Most of the studies use the light associated with
photosensitizer because it believes that this initiates
the process of photochemical reaction for consequent
cellular destruction®. However, it is known that the
plasma membrane and mitochondria of fungi have
endogenous porphyrins that allow photoactivation
and cause singlet oxygen production when in contact
with blue light, which is highly reactive and causes
cellular destruction, without allowing any mechanism
of resistance’.

The blue light with short wavelengths (400-425 nm)
has been already used in humans for the purpose
of destroying bacteria. There are studies performed
in gastric mucosa and skin for the treatment of
Helicobacter pylori and acne, respectively>'®. The
use of this therapy also at a shorter wavelength (405
nm) for fungal destruction has already been proven
in in vitro and in studies with animals; however, there

are no reports of its use in isolation in humans®''.

Considering the fungicidal effect of the blue LED
at shorter wavelengths, this may be an alternative
for the treatment of VVC, especially in recurrent
cases, since it has a mechanism of action that inhibits
resistance chances. In addition, this phototherapy is
effective and safe'®.

This study aims to report the microbiological and
clinical effects of the blue LED with wavelight length
ranging betwen 40115 nm in a patient with RVVC,
in addition to verifying the adverse effects of the
technique.

CASE REPORT

A 33-year-old female patient, married, with a clinical
diagnosis of RVVC arrived at the doctor’s office
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located in the city of Salvador/Bahia with a history
of Candida infection higher than 4 times per year,
abundant vaginal secretion and pruritus in a region
of external genitalia. She used fluconazole 150 mg
in weekly applications for the past six months and
clotrimazole 2% vaginal cream, one tube per day
for 3 days, during periods of worsening of symptoms.
The study was conducted from February to June
2017 and has been approved by the Research Ethics
Committee of the Federal University of Recdncavo
Baiano (UFRB), CAAE: 56391416.1.0000.0056
and is registered in the Clinicaltrial under number
NCT03075046 as this is a study that will continue
through a randomized clinical trial.

The participant was instructed by her gynecologist
to seek alternative treatment with the use of blue
LED because resolution of the pathology was not
achieved with conventional therapy.

The treatment took place in the OGYC (Obstetrics
and Gynecological Care) office located in a
medical center in the city of Salvador/BA and
before starting the study, the participant signed the
Free and Informed Consent Term as this is was a
new modality therapy never previously tested in the
human vaginal region.

Initially the patient was interviewed by a
physiotherapist to obtain clinical data (Table 1) and
questioned about the presence or absence of the
following symptoms: pruritus, burning, dysuria and
dyspareunia. These symptoms are common in patients
with CVYV, but are not exclusive of this pathology. The
questioning about the presence or absence of this
symptoms was based on the FEBRASGO’s manual
about vulvovaginites'?.

Table 1. Clinical characteristics of the patient with RVVC diagnosis treated with Blue LED.

Variable YES NO
Diabetes X
Regular menstrual cycle X

Oral contraceptive X
Condom use X

Sexually active X

Fixed sexual partner X

Daily intfimate protector X
Intimate hygiene product X
Drying of intimate clothing in an airy place X

Hygienization in vagina-anus direction X

The participant then underwent a gynecological
clinical examination by the OGYC physician, where
the presence or absence of the following signs
was checked: leukorrhea, edema, erythema and
excoriations in the vulva and uterus. In addition,
cervico-vaginal cytology, pH
evaluation and vaginal fluid specific culture were
performed to confirm the infection and to determine
the types of Candida involved. After collection, the

and  microflora

material was sent to the clinical analysis laboratory
located in the same building.

It was used a prototype of blue LED, developed
by study surveyors, with wavelight length ranging
betwen 40115 nm, with irradiance of 0,000773 W/
cm?, and with a total energy of 2,7828 J/cm2. The
light was applied for 60 minutes, with the apparatus
statically tripped, 5 cm away from the vulva and
vagina region. The LED device consists of three light
units and it has 3,5 cm in diameter at the location of
the light output. Light emission was performed using
a speculum in the vaginal canal for 30 min, and the
rest of the time without the use of any intracavitary
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material. The number of sessions was based on
the report of the clinical condition of the patient,
since there are no previous studies using LED in the
vaginal region that could support the protocol. After
the use of light, vaginal secretion was collected to
determine the number of colony forming units (CFUs).
In addition, the apparatus was sanitized with moist
gases soaked in 70% alcohol.

Three sessions were performed in intervals of
15 days. During the visits, the patient was naked,
in a closed room, in the lithotomy position on a
gynecological stretcher, in the presence of only one
physiotherapist specialized in urogynecology, who
applied the light. The patient was advised to attend
to the clinic if any new complaint appeared, or in
case of persistence or worsening of symptoms in the
intervals without treatment.

The microbiological evaluation was performed
through a fungal culture test with quantitative analysis
of CFUs (secretion collected shortly after the first LED
application, immediately after the last session and
three months after the conclusion of the treatment)
and for specification of Candida subtypes present
in the area (material collected before the first LED
application, after the last session and three months
after the end of therapy).

In the analysis performed before the start of
the treatment with the use of the blue LED, it was
detected infection by C. albicans. The vaginal
secretion collected after the first application of the
LED indicates growth of 15 CFUs of the same species.
Immediately after the last application of the light,
the result of the fungus culture presented reduced
growth of the germ to 5 CFUs of C. albicans species.
After three months, Candida absence was verified,
with negative culture result.

In addition, vaginal pH and vaginal cervical
cytology and microflora were also performed

before, immediately after therapy, and three months
after the completion of therapy. In the case of pH
evaluation, tapes were used for this purpose and
there was alteration when compared the values
before the beginning of treatment (pH = 6.0),
immediately after its completion (pH = 5.0) and
three months after completion of therapy (pH = 4.0).

The cervical cytology and microflora performed by
conventional smear did not present alterations when
compared before the beginning of the treatment
and immediately after, being observed variation
only in the reevaluation after three months of
conclusion of the treatment. In the interpretation
of the previous evaluation and that performed
immediately after therapy, benign reactive cellular
changes associated with marked inflammation were
seen: cells with discretely increased nuclei and fine
chromatin in the medium to numerous neutrophils.
As for organisms, fungal elements were found
morphologically compatible with Candida. In the
same exam conducted three months after the end
of the treatment, there were no inflammatory signs
and it was observed presence of cellular changes
associated with cytolysis and common lactobacilli
of the healthy vaginal microflora. In addition, the
report was negative for intraepithelial lesion or
malignancy.

The patient’s clinical status was assessed before,
immediately after the therapy and three months after
completion of treatment. Each sign and symptom was
classified as: present or absent. In the reassessments,
when the symptoms remained present, they were
still classified as: better, worse or unchanged for
comparative purposes. There was observed an
improvement in most of the signs and symptoms
presented, when compared before and immediately
after treatment, and in the last reassessment, three
months after the theraphy, it was detected the
resolution of symptomatology (table 2).
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Table 2. Clinical picture of patient diagnosed with RVVC before, immediately after and three months after completion of treatment with blue LED.

Before Inmediatelly after Three months after
Variables Present Absent Present Absent Present Absent
Itching X X X
Burning X X X
Dysuria X X X
Dyspareunia X X X
Leukorrhea X X X
Erythema X X X
Edema X X X
Vulva /uterus X X X

excoriations

The patient did not present discomfort, sensation of
heat, pain, erythema or any other adverse effect
during and/or after the LED application. In addition,
she discontinued the use of the antifungal medication
after the second therapy session.

Discussion

This study pioneered in the use of blue LED in
RVVC, presenting positive results in clinical and
microbiological complaints in one patient. The
mechanism of action in this case is still unknown.
However, it is known that the use of blue light with
the objective of evaluating fungal load in in vitro
studies and bacterial load in humans has also
obtained effective results, with significant reduction
of microorganisms®?13,

The results of fungal load reduction indicated by the
number of C. albicans colonies in the examination
performed before and immediately after the
treatment and the negative fungal culture result
at three months after treatment conclusion can be
explained by the presence of endogenous porphyrins
present in the fungi. When these come into contact
with blue light, generate singlet oxygen and other
reactive oxygen species, leading to cell death'.

Inamura et al. (2014) evaluated the effects of
405 nm blue light on pathogenic microorganisms
present in the oral cavity, among them C. albicans,
demonstrating a 90% reduction in fungal load when
using a dose of 240J) for 20 minutes'®. This study
justifies the use in the vaginal mucosa because of the
similar tissue characteristics14.

Ganz et al. (2005) conducted a clinical trial
using 405 £ 2 nm blue light on gastric mucosa of
symptomatic patients infected with Helicobacter
pylor and found a significant bacterial death rate in
all treated individuals, with eradication of at least
90% of the bacteria in seven of the nine patients
submitted to treatment. According to the authors,
this result can be explained by the fact that light
at this wavelength induces the photoexcitation of
endogenous porphyrins present in Helicobacter
pylori, resulting in the production of reactive species
of singlet oxygen and consequent death of the
microorganism?®.

In this study, the patient’s clinical symptoms of
pruritus, burning, dysuria, dyspareunia and edema
disappeared after application of the blue LED
immediately after conclusion of the third session
and this result remained in the reassessment three
months after treatment conclusion. This finding
may be related to the restoration of the vaginal
microflora by the significant reduction of fungal load
after treatment, as a result of absorption of light by
the porphyrins present in the fungi. The molecules,
interacting with this light, generate highly reactive
singlet oxygen, causing damage to the membrane
and mitochondria of fungal species, with consequent
selective cell death®.

Morton et al. (2005) performed a study in 30 subjects
with mild to moderate acne on the face, who received
eight treatment sessions with blue light (409-419
nm), at a dose of 48)/cm? and intensity of 40 Mw/
cm? According to the authors, despite the variation
of clinical response between individuals, there was
a 73% improvement in the inflammatory lesions
resulting from acne. This result can be explained by
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the destruction and inhibition of Propionibacterium
acnes proliferation due to the absorption of blue
light by the endogenous porphyrins, generating
singlet oxygen production and subsequent bacteria
destruction'®.

Elman et al. (2003) performed a study in patients
with acne vulgaris using 405-420 nm blue LED with
irradiance between 50 and 200 mW/cm?. The
research involved a dose response study involving
part of the face; a clinical trial involving the
whole face; and a double blind controlled study
with application of LED in only one hemiface. All
three studies found a decrease in inflammatory
lesions. According to the authors, Propionibacterium
acnes produces, as part of its normal metabolism,
porphyrin, which when exposed to light generates a
chemical reaction with peroxide production that has
the potential of destroying the bacteria'®.

In this study, the decrease in vaginal pH, approaching
the values considered physiologically normal and
protective of genital health, represents a benefit
because acid environments are less favorable to the
development of pathogens'é. Although Candida has
a different metabolism from most microorganisms,
with better adaptation to this medium'?, there was
an improvement in clinical and microbiological
conditions, with disappearance of symptoms and
absence of fungi.

The persistence of inflammatory signs when
comparing the cytology and microflora examination
results performed before and immediately after
treatment may be explained by the fact that the
reassessment was made shortly after the last LED
application and, at that moment, not enough time
had elapsed for resolution of the inflammatory
condition. Furthermore, research shows that the blue
LED has no anti-inflammatory effect's.

The scarcity of studies with the use of blue LED in the
female genital region indicates the need for further
experimentation in order to explain the possible
relationship between this light and its effects on
vaginal microflora and pH.

No adverse effects such as hyperemiq, irritation or
discomfort during and after LED treatment were
reported by the patient in this study. The study of
Ganz et al (2005) developed in individuals with H.
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pylori using the 405 * 2 nm blue light® is in line with
the present research, considering that no adverse
reactions were evidenced.

CONCLUSION

We conclude that the blue LED with wavelight length
ranging betwen 401t5 nm may be a promising
alternative non-drug therapy, with low cost, easy
application and free from adverse reactions in the
treatment of RVVC. However, randomized clinical
trials are needed to evaluate the efficacy, besides
non-inferiority tests in relation to drug treatment.
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Anexo 5- Artigo referente a dissertagédo para publicagdo: The use of Light Emitting
Diode in Healthy Vaginal Mucosa: a phase | clinical trial

The use of Light Emitting Diode in Healthy Vaginal Mucosa: a Pilot Study

ABSTRACT

Introduction: Healthy female genital mucosal presents an ecosystem that remains in
balance through the interactions of endogenous and exogenous factors, and may be
influenced by situations as hormonal variations and sexual intercourse. The Light
Emitting Diode (LED) is a semiconductor device that emits light at different
wavelengths, varying the color and effects generated by it. The use of blue light in
humans is best known with an antimicrobial purpose, having already been used in
the face region and gastric mucosa. Objective: To test the safety and effect of blue
LED 401 + 5nm on healthy vaginal mucosa. Materials and Methods: This was a
fase | clinical trial involving 10 women aged 18-45 years with healthy vaginal
mucosa, that is, without signs and symptoms of vulvovaginitis, with typical Fresh
Cytology findings and negative Test of Hydroxide Potassium (KOH). Were excluded
women in the use of pacemakers, with diagnosis and/or suspicion of neoplasia,
difficulty in answering anamnesis, neurological and/or psychiatric diseases, pregnant
women, and those who started or stopped using hormonal contraceptive (HC) during
the study. Initially, an anamnesis was carried out and subsequently, a physical
examination and collection of vaginal secretion were carried out to perform a KOH
test, fresh cytology. The volunteers who followed the study underwent to vaginal
Hydrogen Potential (pH) verification and cervical-vaginal collection for oncotic
cytology. Participants underwent a 401 + 5 nm blue LED session, with speculum
introduced into the vaginal canal, for 30 minutes. Between 21 and 28 days after
therapy, depending on the participant's menstrual cycle, she was again submitted to
anamnesis, vaginal pH verification and analysis of vaginal microflora by oncotic
cytology. Results: Ten women were included in the study, one of them was excluded
because she stopped using HC after blue LED apllication. The mean age of the
sample was 27 + 5.4 years and the mean Body Mass Index (BMI) 25.25 + 3.05
kg/m® There were no pathogenic changes in the vaginal microbiota of any
participant. Regarding vaginal pH, only 1 of the 9 women in the study had a reduction
in the value (5.0 - 4.0). In addition, no adverse effects such as pain or heat were
seen in any of the women during or after the light use. Conclusion: The present
study demonstrated that the use of the 401 £ 5 nm blue LED in healthy vaginal
mucosa of young women did not cause pathogenic changes in microflora and in
vaginal pH values. In addition, there were also no observed adverse effects such as
pain, warming or discomfort were observed during or after light use in the
participants. It is suggested that the blue LED 401 + 5n be used to verify the effects
of light on vulvovaginal pathogens.

Key words: Female genitalia. Healthy. Low Intensity Light Therapy.
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Introduction:

The female genital mucosal presents an ecosystem that remains in balance through the
interactions between the vaginal microflora, products of microbial metabolism, hormonal
condition and immune response '. The health of the vagina is maintained through the
correlation between endogenous and exogenous processes, and the microflora is one of the
main responsible for the normal physiology of the region by it defense mechanisms .

The vaginal microflora is inhabited by different species of microorganisms which can
be nonpathogenic and pathogenic®. The main component of healthy flora are Lactobacillus sp,
which produce lactic acid, leaving the vaginal environment acid and inhospitable to pathogens,
with normal pH between 3.8 and 4.5 *°. In addition to these organic acids, lactobacilli also
produce hydrogen peroxide and bacteriocins that are capable of inhibiting or destroying
potential aggressive microorganisms *. Several factors such as hormonal variations, sexual
activity and use of medications may alter the composition of the vaginal microflora, causing
an imbalance of the ecosystem and consequent predisposing to lower reproductive tract
infections .

The Light Emitting Diode (LED) is a semiconductor device that emits light at different
wavelengths, causing variation of the color and of the obtained effects ®’. The LED has
different possibilities of use, among them antimicrobial effect, increase of the cellular
proliferation, cicatrization ">’

Most studies using blue light report its use for antimicrobial purposes. This
phototherapy has already been used for example in human skin and in human gastric mucosa
for destruction of bacteria, without causing damage to local cells and without generating a
thermal effect, what means that it is a possible form of treatment with minimal adverse effects
%11 "In addition, the blue LED was used in female genitalia to treat recurrent vulvovaginal
candidiasis and it presented a positive result without causing adverse effects '*.

Due to previous use of blue light in humans, arises the hypothesis of it use in vaginal

region for therapeutic purpose. In this way we conducted a phase I study with the objective of

Testing the safety and effects of the blue LED 401 + 5 nm in healthy vaginal mucosa.

Methodology:
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The protocol was approved by the institutional review board of Federal University of
Reconcavo da Bahia (UFRB) through the CAAE: 56391416.1.0000.0056 and it has a register
number in the Clinical Trials (NCT03075046).

This is a descriptive clinical study fase I with 10 healthy women between 18 and 45
years old, with healthy vaginal mucosa. All study participants presented a normal cervico-
vaginal cytology of the last 12 months. In addition, for participants to be included, they
should not be using medications that influence in vaginal microflora such as antibiotics,
corticosteroids or immunosuppressant,. The selection of the participants occurred by
spontaneous demand, through referral of gynecology services and the study happened in a
gynecological office, located in a medical center in Salvador city, Brasil.

We excluded women using pacemaker, diagnosed and/or suspected of neoplasias,
who had difficulty answering the questions of anamnesis, neurological and/or psychiatric
diseases, pregnant women, and those who during the study period started or stopped using
hormonal contraceptive (HC), antibiotics, corticosteroids or immunosuppressant.

Initially, participants were interviewed for obtaining clinical and socio-demographic
data as: age, Body mass index (BMI), schooling, monthly income, marital status,
comorbidities (diabetes, systemic arterial hypertension (SAH), thyroid diseases, cardiopathy),
history of neoplasia,history of epilepsy, cognitive deficit, neurological or psychiatric diseases,
history of pregnance/deliveries/abortion, surgery in the perineal region, presence of regular
menstrual cycle,use of hormonal contraceptive (HC), use of steroids, use of imunosupressants,
hormonal therapy replacement, infection by human immunodeficiency virus, if they were
sexually active (have had sexual intercourse in the last four weeks), fixed sexual partner, use
of Daily intimate protector, use of specific product of intimate higine, wearing tight or
synthetic underwear, if they were stressed or anxious)

After that, they underwent clinical examination, performed in a private room, always
by the same professional. At that moment, some findings regarding the vaginal mucosa were
considered as normality criteria for the inclusion in the research: absence of signs and
symptoms indicative of pathologies such as pruritus, pain, burning, dysuria, erythema, fissure,
edema, vulva-uterine excoriations and lumpy discharge; a negative Potassium Hydroxide
Test (KOH)and Fresh Cytology with the use of saline to observe the vaginal secretion through
an optical microscope. This last examination should present cells typical of the vaginal
microbiota such as Lactobacillus sp. and/or other bacilli, absence or rare leukocytes and

absence of fungal hyphae or fungal spores and pathogenic bacteria.
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After analyzing these criteria, if the data found were compatible with normality, the
participant would be submitted to the next phases of the study, evaluation of vaginal pH
which was made through specific tapes (MColorpHast "™, Germany) introduced into the
vaginal canal for one minute and collection of vaginal secretion for analysis of Oncotic
Cytology, through Pap smear examination using the spatula of air (ectocervix material) and
endocervical brush (endocervical material). It is important to emphasize that were considered
normal the presence of Lactobacillus sp. and/or other bacilli, discrete inflammation and
absence of cellular atypia.

The blue LED prototype was specifically developed for this study, and it has
wavelength of 401 + 5 nm, power of 30 W, mean irradiance of 0.000773 W / cm®. It was used
in the healthy women who followed the research, for 30 minutes. During the application of
the light the woman was placed in dorsal position, with knees bent and hips in abduction and,
for greater comfort of the participant, the feet were supported on the stretcher. The speculum
used was small in order to reduce the risk of discomfort, and it was inserted in the vaginal
canal and the device of the tripod-supported LED, external and static, in front of the
vulvovaginal region, about 5 cm distance from it. Therapy was performed by a
physiotherapist in a closed environment and the protocol consisted of only one session.

After an interval of 21 to 28 days, depending on the participant's menstrual cycle, she
underwent a new similar evaluation with interview and tests such as oncotic cytology and
measurement of vaginal pH for subsequent analysis of the data in a comparative manner.

In this interval of days, if there were any complaints, the participant was advised to
attend the research location for gynecological consultation and, if necessary, she would
receive the appropriate referrals.

In compliance with ethical questions, a sample calculation was not performed in order
to be a pilot study, phase I, to test the safety and effect of the blue LED 401 + 5nm on healthy
vaginal mucosa. This is a new technique, not previously used on female genitalia.

The Statistical Package for Social Sciences (SPSS), version 14.0 for Windows, was
used for the elaboration of the database and descriptive analysis. The results were presented
by tables. Numerical variables were expressed as mean and standard deviation, and

categorical variables were expressed as absolute values.

Results:
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Twenty women were initially invited to participate in this study. Of these women, ten
were not included: four because they presented numerous leukocytes and supracytoplasmic
bacilli (suggestive of Garnerella / Mobiluncus) visualized on fresh cytology and through the
positive KOH test with odor exacerbation; two due to the presence of fungal hyphae Candida
sp., and four by finding numerous leukocytes, both of this results seen on fresh cytology.

Of the ten participants included in the study, one of them was excluded at the time of

the reevaluation, due to interrupt HC.

Assessed by Eligibility Were not included in the study
(n=20) (n=10)

-4 women with numerous

leukocytes and

supracytoplasmic bacilli

- 2 women with hyphae of

Candida sp.

Intervention (n= 10) - 4 women with a high
number of leukocytes

v

Revaluation 21/28 L Excluded (n=1)
days after (n=10) * Broke off OCP

Analyse (n=9)

lllustration 4 - Randomization flowchart recommended by Consort.

The sociodemographic characteristics and the gynecological data are
described in table 1. The mean age of the sample was 27 £ 5.4 years, and the mean
BMI was 25.25 £ 3.05 kg / m2. In addition, most women (seven) had a regular

menstrual cycle and five of them used HC.
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Table 1: Sociodemographic characteristics and gynecological data of 10 women
submitted to the application of blue LED light 401 + 5nm (Salvador-BA).

Use Change of Historic
SC Age BMI of MC Broken off VvV GI/C/IA
OCP the MC
1 22 31.2 No Regular No No 0/0/0
2 31 22.4 Yes  Regular No No 0/0/0
3 25 28.7 Yes Absent No Yes 0/0/0
4 25 247 Yes  Regular No Yes 0/0/0
5 22 23.3 Yes  Regular - Yes 0/0/0
6 24 24.0 Yes Absent No No 0/0/0
7 21 22.4 No Irregular No No 0/0/0
8 29 27.3 No Regular No Yes 0/0/0
9 36 22.2 No Regular No Yes 0/0/0
10 35 25.9 No Regular No No 0/0/0

SC = Sample code; BMI=
contraceptive; CM= Menstrual cycle; MC= Contraceptive method; VV=
Vulvovaginitiss; GCA= Gestation, Childbirth, Abortion.

Body Mass Index; OCP= Hormonal oral

Regarding the life habits, among the five that were sexually active, three of

them did not use condoms in sexual relations. In addition, most of them did not use

specific hygiene products and daily intimate protectors and half of them made

frequent use of internal absorbent.

Tabela 2: Life habits of 10 women submitted to the application of blue LED light 401
+ 5nm (Salvador-BA).

Sexuall Uso Placeto d Use of
SC activey Condom 55 I underwearly IHP
1 No - No No Airy No
2 Yes Yes Yes Yes Moist No
3 No - No No Moist No
4 Yes No No Yes Moist Yes
5 Yes No No Yes Moist Yes
6 Yes No Yes No Airy Yes
7 No - No No Moist No
8 No - No Yes Moist No
9 Yes Yes No No Moist No
10 No - No Yes Airy Yes

SC = Sample code; DIP= daily intimate protector; IT= Internal tampons; IHP=
Intimate higiene product.

Regarding the cytological data, no pathogenic modification in the composition

of microflora was observed in any of the participants; being kept the findings of

benign cellular alterations (discrete inflammation). Regarding pH, among the nine

participants in the study, eight presented equal values in the two moments of the
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evaluation; and one presented reduction (5.0 - 4.0). One of the participants
presented atrophy and it remained in revaluation.

Tabela 3: Cytological and chemical data of 10 women submitted to the application of
blue LED light 401 + 5nm (Salvador-BA).

SC pH Microflora BCC Cellular Atypia
T1 T2 T1 T2 T1 T2 T1 T2
1 4.0 4.0 LB LB ID ID Absent Absent
2 4.0 4.0 LB+OB LB+OB ID ID Absent Absent
3 4.0 4.0 LB LB ID ID Absent Absent
4 5.0 5.0 LB+OB LB+OB ID+AT ID+AT Absent Absent
5 4.0 - LB - ID - - -
6 4.0 4.0 LB OB ID ID Absent Absent
7 4.0 4.0 LB LB ID ID Absent Absent
8 4.0 4.0 LB LB Absent Absent Absent Absent
9 5.0 4.0 LB+OB LB Absent Absent Absent Absent
10 4.0 4.0 LB+OB LB+OB ID ID Absent Absent

SC= Sample code; T1= Time 1; T2= Time 2; pH= Potencial Hidrogen; LB=
Lactobacillus sp.; OB= Other Bacilli; BCC= Benign cellular changes; DI= Discrete
Inflammation; AT= Atrophy.

None of the participants reported adverse effects such as warming and pain
during and/or after exposure to blue LED 401 £ 5nm, and the therapist did not
observe the appearance of erythema in the exposed region. One of the participants
reported discomfort during the passage of the speculum through the vaginal canal,
however this episode was remedied within minutes with the accommodation of the
equipment in place.

Discussion

The present study is a phase | clinical trial, pioneering in the use of the blue
LED 401 £ 5nm in healthy vaginal mucosa and suggests that this light cause no
adverse effect in young healthy women. There were no complains for heating or pain,
either no pathogenic modifications or appearance of cellular.

The fact that no adverse effects were observed among participants of this
research during or after the application of blue LED can be explained because this
phototherapy is non-invasive, athermic therapeutic mode and also it has a superficial

penetration. Some studies have already used blue light in humans in different regions
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and have also demonstrated no adverse effects 123,

The blue LED (405-420nm), with irradiance ranging from 50 to 200 W / cm2,
was applied in face region of 46 participants with acne. There were no adverse
effects or pain or discomfort in any of the subjects involved >. In the same way, blue
light (409-419 nm), with a variation of doses between the groups of 24J/cm? and
48J/cm?. was applied in 30 patients with acne on the face and was seen self-limited
reactions, exclusively in lesion regions. It was observed erythema in 16 (53%),
dryness of skin in four (13%) of them and mild pruritus in five (16%)14. These self-
limited reactions can be justified by the inflammatory characteristics of the injured
areas and by the interaction of the blue LED with the bacterium present in acne.

In the present study there was no reported adverse effect secondary to
exposure to blue light, only one participant reported discomfort during passage of the
speculum through the vaginal canal. It is believed that this fact can be explained by
the incomplete relaxation of the perineal musculature during the introduction of the
device, since this complaint is common among women who undergo gynecological
examination, and is one of the justifications for non-performance of its '°>. The
absence of lubricant use and pelvic muscle tension could explain the discomfort
during the passage of the speculum reported by one participant'®.

The mechanism of action of the LED is by photobiomodulation, that is to
stimulate local cells, promoting activation of its and regulating its operation, with
minimum of adverse effects. In addition, this light is considered benign for human
exposure when used at appropriate wavelength and irradiance, with approval even
by Food and Drug Administration (FDA) '®'. These characteristics of the light may
support the fact that there were no pathogenic modifications in vaginal microflora of
women involved in this study.

By universal mechanism of photoactivation, LED light is capable of promoting
cell proliferation, increase production of ATP and of local vascularization 916
Participants in this study had healthy vaginal mucosa and maintained these
characteristics at revaluation. It is believed that even if local cellular activation
occurred due to light action, the balance of the vaginal microbiota was maintained,
without pathological or atypical alterations.

A pilot study involving eight healthy people observed unchanged skin after
light blue light therapy (380-480nm) for five consecutive days, with a daily irradiance
of 20 J/cm2. It was observed transient melanogenesis in one participant and greater



79

vascularization without consequent apoptosis, which allowed them to suggest that
the use of blue light on human skin for a short period of time is safe 19,

Ganz et al. (2005) developed a study using 405 * 2nm blue light with
irradiance of 40J / cm2 in symptomatic patients diagnosed with Helicobacter pylor in
the stomach region. These authors also find neither adverse effects nor histological
alterations after blue LED therapy, '".

A case report was made with a participant diagnosed with recurrent
vulvovaginal candisiasis in which 3 blue LED sessions (401 £ 5 nm) were applied in
the vaginal region. In the study, no adverse effects were observed during or after use
of the blue LED and no cellular alterations suggestive of malignancy were also
observed when compared to oncotic cytology tests before and three months after
treatment. The study points out that there was no variation in cells typical of the
vaginal microbiota, but does not support this result'?.

In the present study, all the participants maintained a healthy vaginal
microflora composition, what suggests that the blue LED 401 £ 5nm does not present
risks to the balance of the healthy vaginal ecosystem. Two participants had a change
in the composition of microflora, in relation to the types of bacilli found, but the new
findings of revaluation were typical of healthy vaginal microbiota.

The differences seen in the composition of the vaginal flora of the two
participants of this study can be explained not specifically as a change of the types of
bacilli, but these certainly were already present but were not visualized in the initial
oncotic cytology examination because they were not the most prevalent at that
moment. In addition, when these variations occur, they are considered normal since
endogenous and exogenous factors exert a direct influence on vaginal ecosystem
fluctuations and, in addition, it is known that healthy vaginal ecosystems are not
exclusively composed of Lactobacillus sp. types of bacilli 22°.

Among the factors that may cause physiological fluctuations in the
composition of the vaginal microflora it is the sexual intercourse. Through the very
friction that occurs in the mucosa during sexual intercourse there is the possibility of
microtraumas that may lead to changes in local characteristics. In addition, either by
the contact of the acidic vaginal mucosa with the semen that has alkaline
characteristics, or by the contact of the mucosa with the chemical components of the
condom, there may be fluctuations in the composition of the vaginal microflora '2"?2.
One of the participants who presented changes in vaginal microbiota used
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specific products of intimate hygiene and daily protectors frequently, which can also
cause variations in the composition of the vaginal ecosystem and in some cases
even interfere in local health *?*. The non-use of HC and the presence of regular
menstrual cycle, which was the case of the other participant who presented flora
modification, is also responsible for promoting important hormonal oscillations
throughout the days of the cycle and this fact can also interfere in the composition of
vaginal microbiota .

In all participants, it was possible to observe the maintenance of the discrete
inflammation when comparing the two moments of evaluation. This finding is
considered normal and typical of healthy vaginal mucosa 2°?%,

Most of the participants of this study maintained the same vaginal pH values
when compared the two assessment moments, and only one of them had a reduction
in pH (5.0 - 4.0). This finding is configured as an adequacy of vaginal pH value, since
values between 3.8 and 4.5 are considered normal and is characterized as a
protective factor of the vaginal environment against pathogen infections due to its

5212526 No basements were found that could correlate this

acidic characteristic
change in the pH value with the use of the blue LED 401 + 5nm, but it is known that
the oscillations in the acidity of the region occur physiologically and are linked to
maintaining of the balance of the vaginal flora.

As limitations of the study, it is possible to quote the absence of research on
the period of the menstrual cycle of the participants at the evaluation dates, since this
may be an interference factor in the composition of the vaginal microflora. In addition,
this study did not investigate blood hormone values nor specific local immunity data
of the vagina as presence of defense cells before and after light use in the
participants involved.

This study suggests that the blue LED 401 + 5nm may be a possible
alternative for the treatment of vulvovaginal dysfunctions, however, there is a need
for further studies using the blue LED 401 £ 5nm in women with pathologies in the
genitourinary tract to verify the effect in relation to the dysfunctions.
The Research Group involved in the development of this research is executing new
phases of clinical trials continuing the clarification about the response of the blue
LED 401 £ 5nm in female vaginal mucosa.

Conclusion
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The present study demonstrated that the use of the 401 + 5 nm blue LED in
healthy vaginal mucosa of young women did not cause pathogenic changes in
microflora and in vaginal pH values. In addition, there were also no observed adverse
effects such as pain, warming or discomfort were observed during or after light use in
the participants.

It is suggested that the blue LED 401 £ 5n be used to verify the effects of light

on vulvovaginal pathogens.
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