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RESUMO

Os implantes dentarios s&o parte indispensavel da odontologia clinica. Embora a taxa
de sobrevivéncia dos implantes dentarios tenha sido relatada como sendo acima de
90%, algumas condigdes levam ao fracasso dos implantes e péem em risco as altas
taxas de sucesso atuais. Os implantes podem falhar devido a fatores associados a
remodelacdo Ossea ou a fatores associados as bactérias, como por exemplo, o
Streptococcus gordonii (S. gordonii) que é um dos colonizadores primarios na
formagao do biofilme bacteriano na superficie dos implantes. O objetivo do presente
estudo foi avaliar, imediatamente e num acompanhamento de 48 horas, diferentes
tratamentos antimicrobianos sobre biofilme de S. gordonii formado em discos de
titanio. Um total de 99 discos, divididos em 2 grupos, superficie lisa (SL) e superficie
tratada (ST) e subdivididos em 6 subgrupos, de acordo com o tratamento
antimicrobiano: plasma de baixa temperatura sob pressao atmosférica (PBTPA),
BlueM® (B), terapia fotodinamica (PDT), clorexidina (CX), Chimiolux® (CH) e um grupo
controle (CT), sem tratamento. O biofilme de S. gordonii foi submetido aos tratamentos
acima citados por 5 minutos. Apds os tratamentos, foi realizada a contagem das
unidades formadoras de colénia por mililitro (UFC/ml) em meio especifico, de cada
subgrupo avaliado, em metade das amostras. A outra metade das amostras foi
mantida em meio especifico por mais 48 hs, para posterior contagem das UFC/mI. Na
contagem imediata, o grupo PBTPA apresentou a maior atividade antimicrobiana em
comparagao com todos os subgrupos avaliados (p<0,001), tanto em SL quanto em
ST. No acompanhamento de 48 hs., o grupo PBTPA apresentou a menor atividade
antimicrobiana em comparagdo com todos os subgrupos avaliados, tanto em SL
quanto em ST. Concluiu-se que, dentre os tratamentos antimicrobianos avaliados, o
PBTPA parece ter um efeito antimicrobiano imediato promissor, porém seus efeitos
num acompanhamento de 48 hs. sobre superficie de titanio devem ser melhor
estudados.

Palavras-chave: Streptococcus gordonii; Gases de Plasma; Terapia Fotodinamica;
Clorexidina; Biofilme.



ABSTRACT

Dental implants are an indispensable part of clinical dentistry. Although the survival
rate of dental implants has been reported to be over 90%, some conditions lead to
implant failure and jeopardize the current high success rates. Implants can fail due to
factors associated with bone remodeling or factors associated with bacteria, such as
Streptococcus gordonii (S. gordonii), which is one of the primary colonizers in the
formation of bacterial biofilm on the surface of implants. The aim of this study was to
evaluate different antimicrobial treatments on S. gordonii biofilm formed on titanium
disks, both immediately and after 48 hours. A total of 99 discs were divided into 2
groups, smooth surface (SL) and treated surface (ST) and subdivided into 6 subgroups
according to the antimicrobial treatment: low temperature plasma under atmospheric
pressure (PBTPA), BlueM® (B), photodynamic therapy (PDT), chlorhexidine (CX),
Chimiolux® (CH) and a control group (CT), untreated. The S. gordonii biofilm was
subjected to the above treatments for 5 minutes. After the treatments, the colony-
forming units per milliliter (CFU/ml) of each subgroup evaluated were counted in half
of the samples. The other half of the samples were kept in the specific medium for a
further 48 hours for subsequent counting of CFU/ml. In the immediate count, the
PBTPA group showed the highest antimicrobial activity compared to all the subgroups
evaluated (p<0.001), both in SL and ST. At 48-hour follow-up, the PBTPA group
showed the lowest antimicrobial activity compared to all the subgroups evaluated, both
in SL and ST. It was concluded that, among the antimicrobial treatments evaluated,
PBTPA seems to have a promising immediate antimicrobial effect, but its effects at a
48-hour follow-up on the titanium surface should be better studied.

Keywords: Streptococcus qagordonii; Plasma Gases; Photodynamic Therapy;
Chlorhexidine; Biofilm.
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1. Introdugao

Terapias com implantes dentais sdo modalidades de tratamento bem
estabelecidas e que proporcionam beneficios para pacientes parcial ou totalmente
edéntulos. Espera-se que o mercado mundial de implantes dentarios alcance US$ 13
bilhbes em 2023. Embora a taxa de sobrevivéncia dos implantes dentarios tenha sido
relatada como sendo acima de 90%, algumas condigdes levam ao fracasso dos

implantes e pdem em risco as altas taxas de sucesso atuais.'?

Os implantes dentais podem falhar em diferentes pontos no tempo, a partir do
momento em que sao instalados. Trauma cirurgico, tipo de conexado implante-
abutment, desconexao e reconexao do pilar, presenca de microgap, bem como mal
posicionamento do implante, pertencem ao grupo de fatores associados a
remodelacdo 0ssea. Reacgdes inflamatodrias causadas pelo excesso de cimento nas
restauragdes protéticas cimentadas, mobilidade do abutment resultante de falhas
protéticas, e a progressiva perda 6ssea causada pela peri-implantite, pertencem ao
segundo grupo de fatores associados as bactérias.?

A periimplantite pode ser influenciada pela colonizagdo microbiana progressiva
da superficie e pela formagéo de comunidades microbianas denominadas biofilmes.3

Os biofilmes sdo comunidades microbianas complexas incorporadas em
substancias poliméricas extracelulares. Essa matriz de substancias funciona como
um escudo contra riscos externos, e pode aumentar a resisténcia aos antibioticos em
5 mil vezes.* A composi¢do do biofilme peri-implantar € mais complexa quando

comparada ao biofilme periodontal.?

O mecanismo de formacao do biofilme e o papel do microbioma peri-implantar
sdo componentes centrais na prevencao da maioria das complicagdes biologicas. As
descobertas microbiolégicas nos implantes dentarios, ou seja, a interagdo com o
biofilme oral que é especifico para implantes dentarios e 0 que € conhecido em relagéo
ao biofilme como um fator de risco para estagios especificos do tratamento com

implantes, foram amplamente descritas na literatura.%®
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A cavidade oral é habitada por mais de 700 diferentes espécies bacterianas.’
A maioria dessas bactérias sao habitantes comensais inofensivos, desde que a

homeostase microbiana esteja mantida.®

Streptococcus gordonii (S. gordonii) € uma bactéria comensal da cavidade oral,
e como colonizador primario ele inicia a formacgao do biofilme através da adesao aos
dentes e superficie dos implantes®'!, proporcionando entdo sitios de acoplamento

para as espécies bacterianas que sdo colonizadoras secundarias e tardias.

Na formagao do biofilme oral, os colonizadores bacterianos primarios como
Streptococcus gordonii (S. gordonii) sdo conhecidos por desempenharem um papel
crucial na ades&o bacteriana de colonizadores intermediarios (Fusobacterium
nucleatum) e colonizadores tardios (Porphyromonas gingivalis). Portanto, a
eliminagao dos colonizadores primarios da superficie dos implantes dentarios poderia
ser decisiva para o sucesso dos implantes a longo prazo.'?

Sendo assim é considerado imperativo que estudos futuros foquem na redugao
ou na eliminagdo do biofiime. Diversas técnicas para a descontaminagdo dos
implantes tém sido estudadas ao longo dos anos, porém nenhuma delas com
resultados ideais, o que ainda torna a descontaminag¢ao da superficie dos implantes

uma tarefa desafiadora.’®

Assim, este estudo tem como objetivo avaliar o efeito antimicrobiano de

diferentes tratamentos sobre S. gordonii em discos de titanio de diferentes superficies.
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2. Revisao de Literatura

Atualmente, os implantes dentarios s&o uma parte indispensavel da odontologia
clinica, sendo um mercado que movimenta bilhdes por ano.! A osseointegragio dos
implantes dentarios é necessaria para o seu sucesso a longo prazo. No entanto, a
falta de higiene, a inflamacgéao e a infec¢ao ao redor dos implantes podem levar a peri-
implantite.’®> A prevaléncia de peri-implantite pode ocorrer em 20% dos pacientes
durante o 5° ao 10° ano apods a instalagéo do implante.'

A terapia cirurgica tem sido defendida como uma forma de interromper a
progressdo da doencga e restabelecer a saude peri-implantar. No entanto uma das
tarefas mais desafiadoras e cruciais no tratamento da peri-implantite € a remog¢ao do
biofilme para alcangar a re-osseointegragdo e a redugcdo das bolsas peri-

implantares.'®

Em vista do apontado acima, esta revisdo tem a finalidade de apresentar o que
a literatura cientifica expde acerca dos tratamentos avaliados neste estudo, quanto a

sua eficiéncia antimicrobiana.

2.1 Clorexidina

A clorexidina (CX) é uma bisbiguanida que foi desenvolvida na década de 1940
no Reino Unido e comercializada como desinfetante geral. Na década de 1970, devido
a sua atividade antimicrobiana de amplo espectro, descobriu-se que essa atividade
também tinha efeito antiplaca na cavidade bucal e, em 1976, estava disponivel como
enxaguante bucal antisséptico, sendo utilizada por dentistas e pelo publico em geral
para evitar o acumulo de biofilme bacteriano. A disbiose desse microbioma bucal tem
sido correlacionada como responsavel pela patogénese de varias doengas bucais,
incluindo halitose, carie, gengivite e periodontite. Atualmente, o enxaguatoério bucal

com CX é o agente antimicrobiano mais utilizado e o padrdo ouro na redugéo de
microrganismos bucais. Na odontologia, diversos produtos com CX est&o disponiveis
e incluem formulagdes como enxaguatorios bucais, géis, chips e vernizes, em

diferentes concentragdes.®1”
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Ready et al. (2015)'® avaliaram a ag&o da clorexidina (CX) (0,2 e 2%) em
diferentes tempos sobre biofilmes multi espécies (Streptococcus sanguinis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis e Prevotella intermedia) de 48hs e 168hs de maturagcdo. Concluiram que
a clorexidina a 2% foi 0 agente mais eficaz, dependendo do tempo de exposi¢céo e do
estagio de desenvolvimento do biofilme. Ja a clorexidina a 0,2% teve o menor efeito
de eliminacdo contra as cepas dos biofilmes de 48 horas em todos 0os momentos.

Ryu et al. (2015)"° avaliaram o efeito antimicrobiano contra S. gordonni de
diferentes tipos de superficies de titdnio: uma mistura acida de 10% de acido nitrico e
5% de fluoreto de hidrogénio (HNF), meio de jateamento reabsorvivel (RBM),
jateamento de areia e ataque acido (SLA) e controle sem tratamento de superficie.
Todas as superficies foram expostas a 0,5% de CX por 1 minuto durante 5 dias.
Concluiram que no teste de difusdo, a liberagdo de CX, nos grupos SLA e o RBM,

foram maiores e consequentemente apresentaram maior atividade antimicrobiana.

Podhorsky et al. (2016)*° avaliaram a efetividade antimicrobiana de trés
produtos utilizados como selantes de dois sistemas de implante. As partes internas
desses dois sistemas foram preenchidas com gel de clorexidina a 0,2%, silicone
especial, massa de vedacdo e nenhum material. Os conjuntos pilar-implante foram
incubados numa suspensao bacteriana de Escherichia coli durante 1 semana. Assim,
a contaminag&o dos conjuntos pilar-implante foram avaliadas pela técnica de PCR
(reagao de polimerase em cadeia) quantitativa em tempo real. Os autores relataram
que todos os agentes aplicados foram capazes de reduzir significativamente a carga

bacteriana e a CX tiveram a menor contaminagao dentre os produtos avaliados.

Krishnamoorthy et al. (2022)?" realizaram uma revis&o de literatura sobre o
efeito da CX nos osteoblastos e na topografia da superficie dos implantes dentarios.
Concluiram que o uso da clorexidina deve ser desencorajado como descontaminante
de superficie pois pode alterar a topografia da superficie dos implantes dentarios e
causar citotoxicidade celular prejudicando o potencial de reosseointegragdo causando
a falha do implante dentario.

Lee et al. (2019)?? realizaram um estudo para identificar os agentes de

aplicacao local remanescentes nas superficies dos implantes apds a aplicacdo de
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varios métodos de limpeza. Apds o preparo da superficie dos implantes, com
jateamento de areia e ataque acido, foram utilizados: gel de CX, solugcdo de
tetraciclina, dois tipos de agentes de cloridrato de minociclina e solugéo salina
(controle). Concluiram que, na superficie dos implantes, foi observado a presenga de
residuos destes agentes de liberagdo local, isto pode interferir na reintegragao 6ssea

e atuar como um reservatorio de microrganismos.

Ye et al. (2023)?3 realizaram uma revisdo sistematica e metandlise avaliando a
eficacia da CX no tratamento nao cirurgico da peri-implantite/mucosite. Concluiram
qgue as evidéncias sobre a eficacia da CX para a mucosite sdo conflitantes devido ao
numero limitado de estudos, e que parece n&o haver um impacto significativo da CX

nos resultados da mucosite e peri-implantite.

2.2 BlueM®

A féormula do BlueM® (B) foi desenvolvida pelo holandés Dr. Peter Blijdorp e
uma equipe de especialistas. Sua acéo € baseada no oxigénio ativo sendo liberado
de forma controlada e direta para os tecidos lesionados. O contato do produto com as
superficies umidas da mucosa, saliva e sangue geram uma reagdo de quimica,
liberando oxigénio na forma de peroxido de hidrogénio para o meio. Em baixas
concentragdes (0,003% a 0,015%), o peroxido de hidrogénio liberado na quebra do
perborato de sddio, apresenta uma acdo antibacteriana e se mostra capaz de
promover a angiogénese, aumento da sintese de colageno, aumento do metabolismo
celular, e fatores de crescimento liberados pelo organismo, melhorando a capacidade
de transporte de oxigénio.?4-26

Niveda & Kaarthikeyan em 2020, realizaram um ensaio clinico randomizado de
boca dividida que compara o gel liberador de oxigénio (BlueM®) com o gel de
clorexidina a 1%. ApOs a raspagem supra e sub-gengival, a medicagao foi distribuida
aleatoriamente. Concluiram que o grupo BlueM® apresentou melhor potencial na

reducdo da profundidade de sondagem em comparacé&o com o gel de CX a 1%.

Cunha et al. (2019)?¢ analisaram a eficacia do Colgate Total® (CT) e do B em

um modelo experimental de gengivite em 1, 12 e 18 semanas. Observou-se
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contagens bacterianas mais baixas em ambos os grupos apdés uma semana de
escovacédo dos dentes. Clinicamente, nenhuma diferenca significativa foi encontrada
entre os cremes em 1, 12 e 18 semanas para indice de placa e indice gengival. O
estudo demonstrou que o B tem eficacia antiplaca e antigengivite comparavel ao CT.

Deliberador et al. (2020)?° realizaram um estudo in vitro para testar e comparar
os efeitos do B sobre Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis). Foram avaliados: gel
de oxigénio a 100% (B1), gel de oxigénio a 75% (B2), gel de oxigénio a 50% (B3) e
solugédo de CX 0,12% a 100% (C1). O B em concentragdes mais altas proporcionou
um halo de inibicdo da P. gingivalis semelhante ao CX.

Mattei et al. (2020)?” analisaram o efeito citotoxico do B sobre queratinécitos.
Concluiram que concentragdes mais baixas de B (1 pl/ml) aumentaram a proliferagcéo
celular, enquanto concentragdes moderadas e mais altas apresentaram um efeito

citotoxico.

O mesmo grupo?® em 2021 avaliaram a redugdo de dor e inflamagdo pos-
operatoria com a utilizagado de B em forma de enxaguante bucal. Concluiram que o B
influenciou positivamente na cicatrizagado dos tecidos, reduzindo a dor e 0 processo
inflamatorio, porém estudos clinicos randomizados seriam necessarios para

comprovar tais observagdes clinicas.

Shibli et al. (2021)?° avaliaram atividade metabdlica do biofime e a
citotoxicidade do B em um biofiime subgengival de 7 dias com 32 espécies
relacionadas a periodontite. Foram adotados dois esquemas terapéuticos: (1)
tratamento com B, clorexidina (CX) a 0,12% e grupo de controle negativo (sem
tratamento) do dia 3 ao dia 6, duas vezes ao dia por 1 minuto de cada vez, totalizando
8 tratamentos e (2) um tratamento de 24 horas em um biofilme cultivado por 6 dias.
Concluiram que o B reduziu a quantidade de espécies bacterianas em comparagao
com a CX durante a formacgéo do biofilme subgengival, mas foi melhor do que a CX
na redugao das proporgdes de bactérias do complexo vermelho. Embora o B tenha
reduzido os biofilmes subgengivais maduros multiespécies de 6 dias de formagao, ele
nao modificou as proporgdes dos complexos bacterianos como a CX fez nos biofilmes

mencionados acima.
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Santos et al. (2023)%° avaliaram a capacidade antimicrobiana do B contra
Streptococcus mutans (S. mutans) e sua influéncia na expresséo do gene de proteinas
de ligacéo a glucanos A (gbpA), bem como seu efeito citotdéxico em fibroblastos. Os
resultados apontam para a eficacia antimicrobiana do B contra S. mutans, sua
capacidade de modular a expressdo do gene gbpA e sua baixa citotoxicidade,
apoiando o potencial terapéutico do B como um agente alternativo para o controle do
biofilme.

Hollaar et al. (2020)*' verificaram as evidéncias disponiveis sobre a eficacia do
B. Na base de dados do PubMed foram encontrados 1 estudo controlado randomizado
e 1 resumo de um estudo em que o produto B foi examinado. Os estudos de casos
clinicos ndo atendem aos critérios do Case Report Statement and Checklist (CARE).
Concluiram que n&o ha evidéncias de que os produtos de higiene bucal da B sejam
mais eficazes do que outros produtos de higiene bucal existentes no mercado.

2.3 Terapia Fotodinamica

A Terapia Fotodinamica (do inglés Photodynamic Therapy - PDT) € uma forma
moderna e nao invasiva de terapia, utilizada no tratamento de doencas néo
oncologicas, bem como em canceres de varios tipos e localizagbes. A PDT baseia-se
na aplicagao local ou sistémica de um composto fotossensivel - o fotossensibilizador,
que é intensamente acumulado nos tecidos patolégicos. As moléculas do
fotossensibilizador absorvem a luz do comprimento de onda apropriado, iniciando os
processos de ativagao que levam a destruicdo seletiva das células inadequadas. A
PDT também é usada no tratamento da inflamacédo cronica e € uma alternativa

interessante no tratamento de infecgdes bacterianas resistentes a medicamentos.3?

Na PDT classica, é administrado sistemicamente ou de forma tdpica um
fotossensibilizador (FS) ao paciente. Apds a retengao seletiva do FS nos tecidos-alvo,
eles sao irradiados com luz para que ocorra a reagao fotoquimica com a destruigao
seletiva dos tecidos danificados. Portanto, o fotossensibilizador é o principal

componente da PDT, sendo sensivel a luz de um comprimento de onda especifico.3?
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Wang et al. (2023)** compararam a eficacia de trés abordagens de
descontaminacg&o: CX combinado com laser (Er:YAG), terapia fotodinamica (PDT) e
somente CX sobre biofiime bucal formados em superficies de titdnio fixados em
aparelhos intra-orais. A CX combinada com o Er:YAG foi superior a CX combinada
com a PDT, e a CX sozinha foi melhor do que o controle. Concluiram entdo que a CX
combinada com laser Er:YAG é um método valido para reduzir a vitalidade do biofilme
bucal em discos de titanio.

Cai et al. (2019)% avaliaram a eficacia da desinfecgao da aplicagdo combinada
de antissépticos (CX a 0,2% e perdxido de hidrogénio (H202) a 3%) com PDT no
biofilme de Staphylococcus aureus (S. aureus) formado em discos de titanio (Ti) com
diferentes rugosidades de superficie (polida ou tratada). Concluiu-se que todos os
meétodos de desinfeccdo tiveram redugao significativa na unidade formadora de
bactérias em comparagdo com o grupo de controle, independente do tipo de
superficie. Adicionalmente, a combinagdo de CX ou H202 com PDT foi ainda mais
eficaz na reducédo de S. aureus em comparagdo com qualquer um dos tratamentos
isoladamente, sugerindo que o uso combinado de antissépticos com PDT poderia ser
um meétodo mais eficiente para o tratamento da peri-implantite. Num outro estudo, este
mesmo grupo realizou o mesmo experimento com biofiilme de Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis). Concluiram que o protocolo combinado (CX + PDT) também
foi o mais eficaz na reducado de P. gingivalis em superficie lisa e em superficie
tratada.3¢

Huang et al. (2019)% avaliaram o efeito antimicrobiano e os niveis de
lipopolissacarideo residual (LPS), dependente da dose (50, 100 e 200 pg/mL), do pH
(4, 7 e 10) do azul de metileno (AM) e o tempo de irradiagdo do PDT (0, 30 e 60 s) em
bactérias Gram-negativas (P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans) e em bactéria
Gram-positiva (S. mutans) em uma liga de titanio tratada com jateamento de areia e
ataque acido. Concluiram que o PDT apresentou melhor eficacia antibacteriana com
maior concentracdo de AM associado em um ambiente de pH mais alto com maior
tempo de irradiagédo para as 3 bactérias estudadas, além da redugéo significativa na
concentragédo de LPS de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis.
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Kim et al. (2017)% avaliaram o efeito antimicrobiano do PDT no biofilme de A.
actinomycetemcomitans e Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) formado em discos
de titanio com superficie tratada. Os biofilmes formados nos corpos de prova foram
subdivididos em: laser de diodo por 60 segundos, azul de metileno (AM) mantido por
60 segundos sem aplicagdo de laser, PDT 60 segundos e PDT 120 segundos.
Concluiram que o PDT 60 e 120 segundos foram mais eficientes na reducdo da
viabilidade do biofilme das duas bactérias analisadas sobre a superficie de titanio.

Decker et al. (2017)%° compararam trés abordagens convencionais de PDT
(PDT1: Azul de toluidina (AT)+LED de 630 nm, PDT2: AT+ laser de 635 nm, PDT3:
Azul de metileno (AM) + laser de 665 nm) e uma abordagem modificada com
fotossensibilizador (AT ou AM) com o suplemento de perdxido de hidrogénio a 3%
(PDTplus) em cultura plancténica e biofiilme de seis patdogenos periodontais.
Concluiram que o PDTplus apresentou a maior atividade antimicrobiana sinérgica
para sistemas baseados em AT, tanto em patdgenos planctdnicos quanto em biofilme.
O PDTplus baseado em MB foi superior principalmente em biofilme. Em comparagao
com a PDT convencional, a PDTplus apresentou eficacia antibacteriana superior com
base em seu efeito sinérgico, prometendo amplas possibilidades de aplicagao.

Giannelli et al. (2017)* avaliaram o efeito antimicrobiano do PDT com 0,1% de
azul de metileno (AM) laser de diodo (A 635 nm) e do LED azul-violeta (A 405 nm) por
1 e 5 minutos em biofilme de Staphylococcus aureus (S. aureus) em discos de titanio.
Os resultados mostraram que tanto o PDT quanto o LED azul-violeta reduziram o
numero de bactérias viaveis, de até -99 e -98% (5 minutos), respectivamente. Além
do efeito antimicrobiano, a PDT e o LED azul-violeta inibiram a bioatividade do LPS
em até -42%. Concluiram que o LED azul-violeta, assim como o PDT, teve efeito
antimicrobiano sobre biofilme de S. aureus e que pesquisas clinicas serao necessarias

para comprovar estes resultados promissores.

De Paula et al. (2021)*" estudaram o efeito da PDT sobre biofilme oral de
microrganismos de colonizagao inicial (S. gordonii, S. oralis, S. mitis e S. sanguinis),
usando o fotossensibilizador azul de metileno (AM) associando as nanoparticulas de
B-ciclodextrina com diferentes fontes de luz vermelha (laser ou LED com A = 660

nm). Em concluséo, relatam que a PDT mediada por B-ciclodextrina encapsulada com
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azul de metileno irradiada por laser ou LED foi eficaz na redugao do biofilme composto

por microrganismos de colonizag&o primaria.

2.4 Plasma de baixa temperatura sob pressao atmosférica

O plasma considerado como o quarto estado da matéria, € um gas ionizado,
encontrado em varias formas na natureza e que pode ser gerado artificialmente. O
gas de alimentacdo que forma esse plasma pode ser o argbnio ou hélio, e os
subprodutos s&o as espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio. O plasma formado
em temperaturas inferiores a 40 °C em condi¢des de baixa pressao € conhecido como
plasma de baixa temperatura sob pressao atmosférica (PBTPA). Esse PBTPA é capaz
de inativar bactérias, fungos e virus dependendo do gas utilizado, dos parametros do
equipamento, da dose e do tempo de aplicagcédo. Apesar dos resultados positivos ainda
sao necessarios mais estudos clinico/laboratoriais para compreensao de seus efeitos

antimicrobianos.*?

Koban et al. (2011)*3 avaliaram o efeito antimicrobiano de trés dispositivos de
PBTPA sobre o biofilme de Streptococcus mutans (S. mutans) e de biofilme
multiespécies de saliva humana, cultivados sobre discos de titanio. Os dispositivos
utilizados foram: jato de plasma de presséo atmosférica (kINPen 09), um eletrodo de
descarga de barreira dielétrica oca (HDBD), uma descarga de barreira dielétrica de
volume (VDBD) e digluconato de clorexidina 0,1% (CX). Concluiram que no menor
tempo de aplicagdo o kINPen 09 teve maior efeito antimicrobiano do que os outros
equipamentos e que apdés 10 minutos de aplicagao, todos os dispositivos de PBTPA
em comparagdo a CX tiveram uma redugdo significativa de S. mutans e de

microrganismos de saliva humana em superficie de titanio.

Idlibi et al. (2013)** avaliaram o efeito antimicrobiano de um protétipo de PBTPA
sobre biofilmes formados por 72 horas in situ em discos de titanio (Ti). Este prototipo
foi comparado com laser de diodo, abrasao a ar e clorexidina 0,2%. Concluiram que
o protétipo mostrou uma reducgdo significativa de microrganismos presentes no

biofilme in situ sem causar dano na superficie do disco de titdnio em comparacéo as
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outras técnicas. Sugere que este prototipo pode ser utilizado antes ou depois de uma

descontaminagdo mecénica assegurando a desinfecgao da superficie de titanio.

Preissner et al. (2016)*® investigaram a eficiéncia antimicrobiana do PBTPA
sobre biofilme de S. mitis formados sobre a superficie tratada de implantes de titanio.
Foi utilizado 2 tempos de aplicagdo do PBTPA (60 e 120 segundos), laser de diodo
por 60 segundos e controle negativo. O PBTPA reduziu significativamente as unidades
formadoras de colénia (UFC), em comparagdo ao grupo controle, porém sem
diferencas significativas entre o tratamento 60 e 120 segundos.

Abonti et al. (2016)* avaliaram os efeitos esterilizantes do PBTPA com
diferentes tipos de gases (oxigénio, nitrogénio e argénio) sobre placas de agar com
cultura de S. mutans, Lactobacillus fermentum ([L. fermentum) e A.
actinomycetemcomitans, separadamente. O PBTPA foi aplicado a uma distancia de
2 e 20 mm com tempos de 10 e 60s sobre os microrganismos. Somente o PBTPA de
oxigénio reduziu significativamente a UFC dos 3 microrganismos analisados em todos

os parametros utilizados.

Yang et al. (2018)*" avaliaram o efeito antimicrobiano de diferentes tempos de
aplicacao (2, 4 e 6 minutos) do PBTPA em placa contendo P. gingivalis. O PBTPA
mostrou um efeito antimicrobiano significativo sobre o P. gingivalis, com maior efeito

no tempo de 6 minutos.

Carreiro et al. (2019)* avaliaram o efeito antimicrobiano do tempo de aplicagao
com PBTPA (1 e 3 minutos) sobre biofilme de P. gingivalis formado em discos de
titanio de superficie tratada. Concluiram que independente do tempo de aplicacéo, o
uso do PBTPA teve reducdo no UFC/mI comparado ao controle. No entanto, a CX
teve uma reducao maior do que nos diferentes tempos de aplicacdo do PBTPA
analisado.

Lee et al. (2019)?? investigaram o efeito de diferentes tempos de aplicagéo (O,
3 e 5 minutos) do PBTPA com gas hélio sobre biofilmes de P. gingivalis em discos de
titanio de superficie tratada. Os autores observaram que a quantidade de P. gingivalis
diminuiu, conforme o tempo de aplicagdo do PBTPA aumentou. Concluiu-se que o
PBTPA foi eficaz na remocéo do biofilme de P. gingivalis em discos de titanio.
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Zhou et al. (2022)*° avaliaram em animais o efeito do uso combinado do PBTPA
com gas hélio e o desbridamento mecanico cirurgico (DMC) na peri-implantite (PI). Os
grupos foram: DMC + irrigagdo de CX a 2% (grupo controle) e DMC + PBTPA. Os
resultados apontaram uma melhora significativa em indice de sangramento,
profundidade de sondagem e altura éssea no grupo PBTPA, comparado ao grupo de
controle apos trés meses do tratamento. Concluiram que o PBTPA em conjunto com
o DMC para o tratamento da Pl pode aumentar a formagcdo 6ssea ao redor do

implante, inibindo a resposta inflamatoria.

Lima et al. (2021)%° fixaram as configuragdes (fluxo do gas, frequéncia,
amplitude e distancia da superficie a ser tratada) do PBTPA com gas hélio e
analisaram o tempo de aplicagao (1,3,5 e 7 minutos) sobre Streptococcus gordonii e
P. gingivalis. O diametro do halo de inibicdo aumentou proporcionalmente ao tempo
de exposigao, ao contrario da contagem de UFC/mL, o qual apds 5 minutos de

aplicacao, n&o teve redugéo significativa com 7 minutos de exposi¢cédo ao tratamento.

Hui et al. (2021)%'" compararam a eficacia da descontaminag&o da superficie
com abras&do a ar (AA), plasma atmosférico frio (PBTPA) e ambas modalidades
(AA+PBTPA) sobre biofilme de saliva de pacientes com peri-implantite sobre
implantes de titdnio. Todos os tratamentos proporcionaram uma descontaminagao
expressiva da superficie dos implantes, com valores muito proximos ao controle
negativo para AA e AA+PBTPA. Concluiram entdo que a descontaminagao com AA,
com ou sem PBTPA foi eficiente na remogao do biofilme dos implantes.

Florke et al. (2022)%2 compararam a eficiéncia do PBTPA (3 minutos), da PDT
com azul de toluidina (40 segundos) e da descontaminagdo quimica com acido
fosforico a 35% (AF) sobre superficies de implantes de titanio contaminados com E.
faecalis. O PBTPA proporcionou redugao significativa do numero de microrganismos
sobre PDT e controle. O PDT teve um aumento no numero de UFC/ml comparado ao
controle. Nao houve diferengca no numero de UFC/ml nos tratamentos PBTPA e AF.
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3. Objetivo

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antimicrobiano de diferentes tratamentos sobre S. gordonii em
discos de titanio de superficie lisa e superficie tratada.

3.2 Objetivo especifico

Avaliar o efeito antimicrobiano de diferentes tratamentos (gel de oxigénio ativo
(BlueM®), Terapia Fotodindmica (PDT), Chimolux (CH) e Clorexidina (CX) sobre
células planctdnicas de S. gordonii.

Avaliar o efeito antimicrobiano imediato de diferentes tratamentos (BlueM®, PDT, CH,
CX e PBTPA) sobre biofilme de S. gordonii em discos de titanio de superficie lisa e

superficie tratada.

Avaliar o efeito antimicrobiano, num acompanhamento de 48 hs., de diferentes
tratamentos (BlueM®, PDT, CX e PBTPA) sobre biofilme de S. gordonii em discos de

titdnio de superficie lisa e superficie tratada.
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4. Materiais e métodos

Esta pesquisa foi integralmente realizada no Laboratério de Genoma da
UNESP, em S&o José dos Campos — S.P. O experimento foi realizado em cabine de
fluxo laminar e todos os materiais utilizados eram estéreis de fabrica ou foram

esterilizados em autoclave.

4.1 Avaliagao do efeito dos tratamentos antimicrobianos sobre células
plancténicas

A avaliacao do efeito dos produtos antimicrobianos selecionados foi feita com
a cepa padrao de Streptococcus gordonii ATCC 10558. Esta cepa foi cultivada em
agar Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C e 5% de COg, por 48 horas. O indculo de S.
gordonii foi preparado a 107 cél/ml num comprimento de onda (A) 600 nm com
densidade optica (DO) de 0,520 + 0.02 em solugado salina. Apds a padronizagéo do
indculo, este foi diluido 1:10 em BHI com concentracgao final de 10° cél/ml e pipetado
100ul em cada poc¢o de uma placa de 96 pogos. Em cada poco foi pipetado 100 ul dos

seguintes produtos antimicrobianos selecionados:

- BlueM® (Bluem Europa Ltda, Zwolle, Overissel, Holanda).
- Azul de metileno a 0,01% (Chimuilux® DMC - Sao Carlos — SP).
- Clorexidina Gel 0,2% (Perioxidin®,Lacer, Barcelona, Espanha).?

A avaliagao da Terapia fotodinamica (PDT) com azul de metileno a 0,01% (Laser
Therapy EC — DMC / Chimiolux® DMC - Sao Carlos - SP), foi realizada em placa separada,
com boa distancia entre a posi¢cao dos discos nos pogos, para que nao houvesse
interferéncia da irradiagao do laser em um disco sobre os demais discos.

Em células planctbnicas ndo se avaliou o efeito do Plasma de Baixa
Temperatura sob Press&o Atmosférica (PBTPA) pois ja se sabia de seus efeitos sobre
estas células a partir do trabalho de Lima et al. (2021).%°
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As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C e 5% COg, apds este periodo
foi realizada leitura visual e posterior subcultura desta placa para leitura apés 24 horas
a 37°C e 5% COz. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos 3 vezes.

4.2 Avaliacao do efeito dos tratamentos antimicrobianos sobre biofilme de S.

gordonii sobre os discos de titanio

4.2.1. Selecdo dos discos de titdnio para cada grupo de tratamentos

antimicrobianos

Neste estudo, foram utilizados 99 discos (6mm de didmetro com 3 mm de
espessura) de titdnio comercialmente puro (grau IV — mesmo material utilizado para
confecgao de implantes), 54 discos com a superficie lisa (SL - ndo tratada), e 45 discos
com superficie tratada (ST - duplo ataque acido), do sistema S.I.N. Implant System
(S&o Paulo, Sao Paulo, Brasil).

Os discos de titanio, para cada tipo de superficie, foram assim divididos em 4
grupos de acordo com os produtos utilizados:

- Grupo B- BlueM® - (Oxigénio ativo 0,015%) - n=9
- Grupo CH - Chimiolux DMC®: Gel de azul de metileno 0,01% - n=9

- Grupo PDT - Terapia Fotodinadmica (Chimiolux DMC®: Gel de azul de metileno
0,01% em associagao ao Laser Vermelho (InGaAIP) - n=9

- Grupo CX - Clorexidina 0,2 % (Lacer®) - n=9

- Grupo PBTPA - plasma de baixa temperatura sob pressdo atmosférica
(PBTPA de gas Hélio / Protétipo UNESP SJC — Lima et al, 2021) - n=9

-Grupo C — Controle (sem nenhum tipo de tratamento) - n=9
4.2.1.1 Formacgao do biofilme de S. gordonii em disco de titanio

Para obtencao do biofilme monoespécie, culturas frescas de S. gordonii, ATCC
10558 foram incubadas a 37°C e 5% de CO2 por 24 horas. O S. gordonii foi cultivado
em agar BHI a 37°C e 5% de CO2, por 48 horas.%°
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Para o preparo do indculo de 107 cél/ml coletou-se S. gordonii da placa de agar
BHI com alga coletora estéril, e as bactérias foram depositadas em tubo Falcon
contendo soro fisiolégico, o qual passava por voértex de 10 segundos. Entdo era
coletado com pipeta 1 ml dessa solugcdo, que era depositada numa cubeta para
realizar-se a espectrofotometria. O inéculo deveria atingir a absorbancia de A= 600
nm.35%0 e DO = 0,52 + 0,02.5°

Figura 1- Espectrofotometro (Micronal, S.A., Sao Paulo, S.P.) demonstrando a absorbancia do

inéculo
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Atingida a absorbancia ideal (figura 1) procedia-se para o preparo do indculo
de 108 cél/ml na quantidade necessaria para o experimento, utilizando-se 1 (uma)
parte do inoculo de 107 cél/ml para 9 (nove) partes de caldo BHI (figura 2).
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Figura 2- Inéculo de 108 cél/ml preparado a partir do inéculo de 107 cél/ml

Os discos de titanio (superficie lisa e superficie tratada) foram colocados nos
pocos das placas estéreis de 24 pocos, e divididos de acordo com os respectivos

grupos testados (figura 3).

Figura 3- Discos de titanio sendo colocados nos pogos com pinga estéril
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Foi pipetado 2 ml de inéculo de S. gordonii a 1x108 cél/ml por pogo contendo

os discos (figura 4).

Figura 4- Inéculo sendo pipetado nos pogos

As placas foram ent&o incubadas por 24hs a 37°C e 5% CO:z (figuras 5 A e B).

Figura 5- Placa com discos e indculo pronta (A) e Estufa a 37°C e 5% CO:2 (B)
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4.2.2 Efeito dos tratamentos antimicrobianos sob o biofilme formado
4.2.2.1 Tratamento Imediato

Os discos de titanio (SL e S) com biofilme formado foram retirados do meio BHI
com pinga estéril, exatamente na mesma posicdo em que se encontravam no poco.
Cada disco, um a um, era lavado 2 vezes com 1 ml de soro fisiolégico estéril, e entao
apoiados na parte interna de uma placa de Petri. Os discos foram entdo submetidos

aos tratamentos antimicrobianos da seguinte forma:
e BlueM®

A ponta da seringa de BlueM® era acoplada uma ponta aplicadora plastica estéril
(figura 6A), e entédo o gel do produto era aplicado sobre a face superior dos discos,
até recobrir completamente os mesmos (figura 6B). O produto permanecia agindo por
5 minutos na superficie dos discos, € um crondmetro era acionado para controle do

tempo.

Figura 6- BlueM® pronta para aplicagdo (A) e disco de titanio com gel de BlueM® (B)

e Chimiolux®

A aplicagao do gel de azul de metileno a 0,01% foi realizada acoplando-se uma
ponta aplicadora plastica estéril a ponta da seringa de Chimiolux®. Entao, o gel do
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produto era aplicado sobre a face superior dos discos, até recobri-los completamente.
O produto permanecia agindo nos discos por 5 minutos, com o auxilio de um

cronémetro, conforme recomendacgao do fabricante.

e Terapia Fotodinamica

A ponta da seringa de Chimiolux® era acoplada uma ponta aplicadora plastica
estéril, e entdo o gel do produto era aplicado sobre a face superior dos discos, até
recobrir completamente os mesmos (figura 7). O produto permanecia agindo por 5
minutos na superficie dos discos, conforme recomendagdo do fabricante, e um

cronémetro era acionado para controle do tempo.

Figura7- Chimiolux® na face superior do disco de titanio

Passados os 5 minutos, os discos eram suspensos com a pinga e posicionados
na borda de numa nova placa de Petri, para que o topo da placa servisse de stop da
distancia exata entre a ponteira do laser vermelho e a superficie do disco (1,5 cm). Foi
aplicado 9 Joules de laser vermelho (InGaAIP) (DMC®), eram aplicados sobre os
discos, totalizando 90 segundos de aplicagao (também segundo recomendagao do
fabricante) e mantendo-se a distancia de 1,5 cm (figura 8).
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Figura 8- Laser aplicado a 1,5 cm do disco

e Clorexidina

O tubo de Clorexidina a 0,2% (Lacer®) veio com uma ponta propria que permitiu
a aplicagao do gel sobre a face superior dos discos, até recobrir completamente os
mesmos. Com o auxilio de um crondmetro o produto permanecia agindo por 5 minutos
na superficie dos discos. Optou-se por padronizar a aplicacdo do BlueM e também da
Clorexidina em 5 minutos, uma vez que o Chimiolux permanecia 5 minutos por
recomendagao do fabricante e o jato de plasma permanecia por 5 minutos em
conformidade com o trabalho de Lima et al, 2021.%°

¢ Plasma de baixa temperatura sob pressao atmosférica

A configuragao experimental utilizada neste estudo foi descrita anteriormente
por Borges et al. (2018), Borges et al. (2019) e Lima et al. (2021) (figura 9).50:54.55
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Figura 9- Configuragao do PBTPA utilizado no estudo (Lima et al., 2021).
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Os discos eram centralizados no pogo de uma placa estéril de 24 pogos, para
que se realizasse a aplicagdo do PBTPA (figura 10).

Figura 10- Aplicacdo do PBTPA.

O jato de plasma foi aplicado no centro de cada disco a uma distancia de 15
mm, por 5 minutos, conforme metodologia descrita por Lima et al, 2021.5° A

poténcia média de descarga calculada nestas condig¢des foi de 0,6 W.
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Apds 5 minutos de tratamento, os discos eram suspensos com a pinga e
recebiam 2 jatos de 1 ml de soro fisiolégico estéril na face que recebeu o tratamento.
Feito isso cada disco era inserido num microtubo contendo 1 ml de soro fisiologico

estéril e passavam por vortex de 30 segundos (figura 11).

Figura 11- Vértex de 30 segundos

Ap0s o vortex foi realizada a diluicdo seriada do microtubo contendo o corpo de
prova da seguinte forma: 100 microlitros eram pipetados do microtubo contendo o
corpo de prova para outro microtubo contendo 900 microlitros de soro fisiolégico
estéril. Esse novo tubo era também misturado por 10 segundos e dele também era
colhido 100 microlitros de soro para ser colocado num novo microtubo com mais 900
microlitros de soro estéril. E assim sucessivamente até atingir 4 diluigbes (-1, -2, -3, -
4) (figura 12).
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Figura 12- Diluicdo seriada

Dez microlitros eram pipetados dos microtubos com as diluigdes -2, -3 e -4, e
gotejados na placa (em duplicatas). A placa era inclinada para a formacgao das "gotas"
e apos secagem, eram incubadas por 24hs a 37°C e 5% CO2 (Figura 13).

Figura 13- Placas em duplicata prontas para contagem
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Apés 24 horas era realizada a contagem das UFC/ml em cada placa, utilizando-
se lupa e retro iluminagdo. Os dados foram inseridos numa planilha para posterior
andlise estatistica (figura 14).

Figura 14- Contagem das UFC/ml

4.2.2.2 Acompanhamento apés 48 hs do tratamento.

ApOs os tratamentos e lavagens descritos acima nos grupos do tratamento
imediato, as amostras dos grupos de acompanhamento 48 hs, de todos os
tratamentos analisados retornaram novamente para a estufa, por 24hs a 37°C e 5%
CO., em meio BHI.

Para todos os grupos, apés 24 horas, os discos eram transferidos para uma
nova placa de 24 pogos estéril, com novo meio BHI em cada pocgo, e entdo voltavam
para a estufa a 37°C e 5% CO2 por mais 24 horas, completando entao 48 hs de

tratamento nos discos.
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Ao final das 48 horas de tratamento, os discos de cada grupo foram lavados 2
vezes com 1 ml de soro fisioldgico, foi feita a diluigdo seriada até 10# e plaqueados
pela técnica da gota, como descrito anteriormente. A contagem foi realizada apos 24
horas e os dados foram inseridos numa planilha para posterior analise estatistica.
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5. Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Apos o teste de normalidade e homocedasticidade,
utilizando os testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os dados nao
normais foram submetidos aos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. O nivel de

significancia considerado para todos os testes foi de 5%.
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6. Resultados
6.1 Efeito dos produtos antimicrobianos sobre células planctonicas

O resultado do experimento inicial para avaliagao do efeito do uso dos produtos
antimicrobianos sobre células planctonicas de S. gordonii demonstrou que B, CX e
CH apresentaram efeito sobre as células planctonicas. (figura 15). Na PDT, realizou-
se a técnica na concentracdo 100% do CH com aplicacdo do laser em cultura
planctdnica mantida em microtubo e placa de 96 pocos, os quais foram irradiados na
tampa e no fundo do microtubo ou placa (figura 16). Observamos que ndo houve
inibicdo do crescimento da cultura plancténica no PDT (concentragao 100% CH +

laser).

Este resultado foi controverso pois o uso somente do CH teve efeito e o
resultado esperado era que o PDT fosse mais eficiente do que s6 o fotossensibilizador.
Portanto, o PDT e o CH foram testados em superficie lisa com biofilme de S. gordonni.

Figura 15- Efeito dos produtos antimicrobianos sobre células planctonicas de S. gordonii
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Figura 16- Efeito do PDT sobre células planctonicas de S. gordonii, em microtubo e em placa

de 96 pocgos

6.2 Efeito dos produtos antimicrobianos sobre biofilme formado de S.
gordonii em diferentes superficies de discos de titinio em diferentes tempos de

tratamento
6.2.1 Superficie lisa
6.2.1.1 Tratamento imediato

No tratamento imediato realizado em discos de titanio de superficie lisa (grafico
1) observou-se que o tratamento com BlueM (B) sobre o biofilme diminuiu o nimero
de unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/ml) com uma diferenca
estatistica em comparagéo ao grupo controle (CT) (p=0,002) e grupo Chimiolux (CH)
(p=0,0124).

O tratamento com o Plasma de Baixa Pressdo Atmosférica (PBTPA) sobre o
biofilme apresentou uma diminuigao na contagem das UFC/ml em comparagao com

grupo CT e com todos os tratamentos analisados (p<0,0001).

O tratamento com o Chimiolux (CH) nao teve diferenga estatistica com a
Terapia Fotodindmica (PDT). No entanto, estes dois tratamentos tiveram uma
diminuicdo maior de UFC/ml em comparag¢ao ao grupo CT (CHxCT - p=0,0197;
PDTxCT - p=0,0019).
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A Clorexidina (CX) como grupo padrdo teve efeito no biofilme com uma
diminuicao significativa em comparag&o ao grupo CT (p<0,0001) e s6 foi menos eficaz
sobre o biofilme em comparacéo ao grupo PBTPA (p<0,0001).

Grafico 1 — Efeito imediato dos tratamentos antimicrobianos sobre

biofilme de S. gordonii em discos de titanio de superficie lisa
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B PBTPA CH PDT cX CT

B (BlueM®); PBTPA (Plasma de baixa temperatura sob pressdo atmosférica); CH (Chimiolux ®);
PDT (Terapia fotodinamica); CX (Clorexidina); CT (controle).
Valor de p * p<0,0001; A p=0,0124; % p=0,0002; +p= 0,0197; & p=0,0019

6.2.1.2. Acompanhamento apés 48 horas do tratamento.

Nos tratamentos de 48 hs em discos de titanio de superficie lisa (grafico 2)
observou-se que houve uma diminuigdo estatisticamente significativa no numero de
unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/ml) nos grupos CX, B, CH e PDT
quando comparados ao grupo do PBTPA (p<0,0001, p=0,0007, p=0,005 e p=0,0005),

respectivamente.

O grupo PBTPA apresentou uma maior formagao de UFC/ml em comparagéo
ao grupo CT (p=0,0002). O Grupo CX foi estatisticamente superior aos grupos B, PDT
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CH, apresentando menos UFC/ml (p=0,0044, p=0,0021 e p=0,0004),

respectivamente. O grupo CH apresentou maior quantidade de UFC/ml que o proprio

grupo CT (p=0,0096). O grupo CH (azul de metileno 0,01%) n&o apresentou diferenca

estatistica em relagdo ao grupo PDT (azul de metileno 0,01% + laser vermelho) sobre

o biofilme formado em discos de titanio de superficie lisa. Sendo assim optou-se por

excluir o grupo CH da continuidade do estudo sobre seu efeito em biofilme formado

nos discos de titanio de superficie tratada, permanecendo no estudo apenas o grupo
PDT.

UFC/ml

Grafico 2 — Efeito em 48 hs dos tratamentos antimicrobianos sobre

biofilme de S. gordonii em discos de titanio de superficie lisa

107 = %
10 °
10 %+
104-
103+
102+

10"+

10°-

B PB1"PA CH PDT cX cT

B (BlueM®); PBTPA (Plasma de baixa temperatura sob pressdo atmosférica); CH (Chimiolux ®);
PDT (Terapia fotodinamica); CX (Clorexidina); CT (controle).

Valor de p: * p<0,0001; A p=0,0007; % p=0,0044; +p= 0,005; & p=0,0005; © p=0,0002; #p=0,0004; p=0,0096; > p=0,0021
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6.2.2 Superficie tratada
6.2.2.1 Tratamento imediato

Nos tratamentos imediatos realizados em discos de titanio de superficie tratada
(grafico 3) observou-se que o tratamento com o PBTPA sobre o biofilme apresentou
resultados estatisticamente superiores quando comparado aos demais grupos (B,
PDT, CX e CT), no que diz respeito a quantidade de UFC/ml (p<0,0001).

O tratamento com BlueM (B) sobre o biofilme, também teve resultados
estatisticamente superiores em relagdo aos grupos PDT e CT, apresentando uma
diminuicdo na contagem das unidades formadoras de col6nia por mililitro (UFC/ml)
(p<0,0001).

O grupo CX foi estatisticamente superior ao grupo PDT, com menor formagao
de UFC/ml (p=0,0003). O grupo PDT foi o unico que ndo apresentou diferenca
estatistica em relacdo ao grupo CT.

Grafico 3 — Efeito imediato dos tratamentos antimicrobianos sobre

biofilme de S. gordonii em discos de titanio de superficie tratada
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B (BlueM®); PBTPA (Plasma de baixa temperatura sob pressdo atmosférica); PDT (Terapia fotodinamica);
CX (Clorexidina); CT (controle). Valor de p: * p<0,0001; A p=0,0003
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6.2.2.2 Acompanhamento apés 48 hs do tratamento

Nos tratamentos de 48 hs em discos de titanio de superficie tratada (grafico 4), o
grupo tratado com PBTPA mostrou um numero maior de UFC/ml em comparagéo com
o grupo CT (p=0,0002) e com os tratamentos com B, PDT e CX (p<0,0001).

O grupo CX apresentou menor formagado de UFC/ml quando comparado aos
grupos B (p=0,009), PDT (p=0,0119) e CT (p=0,0047).

Grafico 4 — Efeito em 48 hs dos tratamentos antimicrobianos sobre

biofilme de S. gordonii em discos de titinio de superficie tratada
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7. Discussao

Os tratamentos antimicrobianos testados nesta pesquisa demonstraram
eficacia sobre o S. gordonii, tanto na forma plancténica quanto em biofilme. Porém,
sabe-se que os biofilmes sdo mais tolerantes e resistentes que as a culturas

plancténicas.*%

Em superficie lisa, o tratamento imediato no grupo BlueM® (B) e no grupo
Clorexidina (CX) sobre o biofilme teve um efeito antimicrobiano em comparac&o ao
grupo controle (CT). Estes achados corroboram com Deliberador et al. (2020)%%, onde
B e CX apresentaram resultados antimicrobainos semelhantes. A literatura cientifica
disponivel, indexada em bases de dados confiaveis, acerca da utilizagcdo do B em
Implantodontia é escassa, tanto no que diz respeito a sua efetividade sobre biofilme,
guanto sobre seu potencial na alteracdo da superficie de implantes, e até mesmo
sobre aspectos de seguranga como citotoxidade.’

Deve-se considerar também que, com excecdo do PBTPA, todos os produtos
estudados sdo em gel e entram em intimo contato com a superficie do titanio; a
presencga de residuos destes agentes de liberagao local na superficie dos implantes
pode interferir na reintegragdo Ossea e atuar como um reservatério de

microrganismos.??

Apesar da CX ter reduzido significativamente as UFC/ml em comparagéo ao
grupo CT, sendo apenas menos eficaz que o grupo PBTPA em tratamento imediato
de SL, deve-se considerar seu possivel efeito citotdxico, além de sua capacidade de
alterar a topografia dos implantes o que pode desencorajar seu uso como
descontaminante de superficie.?!

Em contrapartida, os resultados de Carreiro et al. (2019)*® demonstraram que
o PBTPA apresentou uma reducgdo significativa de UFC/mL de P. gingivalis em
comparagao com o controle negativo, porém n&o tdo eficaz quanto a CX 0,2%.
Adicionalmente, em analise morfologica o grupo PBTPA teve um menor dano celular
em epitélio gengival comparado ao grupo com CX, porém observaram uma baixa

citotoxicidade e alta viabilidade celular nos grupos tratados com CX também.*8
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No presente estudo o tratamento imediato com o PBTPA sobre o biofiime em
SL obteve melhor efeito antimicrobiano do que os outros produtos utilizados. Tal
resultado corrobora com os achados de Koban et al. (2011)*3, que demonstraram que
a aplicacdo de PBTPA foi muito mais eficaz do que a CX contra biofilme de
Streptococcus mutans e de biofilmes multiespécies de saliva humana fazendo-nos
ponderar que a utilizagdo mais rotineira de dispositivos de PBTPA para o tratamento
clinico da mucosite peri-implantar pode ser proveitosa. Ja Theinkom et al. (2019)%’
encontraram resultados semelhantes entre o PBTPA e a CX, na reducgao bacteriana
em biofilme de 24 horas.

A literatura estudada relata que o PBTPA pode ser considerado como um
método eficaz para reduzir o biofiime nas superficies dos implantes??485758 sendo
seguro para o epitélio gengival®®, podendo inclusive estar associado a reparagéo
celular®®50, apresentando baixa citotoxidade.%*

Ja no acompanhamento dos tratamentos apos 48 hs, tanto em SL quanto em
ST, o grupo PBTPA apresentou os piores resultados, com um maior numero de
UFC/ml quando comparado ao grupo C e aos demais grupos testados.

Esse achado pode estar relacionado ao potencial do PBTPA em alterar a
superficie dos implantes*’, permitindo a proliferacdo e a adesdo mais rapidas de
células do tecido circundante na superficie de implantes com diferentes tratamentos
de superficie®®, favorecendo a atividade dos osteoblastos através do condicionamento
das superficies dos implantes, levando a uma melhora na osseointegragdo.?® Sendo
assim, uma possivel hipotese € que essa modificagado de superficie promovida pelo
PBTPA tenha favorecido uma maior agregagao bacteriana nas 48 hs seguintes ao
tratamento. No estudo de Preissner et al. (2016)*%, através de microscopia eletronica
de varredura, verificou-se auséncia de alteragao da superficie em implantes de titanio
de superficie tratada apos o tratamento com PBTPA por 60 e 120 segundos. Ja no
estudo de Yang et al. (2018)*’, o tratamento com PBTPA (2, 4 e 6 minutos) aumentou
significativamente a rugosidade da superficie do titanio, sendo que quanto maior o
tempo de tratamento, mais rugosa a superficie se tornava. No presente estudo o
tratamento com PBTPA foi de 5 minutos, o que pode ter provocado rugosidades na

superficie do titanio, impactando nos resultados do PBTPA no acompanhamento de



47

48 hs. As alteragdes na superficie do titanio promovidas pelo PBTPA parecem entao
favorecer o mecanismo de osseointegragdo®®®, porém sugere-se a partir deste
estudo, que a rugosidade da superficie do implante promovida pelo PBTPA pode
favorecer a ades3o bacteriana. A revisdo sistematica de Alasqah (2019)%' conclui que
os achados sobre alteragdes estruturais na superficie do titanio causadas pelo PDT

sao inconclusivos.

De Paula et al (2021)*' relatam resultados similares entre a CX e o PDT na
reducao de biofilme bacteriano multiespécie, sem superioridade de um sobre o outro.

No acompanhamento de 48 horas o grupo CX foi estatisticamente mais eficaz
que grupos P, B, PDT e CH. Tal achado pode estar associado a caracteristica de
substantividade da clorexidina onde sua liberagdo é significativamente influenciada
pelas modificagdes da superficie do titanio.'® Em nosso estudo o tratamento imediato
com o Chimiolux (CH) em SL ndo apresentou diferenga estatistica com a Terapia
Fotodinamica (PDT), porém estes dois tratamentos tiveram uma diminui¢do maior de
UFC/ml em comparagao ao grupo CT. Em n&o havendo diferenga significativa entre
PDT e a aplicagéo isolada do CH, optou-se por remover o grupo CH do restante do
estudo, permanecendo apenas o grupo PDT. No entanto, alguns autores obtiveram
resultados diferentes desse, concluindo que a PDT mediada por azul de metileno
poderia ser mais eficaz sobre biofiimes em comparacdo com o azul de metileno

isoladamente.37-38

Nos tratamentos imediatos em SL, o grupo PDT apresentou efeito
antimicrobiano em comparag¢ao ao grupo CT. No entanto, em ST o grupo PDT né&o
apresentou efeito antimicrobiano. Nos acompanhamentos de 48 hs tanto em SL
quanto ST, o grupo PDT foi apenas superior ao grupo PBTPA.

No entanto Cai et al. (2019)%*> demonstram em seu estudo que tanto a PDT
quanto a CX reduziram significativamente o numero de P. gingivalis em comparagéo
ao controle, mas que nao houve diferenga significativa na contagem de bactérias entre
grupos (PDT x CX), onde ambos apresentaram a mesma efetividade. Concluiram
também que a combinacédo de PDT + CX foi o método mais eficaz na erradicagcao de
P. gingivalis, tanto em SL quanto em ST.
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Neste mesmo sentido, de se realizar protocolos associativos, alguns estudos
demonstram uma eficacia maior na erradicagao de patdégenos, quando ha uma
combinacdo de métodos, tanto a combinacdo de métodos quimicos, mas também a

combinagdo de métodos quimicos com métodos mecanicos. 15:34-36.49,58,60,62

No caso do PDT, sua utilizacdo em associa¢do a outros métodos antimicrobianos
guimicos ou mecanicos (CX, escovas de titanio, abrasdo a ar) parece apresentar
resultados mais efetivos.3>3639

Neste estudo utilizamos a PDT conforme as recomendacdes do fabricante (azul
de metileno a 0,01% - Chimiolux DMC +Laser Therapy EC - DMC / Sdo Carlos - SP),
no entanto diversos estudos343537:38 gpresentam diferengas nas metodologias, tanto
no que diz respeito ao aparelho (meio condutor do laser de diodo, comprimento de
onda, dosimetria) quanto no que diz respeito ao fotosensibilizador (tipo, concentracéo,
veiculo), o que pode levar a divergéncias de resultados.

Outro aspecto que deve ser considerado ao se analisar os resultados da PDT
nesta pesquisa € o fato de que se utilizou o azul de metileno em gel, e nessa
apresentacao o produto formou um volume na face superior do disco, onde existe a
hipétese de a luz do laser n&o ter conseguido penetrar adequadamente para que a
reacdo quimica ocorresse. Estudos utilizando essa metodologia, porém com a
utilizagcdo do azul de metileno na forma liquida, poderiam ser considerados para

avaliar possiveis diferengas nos resultados.

Assim como no PDT, também observamos nos estudos que utilizaram o
PBTPA, algumas diferengcas metodoldgicas, como por exemplo o gas utilizado para
formacgao do jato de plasma, o fluxo do gas, a poténcia de descarga, o tempo de

aplicagéo, e a distdncia do mesmo em relagéo ao alvo.*44¢

Uma padronizagdo metodoldgica traria resultados mais consistentes e € um
fator importantissimo que deve ser considerado, tanto para o PBTPA, quanto para o
PDT.

Apesar da pouca literatura disponivel a respeito do B, o mesmo apresentou
resultados superiores ao grupo CT, o que estimula a condugao de novos estudos que

possam confirmar sua efetividade e seguranca clinica.
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Os resultados encontrados no presente estudo acerca do efeito do PBTPA
sobre biofilme em superficie de titanio sdo promissores. No entanto, por se tratar de
um estudo in vitro, mais estudos em animais e estudos clinicos sdo necessarios, para

gue se extrapole os resultados encontrados para o dia a dia clinico.
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8. Conclusao

Conclui-se que em células planctdnicas os tratamentos com B, CH e CX tiveram
efeito antimicrobiano. Em relagdo ao tratamento imediato sobre biofiime de 24 horas
de S. gordonii, o PBTPA teve efeito antimicrobiano superior aos demais tratamentos
analisados (B, CX, CH e PDT), tanto em superficie lisa quanto em superficie tratada.
No entanto este efeito antimicrobiano promissor do PBTPA né&o foi encontrado no
acompanhamento de 48 horas.
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