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RESUMO

A periodontite € uma doencga inflamatéria microbiana crénica, multifatorial
associada a um biofilme disbidtico. E prevalente na populacdo mundial e se
caracteriza pela perda progressiva dos tecidos de suporte dental. O biofilme dental é
complexo, pode conter centenas de espécies bacterianas e € considerado o fator
etiologico primario da periodontite. Os modelos de biofilme in vitro tém a finalidade
de mimetizar os biofilmes in vivo, e com isso possibilitar diversas avaliagdes como
analise morfoldgica, interacdes microbianas, resposta celular e acdo de produtos
que possam interferir na formacdo dos biofilmes, como os antimicrobianos. Os
enxaguatorios bucais sdo meios quimicos de controle do biofilme. O presente estudo
teve como objetivo avaliar a agdo antimicrobiana da cloramina-T (CT) sobre
biofilmes periodontais ex vivo. Amostras de biofilmes foram coletadas de sitios
periodontais profundos de uma paciente portadora de periodontite para o preparo de
um inéculo, que foi transferido para um placa de 96 pocos contendo meio de cultura
BHI + Hemina 1% + sangue de carneiro 5%. Sobre a placa de 96 pogos foi
posicionada uma tampa contendo elementos dentarios, que foram preparados e
fixados de forma que em cada poco se posicionasse um elemento dentario. Entao a
placa foi encubada em anaerobiose a 37°C por sete dias. Em seguida, os elementos
dentarios contendo biofilmes foram expostos as solugdes de CT 0,2%, clorexidina
(CLX) 0,12% e H20 destilada autoclavada. Foram testados os tempos de exposigéao
de um minuto e doze horas. Concomitante ao modelo proposto, um dispositivo de
biofilme de Calgary (DBC) foi utilizado nas mesmas condigdes, para informacdes
comparativas. Para avaliagdo do modelo de biofilme ex vivo foram realizadas
contagem de unidades formadoras de colbénias (UFC), analise de atividade celular
pelo teste TTC e espectrometria, e analise morfoldgica por microscopia eletrénica de
varredura. Ja para avaliagdo da acado da CT sobre os biofilmes formados foram
realizadas contagem de UFC e analise de atividade celular pelo teste Cloreto de
Trifeniltetrazolio (TTC) 1% e espectrometria. A analise estatistica dos resultados foi
realizada pelo teste Anova e pés teste de Tukey. Como resultados, foi observado
que os biofilmes formados sobre as superficies dentarias foram semelhantes aos
formados no DBC em quantidade de UFC e percentual de atividade celular (p>0,05),
mas morfologicamente apresentavam estrutura mais densa e uniforme. A exposi¢ao
da solugdo CT durante um minuto aos biofiimes formados tanto sobre superficie
dentaria como no DBC resultou em uma quantidade de UFC inferior ao controle
negativo (p>0.05) e superior a CLX (p<0,05). Quando os biofilmes foram expostos
durante doze horas a CT resultaram menor quantidade de UFC que H20 (p<0,05) e
semelhante a CLX e CLX doze horas (p>0,05). Em relagao atividade metabdlica, a
CT utilizada por um minuto ndo causou alteracdes nos biofilmes, mas quando foi
realizada doze horas de exposigcado, causou uma redugao na atividade metabdlica
semelhante a CLX e CLX doze horas (p>0,05). Desta forma, biofilmes ex vivo
densos e uniformes, cultivados a partir de amostras de biofilmes coletadas de sitios
periodontais profundos foram desenvolvidos na superficie de elementos dentarios
extraidos. Nao foi observada agao antimicrobiana da solugédo de CT a 0,2% sobre os
biofilmes ex vivo quando utilizada por um minuto. Quando a CT foi utilizada por doze
horas teve acdo antimicrobiana semelhante a agao da CLX.

Palavras-chave: biofilmes; testes laboratoriais; doengas periodontais; técnicas in
vitro; agente antimicrobiano.



ABSTRACT

Periodontitis is a chronic, multifactorial, microbial inflammatory disease
associated with a dysbiotic biofilm. It is prevalent in the world population and is
characterized by the progressive loss of tooth support tissues. Dental biofilm is
complex, can contain hundreds of bacterial species and is considered the primary
etiological factor in periodontitis. The purpose of in vitro biofilm models is to simulate
biofilms in vivo, thus allowing for various evaluations such as morphological analysis,
microbial interactions, cellular response and the action of products that may interfere
with biofilm formation, such as antimicrobials. Mouthwashes are chemical methods of
biofilm control. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial action of
chloramine-T (CT) on periodontal biofilms ex vivo. Biofilm samples were collected
from deep periodontal sites of a patient with periodontitis to prepare an inoculum,
which was transferred to a 96-well plate containing BHI + Hemin 1% + sheep's blood
5% culture medium. A plate containing dental elements was placed on top of the 96-
well plate and prepared and fixed so that one dental element was placed in each
well. The plate was then incubated in anaerobiosis at 37°C for seven days. Dental
elements containing biofilms were then exposed to solutions of 0.2% TC, 0.12%
chlorhexidine (CLX) and autoclaved distilled H20. Exposure times of one minute and
twelve hours were tested. In addition to the proposed model, a Calgary biofilm device
(DBC) was used under the same conditions for comparative information. To evaluate
the biofilm model ex vivo, colony-forming units (CFU) were counted, cell activity was
analyzed using the TTC test and spectrometry, and morphological analysis was
carried out using scanning electron microscopy. In order to evaluate the action of TC
on the biofilms formed, CFU counts were taken and cell activity was analyzed using
the 1% Triphenyltetrazolium Chloride (TTC) test and spectrometry. The results were
statistically analyzed using the ANOVA test and Tukey's post-test. The results
showed that the biofilms formed on the tooth surfaces were similar to those formed
on the DBC in terms of the number of CFU and percentage of cell activity (p>0.05),
but morphologically they had a denser and more uniform structure. Exposure of the
CT solution for one minute to the biofilms formed both on the tooth surface and in the
DBC resulted in a lower number of CFU than the negative control (p>0.05) and
higher than CLX (p<0.05). When the biofilms were exposed for twelve hours to CT,
the number of CFU was lower than H20 (p<0.05) and similar to CLX and CLX twelve
hours (p>0.05). In terms of metabolic activity, CT applied for one minute did not
cause any changes in the biofilms, but when it was applied for twelve hours, it
caused a reduction in metabolic activity similar to CLX and CLX twelve hours
(p>0.05). Thus, dense and uniform ex vivo biofilms grown from biofilm samples
collected from deep periodontal sites were developed on the surface of extracted
dental elements. No antimicrobial action of the 0.2% TC solution was observed on
the ex vivo biofilms when used for one minute. When CT was used for twelve hours,
its antimicrobial action was similar to that of CLX.

Keywords: biofilms; laboratory test; periodontal diseases; anti-infective agents.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 Dentes fixados no anteparo plAstiCo ............oovveiiiiiiiiiiiiice e, 16

Figura 2 Sistema BD GasPak EZ para estabelecimento da condigdo atmosférica de

ANACIODIOSE ... 18
Figura 3 Divisdo dos grupos de amostras de biofiime em cada placa....................... 19
Figura 5 Fluxograma da PeSQUISEA ..........uuuuuuuumimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 23

Figura 6. UFC resultantes de biofilmes formados em superficie dental (A) e no DBC
(= ) TSP 25
Figura 7 Imagens microscopicas de varredura de biofilmes formados...................... 26

Figura 8 UFC apds testes com antimicrobianos............ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiniieeeee 31



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 Quantidade de UFC encontradas nos biofilmes cultivados em superficies
dentarias e de poliestireno e Média (x Desvio-padrdo) entre os
[0 (U] o 1= USSP 24
Tabela 2. Percentual de oxido redugao observado pelo teste TTC em cada um dos
biofilmes cultivados e Média (+ Desvio-padrao) entre os grupos. ...... 24
Tabela 3. Contagem e Média £ DP de UFC x 102 resultantes do biofilmes apods
exposi¢ao aos antimicrobianos nos dois tempos de avaliagdo........... 28
Tabela 4. % e Média + DP da atividade metabdlica apds exposigéo aos

antimicrobianos nos diferentes tempos de exposi¢ao............cccce....... 30



LISTA DE ABREVIATURAS OU SIGLAS

BHI - Brain Heart Infusion Broth

BHD - Banco de Dentes Humanos

CLX - Clorexidina

CT - Cloramina-T

DBC - Dispositivo de Biofilme de Calgary

H20 - Agua

MO - Matriz Organica

MEYV - Microscopia Eletrénica de Varredura
PBS - Solugéo Salina Tamponada com Fosfato
PS - Profundidade de Sondagem

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TSA - Triptona de Soja

TTC — Cloreto de Trifeniltetrazolio

UFC - Unidades Formadoras de Colonias

ML - Microlitros



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ......cueiiiiri e sessessessessessessessessessessessessesssssssssssssssssens 1
I TR0 = I Y 6
1.1.1 ODbjetivos €SPECITICOS. .....ccoiiiiiiiicii e 6
1.2 JUSTIFICATIVA ettt e e e e e e e e e et a e e e e e e e e e annnnnnes 7
2 MATERIAL E METODOS .....cocoiiiucmiicrenssessss e sssssssessssssssssssssesssssssesssssssssssasans 16
2.1 MODELO DE BIOFILME EX VIVO .....ccoooiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae e 16
2.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO........coviiieeeeeeeeeee e, 17
2.3 PREPARO DO INOCULO ..o, 17
2.4 COLETA DA AMOSTRA DE BIOFILME DENTAL SUBGENGIVAL .................... 17
2.5 MONTAGEM E CULTIVO DO BIOFILME .....ccoovviiiieiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 18
2.6 TESTES ANTIMICROBIANOS ... ..t 19
2.7 CONTAGEM DE UNIDADE FORMADORA DE COLONIAS (UFC) .................... 20
2.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA .........cooiiiiiieeeeeeeeeeeeeen . 20
2.9 ATIVIDADE METABOLICA DOS BIOFILMES........coiiieiieeeeeee e, 21
2.10 ANALISE ESTATISITCA ..ottt 22
B £ S U I 1Y 0 1 1 24
3.1 CULTIVO DE BIOFILME EX VIVO ... 24
3.2 EFEITO DA CT SOBRE OS BIOFILMES EX VIVO.......ccccoovvviiieiiieiiieeeeeeeeeeeeee, 26
T ST o4 U ES1S7 - Y o T 32
5 CONCLUSAOD .....cecceeiceeeeieeeeeeesessessessessessessssessessesaessesssssssssssessessessssssssssssssssneen 36
REFERENCIAS ...ttt itssesse e sesss s e ssessssessessssesssssssesssssssssssnssssssssssssessssnes 37

1 ANEXO - TERMO DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA E PESQUISA ...48
2 ANEXO — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE).....52



1 INTRODUGAO

A periodontite € uma doenca inflamatéria crénica, associada a um biofilme
disbiético que resulta na perda progressiva dos tecidos de sustentagdo dentaria.
(Papapanou et al., 2018). Essa condicao pode permanecer estavel ao longo do
tempo ou ter periodos de exacerbagao (Chapple et al., 2018). Sua alta prevaléncia
em paises desenvolvidos e em desenvolvimento se associa a impactos estético e
funcional, afetando pessoas de forma social e psicolégica e ainda gera grandes
custos de tratamento odontolégico (Papapanou et al., 2018). Dados atuais de um
levantamento epidemioldgico publicado pela Organizacdo Mundial da Saude (2022,
p. 5, 37), abrangendo os anos de 1990 a 2019 em 130 paises, mostraram o
alarmante numero de pessoas afetadas por doencas periodontais: cerca de 19% da
populagdo com mais de 15 anos, em numeros, mais de 1 bilhdo de casos no mundo,
impactando igualmente homens e mulheres. Dessa forma, estudos que colaborem
para métodos de prevengéao, diagnostico e tratamento dessa doenga séo de grande
relevancia.

A extensdo e severidade da gengivite e da periodontite podem ser
agravadas por fatores de risco locais e ou sistémicos (Chapple et al., 2018). Fatores
locais como apinhamento, anatomia dental, margens de restauragbes subgengivais
e fluxo salivar podem favorecer o acumulo e/ou dificultar a remogao do biofilme
(Lang; Kiel; Anderhalden, 1983; Mizutani et al., 2014). Dentre os fatores sistémicos
ou modificadores, o tabagismo, diabetes mellitus ndo controlado ou disturbios
imunoldgicos, sao algumas das condigbes que afetam o curso da doencga (Jepsen et
al., 2018).

O biofilme dental na cavidade oral saudavel colabora com o equilibrio do
ambiente (Lang; Bartold, 2018). No entanto, o acumulo do biofilme dental sem uma
devida desorganizagéao periddica, pode levar a alteragdes no ambiente e favorecer o
aumento em contagens e proporgdes de microrganismos periodontopatogénicos,
tornando o biofilme disbidtico (Socransky; Haffajee, 2005). Essas alteragdes no
ambiente podem ocorrer por resposta inflamatéria exacerbada do hospedeiro,
causando um aumento de citocinas pro-inflamatdrias ou diferentes processos ainda
pouco compreendidos do biofilme, que resulta no crescimento de componentes

microbianos patogénicos (Lang; Bartold, 2018; Trombelli et al., 2018).



Para casos avangcados de periodontite, condutas previsiveis, como
tratamentos periodontais cirirgicos ou nao cirurgicos, podem nao ser suficientes
para reestabelecer a saude periodontal. Nesses casos, 0 uso de terapias adjuvantes
ao tratamento periodontal, como o uso de antimicrobianos locais e sistémicos pode
se recomendado (Romito et al., 2020).

O biofilme dental € uma estrutura nao calcificada, dindmica e complexa de
microrganismos envolvidos por uma matriz organica (MO), entremeada por canais
de agua e aderida a superficie dental (Socransky; Haffajee, 2002). Essa MO é
produzida pelos proprios microrganismos e favorece o crescimento bacteriano
através de trocas metabdlicas, processamento e absorcdo de nutrientes, e
desenvolvimento de ambientes apropriados para os microrganismos (Overman;
Rosen, 2000; Socransky; Haffajee, 2002; Saini R.; Saini S.; Sugandha, 2011). A MO
funciona também como uma barreira de defesa aos agentes microbianos,
retardando sua difusao (Costerton; Stewart; Greenberg, 1999) e os tornando pouco
susceptiveis e mais resistentes a ataques do sistema imune (Donlan, 2002). Ja os
canais de agua favorecem a entrada de nutrientes e a eliminagéo de residuos do
metabolismo microbiano, favorecendo dessa maneira o equilibrio do ambiente
(Socransky; Haffajee, 2002).

Para entender a complexidade dos biofilmes e como eles podem interagir
com o ambiente, diferentes abordagens ja foram realizadas por diferentes areas de
estudo, desde a investigacéo por biofilmes colonizadores de cateteres, préteses de
quadril e lentes de contato até os colonizadores nos processos industriais, como
tratamentos de esgoto (Socransky; Haffajee, 2002; Sanchez et al., 2011). Esse
conhecimento sobre o conceito de biofiime e seu desenvolvimento permitiu que
muitas infeccdes cronicas da década de 1990 pudessem ser compreendidas quanto
a sua etiologia e estratégias de tratamento, (Hall-Stoodley; Costerton, 2004; Coenye;
Nelis, 2010), ja que microrganismos organizados em estruturas de biofiime sdo mais
resistentes do que em estado planctdnico (Socransky; Haffajee, 2002).

Modelos de biofilmes in vitro vém sendo desenvolvidos com o objetivo de
mimetizar as condi¢gdes de crescimento presentes na cavidade oral, na tentativa de
se entender melhor a interacdo e sucessao microbiana no desenvolvimento do
biofilme e o papel de cada espécie no processo saude-doenga (Thurnheer; Bostanci;
Belibasakis, 2014; Soares et al., 2015). Esses modelos também buscam otimizar o

desenvolvimento de produtos e protocolos de terapia com testes de alto rendimento



e sem o risco de causar danos a seres humanos (Coenye; Nelis, 2010; Arweiler;
Auschill; Sculean, 2017; Guzman-Soto et al., 2021). No entanto, os modelos de
biofilme dental in vitro ainda apresentam pontos fracos, como condicbes de
desenvolvimento pouco fiéis as in vivo e o numero de microrganismos que Sao
incluidos (Teles et al., 2013). Desta forma, a busca por modelos ideais de biofilme
continua sendo de grande relevancia.

Devido ao importante papel do biofiime dental no processo de saude e
doencga periodontal, o controle do biofilme supragengival continua sendo o principal
mecanismo de prevencao e tratamento das doencas periodontais (Hancock, 1996;
van der Weijden; Hioe, 2005). A instrucdo de higiene bucal, a motivacdo do
individuo, o acesso ao conhecimento sobre a doenca periodontal e a busca da
autonomia do paciente para sua efetiva higiene bucal sdo abordagens atuais de
prevencao (Romito et al., 2020). O controle mecéanico do biofilme dental, embora
possa ser executado de forma simples e corriqueira pela maioria das pessoas, pode
ter fatores dificultadores para sua realizacdo, como falta de destreza motora, local
apropriado e tempo (Quirynen et al., 1995; Beals et al., 2000; Greenstein, 2002;
Greenstein; Nunn, 2004). Além disso, a escova dental tem uma boa acdo em faces
livres, mas nao alcancga regides interproximais para higienizacédo, sendo essencial o
uso de fio dental ou escovas interdentais (Kinane, 1998). No entanto, o seu uso ja
nao € tdo predominante na populagdo, como a escova dental convencional (Lang;
Farghaly; Ronis, 1994). Desta forma, o controle quimico do biofiime dental pode
trazer vantagens e facilidades. Os antimicrobianos locais séo utilizados de diferentes
formas, como uso unico antes do atendimento odontolégico com o objetivo de
diminuir a carga bacteriana em aerossois gerados (Fine et al., 1993), diminuir o risco
de bacteremia (Brown et al., 1998) e diminuir o risco de infecgdo apds extragdes
(Worrall; Knibbs; Glenwright, 1987) ou em curto prazo para prevenc¢ao na formagao
de biofilme dentario apds cirurgias periodontais (Sanz et al., 2020). Também para
situagdes quando o individuo ndo pode executar o controle mecanico, como
pacientes em tratamento ortodontico (Ristic et al., 2007; Levin et al., 2008),
pacientes com deficiéncias fisicas ou mentais (Storhaug, 1977) ou pacientes com
aumento gengival dificultando a higienizagdo (Saravia; Svirski; Friedman, 1990), o
controle quimico pode ser essencial para manter o equilibrio do ambiente oral. Entre
os produtos empregados para o controle quimico do biofilme dental, o creme dental

e 0s enxaguatorios bucais sdo mundialmente utilizados (FDI, 2002).



Os enxaguatorios bucais podem apresentar diversos mecanismos de agao,
seja pela redugdo no numero de microrganismos e ou afetando diretamente a
qualidade do biofiime, como, prevencado da adesao bacteriana, interferéncia na
coagregacdo ou modificagdo da patogenicidade (FDI, 2002). Herrera e
colaboradores (2008) afirmam que os agentes antimicrobianos devem ter
especificidade, com agcdo ampla contra bactérias, leveduras e fungos. Também se
sugere que possuam eficacia, com propriedade antimicrobiana contra bactérias
relacionadas a gengivite e periodontite (FDI, 2002). Além disso, a substantividade,
ou seja, a duragdo da acdo do agente quimico, a seguranca, com efeitos
secundarios minimos, e a estabilidade, sem interferéncias na composi¢gao do
produto em temperatura adequada num longo periodo (FDI, 2002).

Dentre as caracteristicas apresentadas, a Clorexidina (CLX), do grupo dos
antimicrobianos de uso oral, apresenta propriedades que a coloca em papel de
destaque em relagdo aos outros agentes quimicos. Foi usada pela primeira vez na
Odontologia em 1959, para desinfec¢do da mucosa oral antes da administracao de
anestésicos locais (Haugen; Johansen, 1974). Possui uma efetividade no controle da
placa e da gengivite, contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, leveduras e
virus (Wade; Addy, 1989). Com amplo espectro de agdo, em concentragdes mais
baixas, age como um bacteriostatico, aumentando a permeabilidade da membrana
plasmatica (Hugo, Longworth, 1964; Hugo, Longworth, 1965). Em concentracdes
mais altas, induz a desnaturagdo de proteinas no citoplasma, levando a morte
celular (Hugo; Longworth, 1966). Suas moléculas também s&o adsorvidas a
superficie do esmalte, inibindo a adesédo bacteriana (Rolla; Melsen, 1975). A
substantividade da CLX é de aproximadamente doze horas, e ocorre pela ligagao de
suas moléculas aos tecidos orais, causando liberagao lenta na cavidade oral (Schiott
et al., 1970). Embora a CLX apresente superioridade em relagao a outros produtos
antimicrobianos disponiveis, efeitos colaterais associados ao uso devem ser
considerados. Dentre eles, a alteracdo no paladar reversivel para alimentos
salgados e amargos, aumento na formacao de calculos dentais e manchamento nos
dentes e lingua (Yates et al., 1993; Watts; Addy, 2001).

Diante do exposto, muitos outros produtos sdo avaliados quanto a sua
capacidade de alterar o biofilme buscando o equilibrio da microbiota oral.

A Cloramina-T (CT) é definida como um sal sintético e foi descrita pela

primeira vez em meados de 1900, sendo um composto de cloro, soluvel em agua e



sem acgao corrosiva (Dakin; Cohen; Kenyon, 1916; Fuursted; Hjort, Knudsen, 1997).
Na literatura, € descrito como antibacteriano com poder de oxidacédo e cloragéao,
utilizado na desinfeccdo da agua (Arnitz; Nagl; Gottardi, 2009). Sabe-se que a
sulfonamida, componente estrutural molecular da CT (Nayak et al., 2022), tem como
caracteristica, retardar o crescimento bacteriano pela sua capacidade de competir e
inibir a autoatividade de acido félico em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
consequentemente, a redugdo no crescimento bacteriano ocorre (Henry, 1943). Em
diferentes composicdes, a CT também faz parte da formacao de produtos com agao
quimico-mecanica para remocao de tecido cariado, apresentando propriedades
bacteriostaticas e bactericidas (Miyage et al., 2006). Entretanto, nao ha relatos de
efeitos colaterais pelo uso prolongado do produto. Além de ser utilizada para
desinfec¢ao de dentes extraidos (Rolland, 2007). No ambito de enxaguatorios bucais
com efeito antimicrobiano, a CT foi classificada com forte efeito imediato e exerceu
sustentagcdo antimicrobiana de pelo menos uma hora apds a aplicacao (Pitten,
Kramer, 1999). Fuursted, Hjort e Knudsen (1997) conduziram um estudo sobre o
tempo necessario para novo crescimento de nove bactérias apés o uso de 5
antissépticos, incluindo a CT 0,2%, resultando no atraso de crescimento entre 0 e
5,7 horas, demonstrando pouca substantividade. Também testada in vitro,
apresentou bons resultados antifungicos, além de concluir que um dos mecanismos
de acédo pode relacionar-se com a parede celular do fungo (Rangel et al., 2018).

Entretanto, faltam estudos sobre o efeito da CT sobre biofilmes periodontais.



1.1 OBJETIVO

Avaliar a agao antimicrobiana da CT sobre biofilmes periodontais ex vivo.
1.1.1 Objetivos especificos

Desenvolver um modelo de biofilme dental ex vivo em elementos dentarios
extraidos.

Testar a agao antimicrobiana da CT sobre biofilmes ex vivo.

Comparar a acao antimicrobiana da CT com a da CLX.



1.2 JUSTIFICATIVA

O biofilme dental € o agente causal primario das doengas periodontais. A
terapia basica de todo tratamento periodontal € o controle de biofilme pelo paciente
e pelo profissional, seja pelo método mecéanico ou quimico. No entanto, devido as
dificuldades de acesso, informacdo e conscientizacdo sobre as doencas
periodontais, a periodontite ainda € uma das doencas mais prevalentes no ser
humano.

Considerando a importancia do entendimento sobre a morfologia, formacéao
e resisténcia das bactérias a agentes antimicrobianos quando organizadas em uma
estrutura de biofilme, que é a principal forma de colonizagdo em infecgdes humanas
cronicas, testar a acdo de agentes quimicos em biofilmes ex vivo torna-se

necessario.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade Federal do Parana, CAAE 00.01021, parecer consubstanciado numero
3.689.933.

2.1 MODELO DE BIOFILME EX VIVO

Foram utilizados dentes incisivos inferiores fornecidos pelo Biobanco de
Dentes Humanos da Universidade Federal do Parana (BDH-UFPR). Os dentes
estavam integros, sem caries, calculo ou restauragdes. O apice das raizes foram
cortados para que todos os dentes estivessem 10 mm de comprimento. Em seguida
os dentes foram autoclavados a 121°C durante trinta minutos. Entdo foram fixados
em anteparos plasticos com auxilio de pinga estéril e cola instantanea (Super

Bonder®, Loctite, Brasil), como mostra a figura 1.

Figura 1 Dentes fixados no anteparo plastico

FONTE: O autor (2022)
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2.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Amostras de biofilme deveriam ser coletadas de um individuo portador de
periodontite estagio Ill ou IV generalizados, grau B ou C, que apresentasse pelo
menos um sitio periodontal profundo (PS > 6mm). Como critérios de exclusao, foi

definido o uso de antimicrobianos locais ou sistémicos nos ultimos 6 meses.

2.3 PREPARO DO INOCULO

Para o preparo do in6culo, foram utilizadas amostras de biofilme dental
subgengival coletadas em bolsas periodontais profundas.

A participante (SVS) recrutada para o estudo foi diagnosticada na Clinica de
Periodontia da Universidade Federal do Parana com Periodontite Estagio Ill Grau B
com extensao generalizada. Apds avaliacao clinica e diagndstico, a participante foi
informada sobre existéncia da pesquisa e se houvesse interesse de participar, ela
poderia informar no término do atendimento. Apds expressar interesse em participar,
a participante foi devidamente orientada sobre o estudo e objetivo. Ela leu e assinou
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), demonstrando compreensao

dos procedimentos envolvidos e seus possiveis beneficios e riscos.

2.4 COLETA DA AMOSTRA DE BIOFILME DENTAL SUBGENGIVAL

No dia em que a paciente estava programada para iniciar o tratamento
mecanico periodontal, foi realizada a coleta da amostra do biofilme. Essa coleta foi
cuidadosamente conduzida, para ndo causar danos ou desconforto a paciente.
Foram obtidas duas amostras de biofilme subgengival do dente 13 nas faces mesial
e vestibular com cureta Gracey do tipo minifive 5-6 esterilizada e posicionada na
por¢ao mais apical do sitio e em um golpe unico de raspagem no sentido apico-
coronal. As amostras foram imediatamente depositadas em tubos plasticos tipo
microtubo com capacidade de 1,5 mililitros contendo em seu interior meio de cultura
liquido BHI (Brain Heart Infusion Broth, Acumedia, Neogen Corporation) + 1%

Hemina (Sigma-Aldrich) previamente reduzido em anaerobiose em condigao
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atmosférica de anaerobiose a 37°C. O tubo contendo as amostras foi agitado em
agitador tipo Vortex.

Em seguida, 750 pyl do meio de cultura contendo as amostras de biofilme
foram transferidos para reservatorios para solugbdes (Kasvi, Brasil) autoclavados,
contendo 11,4 mililitros de meio de cultura liquido BHI + 1% Hemina. Acrescentou-se
5% de sangue de carneiro desfibrinado (Newprov, Brasil) para o completo preparo

do indculo. Todos os procedimentos foram feitos em duplicata.

2.5 MONTAGEM E CULTIVO DO BIOFILME

Aliquotas de 150 pl do inéculo preparado foram depositadas nos pogos de
placa de 96 pocos. Concomitantemente ao experimento com superficie dental,
preparou-se uma placa de 96 pocgos que foi utilizada para se obter o Dispositivo de
Biofilme de Calgary (DBC). O DBC utiliza uma tampa contendo pinos de poliestireno
(CERI et al., 1999). As tampas com os dentes e com o0s pinos foram posicionadas e
encaixadas nas placas de 96 pogos contendo o inéculo bacteriano. Os dispositivos
foram encubados em anaerobiose a 37°C durante 4 dias e entédo foram transferidos
para novas placas contendo meio de cultura fresco e encubados por mais 3 dias. A
condigcdo de anaerobiose foi estabelecida com o uso do Sistema BD GasPak EZ

(Becto Dickinson, Sparks, MD), como mostra a figura 2.

Figura 2 Sistema BD GasPak EZ para estabelecimento da condi¢gdo atmosférica de anaerobiose

FONTE: O autor (2022).
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Cada placa foi preparada de acordo com os grupos: Controle (n=12), Controle
negativo com H20 (n=12), CLX (n=12), CT (n=12), CLX 12 horas (n=12), CT 12
horas (n=12), sendo 6 amostras destinadas a Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC) e 6 amostras para viabilidade celular pelo teste com Cloreto de
Trifeniltetrazolio 1% (TTC). Foram também preparadas amostras para Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), (n=6). O esquema da placa pode ser visualizado na

figura 3.

Figura 3 Divisdo dos grupos de amostras de biofilme em cada placa
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FONTE: O autor (2023)

2.6 TESTES ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos utilizados neste estudo foram  adquiridos
comercialmente. A CT 0,2%, disponibilizada pela marca Trydal (Nanotecnologia ions
de Cloramina-T 0.2% + Oxigénio Livre e 250 ml de solugdo) e a CLX 0,12%,
disponibilizada pela marca PerioGard Colgate (Clorexidina 0,12% sem &lcool e com
250 ml de solugéo).

ApoOs sete dias de cultivo em anaerobiose, os biofiimes foram mergulhados
em solugcdo tampao fosfato-salino (PBS) 10%. Em seguida, foram expostos as



20

solugdes antimicrobianas. As placas de 96 pocos foram preparadas com 150 yl em
cada pogo: CLX 0,12%, CT 0,2%, meio de cultura BHI + Hemina 1% para o controle
negativo e agua destilada autoclavada (H20) como placebo. Foram preparadas duas
placas com os dentes e duas placas com os pinos para se fazer dois periodos de
exposi¢cao aos antimicrobianos: um minuto e doze horas. Apds os periodos de
exposicdo, os dentes e pinos foram novamente submergidos em PBS e
encaminhados para as analises.

Biofilmes dos pinos e dentes destinados a contagem de UFC foram
transferidas para microtubos contendo 100 pl de BHI + Hemina.

Biofilmes destinados a analise de viabilidade celular foram transferidos para
placas contendo a solugao de TTC 1% com concentracao de 20%.

Biofilmes destinados a analise morfolégica foram fixados conforme descrito

tépico 2.8.

2.7 CONTAGEM DE UNIDADE FORMADORA DE COLONIAS (UFC)

Para a avaliacdo das UFC apds sete dias de cultivo, os biofilmes de cada
dente ou pino foram individualmente raspados por um unico operador treinado com
auxilio de pingca anatbmica estéril e curetas periodontais tipo Gracey 5/6. As
amostras foram igualmente raspadas nas faces mesial, distal, vestibular e lingual. O
contetdo foi diluido seriadamente e dez ul de amostra na concentragao inicial, 10",
102 e 103 foram semeadas em placas de agar base Triptona de Soja (TSA) com 5%
de sangue de carneiro (Laborclin, Brasil). As placas foram incubadas em
anaerobiose, a 37°C, durante cinco dias para entédo se realizar a contagem de UFC
crescidas. As colbnias foram contadas com auxilio de um contador de colbnias

eletrénico e caneta marcadora.

2.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para a analise MEV os dentes e pinos contendo os biofiimes foram
mergulhadas em PBS 10%, em seguida fixados com cacodilato 0.1 m,
paraformaldeido 3% e glutaraldeido 2,5%, sendo depositado 150 pl da solu¢do nos
pocos de placas de 96 pogos. Foram recobertas em papel aluminio e incubadas nas

mesmas condi¢cdes durante uma noite.
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No dia seguinte, para a desidratagao dos biofiimes os dentes e pinos foram
novamente lavados duas vezes em PBS 10% e mergulhados em placas previamente
preparadas com diferentes concentragdes de alcool durante dez minutos cada,

seguindo a ordem abaixo:

A) dez minutos em alcool 50%
B) dez minutos em alcool 70%
C) dez minutos em alcool 80%
D) dez minutos em alcool 95%

E) dez minutos em alcool 100%

Para secagem, os dentes e pinos contendo os biofilmes foram transferidos
para novas placas vazias, que foram recobertas em papel aluminio e incubadas por
mais uma noite nas mesmas condi¢cdes. Em seguida, foram posicionados em stubs e
jateadas com ouro e entdo submetidas a analise em aparelho Microscoépio Eletrénico
de Varredura (TESCAN VEGA 3 LMU) e processadas (programa Mex da Alicona).
Diferentes areas cobertas pelo biofilme foram analisadas com aumentos de 3.000 e
10.000x.

2.9 ATIVIDADE METABOLICA DOS BIOFILMES

O percentual reducao da atividade metabdlica dos biofilmes foi determinado
usando Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (Dinamica, Brasil) e espectrofotometria. O
TTC é usado para diferenciar entre células metabolicamente ativas e inativas. O
substrato branco/amarelado é enzimaticamente reduzido para vermelho 1,3,5-
trifenilformazan (TFP) por células bacterianas vivas, pela atividade de
desidrogenases. A mudanga na cor do substrato é lida por espectrofotometria para
determinar a taxa de reducgéo, que € usada como uma medida indireta de atividade
metabdlica bacteriana. Para se medir a atividade metabdlica dos biofilmes tanto os
dentes quanto os pinos foram incialmente mergulhados em PBS 10% e entéo
transferidos para uma placa contendo 200 pl por poco de caldo BHI + 1% Hemina +
20% de solugcéo de TTC a 1%, as placas foram recobertas em papel aluminio e

incubadas novamente durante vinte e quatro horas, em anaerobiose a 37°C. A
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conversao do TTC foi lida em 540 nm espectrofotdometro de microplacas Multiscan
FC (Thermo Scientific).

2.10 ANALISE ESTATISITCA

Para a analise das UFC, as colbnias da primeira diluigdo -1 (1:10) foram
utilizadas para o calculo estatistico. Para a avaliagdo dos grupos destinados a
viabilidade celular, a média dos valores observados nos pogos com meio de cultura
sem biofilme foi subtraida dos valores dos pogos com biofilme. Esse valor final foi
utilizado para calculo da média e percentual de oxiredugao. Foi aplicado aos dados
numeéricos o nivel de significancia de 5%.

Para verificar a normalidade dos dados, o teste de Shapiro-Wilk foi feito. Na
comparacao das superficies de crescimento (Grupos controle) entre biofilmes
formados dentes e pinos de poliestireno, o teste T de Student foi aplicado. O teste
ANOVA para dados paramétricos foi utilizado para avaliar a significancia estatistica
entre grupos CLX, CT, H20, CLX doze horas e CT doze horas na mesma superficie
e nas duas diferentes superficies, com pds-teste de Tukey.

Todos os dados foram compilados em planilhas de Excel e analisados por
meio do programa Jamovi Verséo 2.4.8.
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Na figura 4, as etapas descritas acima estdo incorporadas em um

fluxograma.

Figura 4 Fluxograma da pesquisa

@ Coleta biofilme

Transferéncia para meio
de cultura

Depodsito do inéculo em
placas previamente
preparadas

@ Incubagdao em anaerobiose
a 37°C durante 7 dias

Preparo das amostras e
microscopia eletronica de
varredura

Teste com antimicrobianos

Contagem de coldnias
@ apos incubagdo de 5 dias

Leitura do teste com TTC
1% ap6s 24 horas de

incubagdo

Etapas de coleta, cultivo, testes e andlises com as diferentes amostras — Fonte: O autor (2023)
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3 . RESULTADOS

3.1 CULTIVO DE BIOFILME EX VIVO

Biofilmes cultivados em superficies dentais e de poliestireno foram avaliados
por quantidade de UFC, viabilidade celular e morfologia de crescimento.

A tabela 1 apresenta contagem de UFC em seis diferentes dentes e pinos.

Tabela 1 Quantidade de UFC encontradas nos biofilmes cultivados em superficies dentarias e de
poliestireno e Média (+ Desvio-padrao) entre os grupos.

Dentes Pinos Teste T

(n=6) (n=6)

422 370

302 105

205 402

320 399 0,689
215 199

348 182

302 + 82,2 276 £ 129

A significancia da diferenca entre os grupos foi avaliada pelo teste T para amostras independentes. p
< 0,05. Valores em negrito representam Média (Desvio-padrdo) de cada grupo.

A atividade metabdlica celular de cada biofilme cultivado foi avaliada por meio
da conversdao do TTC. Os dentes e pinos tiveram uma média de percentual de

conversao de 84% e 82% respectivamente.

Tabela 2. Percentual de oxido redugado observado pelo teste TTC em cada um dos biofiimes
cultivados e Média (+ Desvio-padrao) entre os grupos.

Dentes Pinos Teste T
(n=6) (n=6)
78,61 81,24
74,59 90,44
90,75 75,36
79,51 67,87 0,795
100 100
81,52 79,39
84+ 11 82+9

% da atividade celular observada nos dois modelos de bioflme in vitro; p < 0,05.
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A analise de UFC cultivadas apo6s 5 dias de incubacéo indicou a presencga de
multiplos tipos de coldnias e extenso crescimento, o que impossibilitou a contagem
de colbdnias individuais, tanto dos biofilmes extraidos dos dentes quanto dos pinos,

conforme observado na figura 5A e 5B, respetivamente.

FONTE: O autor (2023)

A densidade e complexidade dos biofilmes formados foram observadas por
meio de imagens de eletro microscopia eletrbnica de varredura. Imagens foram
obtidas de seis biofilmes cultivados em superficies dentarias e seis pinos. A figura 6
mostra imagens com aumento de 3000x e 10000x. Ambos crescerem em grande
quantidade e os biofilmes formados na superficie dental foram mais densos do que

os formados sobre a superficie de poliestireno.
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Figura 6 Imagens microscopicas de varredura de biofilmes formados

SEM HV: 15.0 kV WO: 10.82 mm pepelenyd VEGAJ TESCANE  SEM HV: 15.0 KV WD: 10.83 mm | | VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 10.0 kx Det SE § pm SEM MAG: 3.00 kx Det: SE 20 pm
View fleld. 27.7 pm  Date{midly): 07724723 CME-UFPR View field: 92.3 um  Date(m/dly): 07/24/23 CME-UFPR

SEM HV: 15.0 kV WD: 10.14 mm | VEGA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 9.71 mm VEGA3 TESCAN|

SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5 pm SEM MAG: 10.0 kx Det: SE 5 pm
View field: 27.7 um  Date(m/dly): 07/24/23 CME-UFPR View field: 27.7 um  Date(m/dly): 07/24/23 CME-UFPR

Imagens de biofiimes extensos e densos com formagao por toda a superficie dentaria (A e B) e
aumento de 3000x e 10000x; Imagens de biofilmes formados sobre toda a superficie de poliestireno,
porém menos densos (C e D) e aumento de 10000x;

3.2 EFEITO DA CT SOBRE OS BIOFILMES EX VIVO

O efeito antimicrobiano da CT sobre os biofilmes foi avaliado apds os

tempos de exposi¢gao de um minuto e doze horas, por meio da quantidade de UFC e
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percentual de atividade metabdlica dos biofilmes. Como controle positivo foi avaliado
o efeito da CLX 12% e como controle negativo usamos agua destilada autoclavada.

A contagem e Média + DP de UFC x 102 apds exposigao aos antimicrobianos
e controle negativo esta apresentada na tabela 3. Os biofilmes cultivado nos dentes
e expostos durante um minuto a CLX 0,12%, CT e ao controle negativo resultou em
um crescimento médio de 38 x 102, 142 x 102 e 301 x 102 colbnias respectivamente
(p<0,05). Quando o tempo de exposi¢cdo aos antimicrobianos foi de doze horas em
média se observou 31 x 102 e 34,5 x 102 UFC dos biofilmes expostos a CLX 0,12% e
CT respectivamente (p>0,05). Os biofiimes crescido em pinos sofreram acéao
semelhante, resultando em média 44,8 x 102, 136 x 102 e 290 x 10?2 UFC quando
expostos um minuto a CLX, CT e o controle negativo, respectivamente (p<0,05).
Igualmente, quando pinos foram expostos doze horas a CLX e CT, foi quantificado
em média 16,8 x 102 e 28,7 x 102 UFC respectivamente (p>0,05). Quando
comparado o efeito dos antimicrobianos / controle entre biofilme formados sobre os
dentes e no DBC observou-se um maior efeito da CLX doze horas no DBC (p<0,05)
(Tabela 3).
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Tabela 3. Contagem e Média £+ DP de UFC x 102 resultantes do biofilmes apds exposicdo aos
antimicrobianos nos dois tempos de avaliagao

CT CLX H20 CT 12 horas CLX 12horas ANOVA
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
125 24 480 49 32
145 35 288 28 38
179 55 127 44 21 p<0,001
Dentes 175 38 205 25 36
125 44 295 29 40
142 33 409 32 19
149 * 23,6° 38,2+ 10,5° 301 £129¢ 34,5+ 9,69 3118,94°
101 33 202 37 28
163 40 355 52 5
128 53 403 11 13
DBC 173 41 302 23 19 p<0,001
152 59 187 34 3
101 43 288 15 33
136 £ 31,22 44,8 £ 9,47 290 * 84,3¢ 28,7+153> 16,8 +12,1°"

Diferenca entre os antimicrobianos foi buscada pelo teste ANOVA e pos teste Tukey. Diferengas entre
Dente e DBC foi buscada pelo teste One-Way ANOVA (Welch's). Significancia foi estabelecida com p
< 0,05. Letras diferentes significam diferengas estatisticamente significantes na horizontal, entre
grupos de antimicrobianos; e * significa diferencas na vertical, entre Dentes e DBC. CT: cloramina T,
CLX: clorexidina 0,12%, DBC de biofilme de Calgary.

Na figura 7, observa-se imagens das placas de Agar TSA sangue contendo
as UFC resultantes dos biofilme apds os testes antimicrobianos e incubagao em
anaerobiose durante cinco dias. As partes 7A e 7B, correspondem respectivamente
a biofilmes expostos a CLX e CT, durante um minuto, respectivamente. Ja, 7C é o
resultado da exposicdo ao controle negativo, e as parte 7D e 7E corresponde a
biofilmes expostos a CLX e CT durante doze horas. As placas estdo divididas em
quatro partes, correspondentes a: indculo do biofilme raspado dos dentes e pinos,
diluicdo de 10", 102 e 103. A atividade metabdlica apds exposigdo aos
antimicrobianos foi avaliada pela conversdo do TTC (Tabela 4). A CT demonstrou
menor capacidade de reduzir a atividade metabdlica dos biofilmes formados tanto
nos dentes quanto no DBC quando comparada com a CLX, CLX doze horas
(p<0,05). Seu efeito sobre os biofiimes foi semelhante ao do controle negativo

(p>0,05). Quando utilizada por doze horas causou um efeito semelhante ao causado
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pela CLX e pela CLX doze horas (p>0,05). Porém, no DBC nao se observou
diferenga estatisticamente significante entre usar a CT por um minuto ou por doze
horas. Nao se observou diferengas significativas entre os testes sobre os dentes

quando comparados com o DBC.
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Tabela 4. % e Média + DP da atividade metabdlica apds exposicdo aos antimicrobianos nos
diferentes tempos de exposigcéo

C-T CLX H20 CT 12 horas CLX 12 horas ANOVA
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
93.03 25.99 77.92 22.50 22.87
74.21 23.18 80.53 26.08 40.51
88.96 30.75 67.87 47.57 40.34
82.37 58.09 90.71 39.47 20.36 p<0,001
Dentes 40.88 32.96 89.77 45.76 27.90
99.96 29.08 84.78 30.72 39.20
79.9121.12  33.3%12.6° 81.9%8.51% 35.4+10.5° 31.949.27°
73.45 37.53 85.28 38.05 21.23
30.89 27.74 82.91 32.14 22.84
93.92 26.34 86.92 47.53 26.07
DBC 61.22 22.89 66.75 45.11 30.11 p<0,001
73.67 23.89 87.97 32.88 18.14
7.76 19.52 70.42 79.00 23.66
56.8%31.77  26.3%6.19° 80.0%9.11% 45.8+17.4% 23.7+4.11°

Diferenca entre os antimicrobianos foi buscada pelo teste ANOVA e pos teste Tukey. Diferengas entre
Dente e DBC foi buscada pelo teste One-Way ANOVA (Welch's)*. Significancia foi estabelecida com
p < 0,05. Letras diferentes significam diferencas estatisticamente significantes na horizontal, entre
grupos de antimicrobianos. C-T: cloramina T, CLX: clorexidina 0,12%, DBC: dispositivo de biofilme de
Calgary.
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Figura 7 UFC apos testes com antimicrobianos

Colbnias crescidas ap6s testes e incubagao durante 5 dias. (A) UFC apds testes com CLX durante
um minuto; (B) UFC apds testes com CT durante um minuto; (C) UFC apés testes com H20 durante

um minuto; (D) UFC apés testes com CLX durante doze horas; (E) UFC apds testes com CT durante
doze horas.
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4 DISCUSSAO

Um modelo de biofilme ex vivo que mimetiza as condigdes in vivo foi
desenvolvido. O modelo desenvolvido apresenta diversas vantagens sobre outros
modelos de biofilmes ja descritos na literatura (Ceri et al., 1999; Brito et al., 2020;
Guggenheim et al., 2001), visto que o indculo utilizado foi criado a partir de amostras
de biofilme coletados subgengivalmente de sitios profundos de uma paciente com
periodontite, garantindo que os biofilme tivessem origem patogénica. Além disso a
partir de duas amostras de biofilme foram cultivados trezentos e quatro (setenta e
seis pog¢os em cada placa) biofilmes ex vivo, o que demonstra que a metodologia é
de alto rendimento e permite diversas analises ao mesmo tempo. As condicoes
oferecidas para o crescimento do biofiime foram definidas com o objetivo de se
assemelhar ao ambiente subgengival, com baixas concentracdes de oxigénio e uma
nutricdo mais proteolitica. Embora ainda ndo tenha sido avaliado o conteudo
microbiano dos biofilmes, as imagens de microscopia de varredura, mostraram
biofiimes densos e com morfologia celular variada. Além disso a variabilidade de
densidade entre biofilmes, observada por quantidade + DP de UFC foi menor do que
observado nos biofilmes crescidos no DBC. As condi¢cdes estabelecidas foram
baseadas em estudo prévio (Soares et al., 2015) que avaliou diversas variaveis
como pH, superficie, nutricdo, formas de estabelecer a condigcdo atmosférica mais
favoravel e composigdo microbiana. Para o presente estudo etapas anteriores
testaram o cultivo de biofilmes monoespécie na superficie dental com as espécies
bacterianas Escherichia coli e Aggregatibacter actinomycetencomitans e ambas
formaram biofilmes consistentes na superficie dos elementos dentarios, sem que
houvesse contaminacao dos biofilmes, permitindo a implementacdo do modelo
complexo a partir de amostras de biofilmes coletadas de sitios periodontais e testes
de antimicrobianos sobre esse biofilmes complexos.

Estudos sugerem o preparo prévio da superficie que ira desenvolver o
biofilme, como uso de enzimas semelhantes as observadas na saliva, uso de saliva
natural ou artificial (Fine et al., 1999; Guggenheim et al., 2001). No presente estudo
nenhum preparo prévio do elemento dentario foi realizado para o inicio da adesao

celular bacteriana, por isso, € um facilitador da replicagcdo em rotinas laboratoriais.
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Alguns fatores ainda precisam ser avaliados, como a composigao microbiana
dos biofilmes formados, a similaridade da composi¢do das amostras coletadas e as
alteracbes em composicdo que os antimicrobianos causaram. No entanto, sao
etapas ja previstas para serem feitas no futuro.

Estudos in sito, utilizando fragmentos de esmalte ou outros componentes
fixados em aparelhos méveis séo rotineiramente utilizados para testes com materiais
restauradores ou enxaguatoérios (Silva et al., 2022), mas o uso do biofilme ex vivo
sobre o elemento dentario como superficie para o cultivo in vitro ainda ndo havia
sido testado. A vantagem de se utilizar a superficie dental in vitro quando comparada
com testes in sito é a possibilidade e facilidade de controlar variaveis individuais que
podem influenciar na formacdo dos biofilmes, como fatores nutricionais,
imunoldgicos e habitos (Socransky; Haffajee, 2002). Esse modelo de biofilme ex vivo
inovador permite a andlise detalhada e sistematica dos biofilmes e seus produtos
sem a necessidade de multiplas intervencbes nos voluntarios. Dessa forma, pode
ser utilizado por diversos tipos de estudos futuros, desde estudos basicos sobre
metabolismo, resposta celular e caracteristicas do biofiime, como para testes de
estratégias preventivas e terapéuticas.

O uso DBC para desenvolver os biofimes nas mesmas condi¢des dos
biofilmes formados na superficie dental, foi uma forma de controle de eficiéncia do
modelo, ja que o uso do DBC ja estda bem estabelecido na literatura. Ceri e
colaboradores (1999) propuseram essa tecnologia para testes de alto rendimento de
antimicrobianos, que permite o crescimento de noventa e seis biofilmes ao mesmo
tempo e possibilita comparar diferentes tempos, meios de cultura e a exposigéo a
antibiéticos em um unico ensaio, tornando o processo simples, rapido e com minima
possibilidade de contaminacdo. Soares e colaboradores (2015) também cultivaram e
testaram biofilmes polimicrobianos subgengivais com o DBC, além de diferentes
antimicrobianos e tempos de exposigao.

No presente estudo, os biofilmes desenvolvidos na superficie dentaria e dos
pinos tiveram um crescimento semelhante quando avaliados pela quantidade de
UFC e atividade celular, porém quando observada a morfologia e arquitetura do
biofilme, foram observados biofiimes mais uniformes e densos sobre a superficie
dentaria. Esse resultado provavelmente foi alcangado devido as propriedades fisicas
dos tecidos dentarios, como a rugosidade da superficie, que interferem no

crescimento das bactérias, sendo superior a colonizacdo em superficies mais
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rugosas, inclusive para o biofilme subgengival (Socransky; Haffajee, 2002). Para
analise dessa morfologia, a microscopia eletrdbnica de varredura foi essencial. A
microscopia € muito utilizada para examinar células bacterianas dentro dos
biofilmes, proporcionando imagens precisas com diferentes dimensdes da estrutura
e das propriedades formadas (Socransky; Haffajee, 2002).

O TTC, utilizado desde 1947, € um composto quimico utilizado em testes de
previsdes celulares e de sementes, como um indicador de atividade metabdlica e
viavel de células, sendo incolor em sua forma original e em contato com células ou
tecidos metabolicamente ativos, sofre uma oxidoreducdo, convertendo-o em um
composto vermelho (Mattson; Jensen; Holandés, 1947; Mello; Silva, 1955) que pode
ser lido a olho nu ou por dispositivos leitores de placas. Além da interpretacao visual,
o leitor de microplacas identificou numeros expressivos nos pocos contendo
biofilmes quando comparados aos pogos de meio de cultura sem microrganismos. A
metodologia e o resultado corroboram com estudos em modelos de biofilme in vitro
(Soares et al 2015), que por meio do sal redutor, conseguiram mensurar a
viabilidade celular do biofilme formado e testado com diferentes concentracbes de
antimicrobianos.

A CT tem sua agao antimicrobiana demostrada na literatura em diferentes
condigdes, como desinfecgao de proéteses, efeito antifungico, e em cremes dentais
(Roselino et al., 2015; Ferreira, 2015; Vinha, 2021). No presente estudo, a CT 0,2%
obteve resultados inferiores a CLX 0,12% (p<0,05) e semelhantes ao controle (H20
destilada autoclavada) (p>0,05) quando utilizada durante um minuto. Ja quando
utilizada por doze horas a CT apresentou resultados semelhantes a CLX e CLX doze
horas (p<0,05). Pitten e Kramer (1999) também compararam a agao antimicrobiana
de solugbes a base de CLX e CT com exposi¢ao de 30 segundos, e observam
efeitos semelhantes entre elas e superiores a agua estérii e cha de salvia.
Entretanto, o resultado apresentado foi com base em efeitos sobre bactérias
aerobias, em pacientes periodontalmente saudaveis e com concentracdo mais
elevada do composto de CT (0,5%). Portanto, o desempenho superior da CT no
estudo de Pitten e Kramer pode ser devido a maior concentragao utilizada e menor
complexidade dos biofilmes quando comparados com biofiimes de individuos com
periodontite (Socransky; Haffajee 2002).

Sweet e colaboradores (1978) avaliaram o efeito da CT em uma

concentragdo maior ainda, 1% também por 30 segundos e em associagdo a
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profilaxia antibiética, na incidéncia de bacteremia apds extracdo dentaria de terceiros
molares. A incidéncia foi significativamente reduzida quando se comparou ao grupo
controle, sem intervengdo. Na bacteremia com risco de endocardite bacteriana, a
predominéncia é de bactérias Gram-negativas (Sweet et al., 1978), portanto, o
antisséptico pode ter contribuido na redugcdo de tais espécies, quando usado em
associagao a antibidticos antes dos procedimentos.

A substantividade da CLX é considerada alta, podendo chegar até doze
horas (Takenaka; Ohsumi; Noiri, 2019) e o0 mecanismo de agéo € pela adsorgao a
pelicula adquirida, proteinas salivares e a mucosa (Grenier, 1996). Ja a
substantividade da CT é pouco estudada, Ferreira et al., (2015) demonstraram uma
alta substantividade da CT quando avaliaram diferentes concentragdes e tempos
para agao sobre Candida ssp. A nossa avaliagao da CT pela exposigédo prolongada
de doze horas pode ser um precursor para analise da substantividade desse produto
sobre biofilmes ex vivo, ja que agentes quimicos com boa substantividade sao
capazes de permanecer na cavidade oral por determinado tempo e proporcionar
efeito antiplaca, como a CLX (Grenier, 1996). Além disso, esse estudo possibilita
ideias para desenvolvimento de sistemas e dispositivos de liberagao lenta da CT no
tratamento adjuvante de bolsas periodontais, ja que esses sistemas sao capazes de
alterar a microbiota subgengival (Steinberg et al., 1990), podendo ser benéfico, visto
que nenhum efeito colateral como manchamento e alteragcado de paladar, observados
com o uso da CLX, sado relatados na literatura com o usa da CT. Os efeitos
antimicrobianos da CT sao controversos, com alguns estudos demonstrando bons
resultados e outros, a auséncia de efeitos. Considerando a periodontite uma doenga
infecto inflamatoéria crénica, de alta incidéncia, que tem como o fator etiolégico
primario um biofilme disbiético, a busca por métodos de prevencido e tratamento
desse biofilme é de grande importancia. Dessa forma, os efeitos observados sobre
os biofilmes apds exposi¢cdo de doze horas da CT sdo animadores para estudos
futuros.

Além disso, o modelo de biofilme ex vivo desenvolvido em superficie
dentaria demonstrou 6tima eficiéncia para estudos futuros sobre microbioma oral e

estratégias terapéuticas.
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5 CONCLUSAO

Biofilmes ex vivo densos e uniformes, cultivados a partir de amostras de
biofiimes coletadas de sitios periodontais profundos foram desenvolvidos na
superficie de elementos dentarios extraidos.

Nao foi observada acao antimicrobiana da solugdo de CT a 0,2% sobre os
biofilmes ex vivo quando utilizada por um minuto.

Quando a CT foi utilizada por doze horas teve agdo antimicrobiana
semelhante a acao da CLX.

Os resultados desta pesquisa contribuem para o entendimento da acao
antimicrobiana da CT e para estratégias de pesquisas sobre biofilmes, visto que n&o
foram encontrados estudos na literatura sobre a acdo da CT em biofilmes

periodontais e nem o desenvolvimento de biofilmes ex vivo em superficies dentarias.
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De acordo com os pesquisadores: "Nao prevemos riscos diretos aos pacientes que doaram os dentes, vistos
que os dentes que serdo utilizados sdo dentes ja doados e catalogados no banco de dentes.
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Favor agendar a retirada do TCLE pelo telefone 41-3360-7259 ou por e-mail cometica.saude@ufpr.br,
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destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICAQF\O. Demais
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TCLE/ Termosde |TCLE.doc 04/10/2019 | Geisla Mary Silva Aceito
Assentimento / 19:41:23 |Soares
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /' | ProjetoDetalhadolsabelaCEP.docx 04/10/2019 | Geisla Mary Silva Aceito
Brochura 19:40:28 |Soares
Investigador
Qutros DeclaracacCompromissoDaEquipe. pdf 04/10/2019 |Geisla Mary Silva Aceito
18:54:01 | Soares

Qutros TermoDeCompromissoParaUtilizacaoDa| 04/10/2019 |Geisla Mary Silva Aceito
dos. pdf 18:53:11 |Soares

QOutros TermoDeGuardaDeMaterialBiologico2.p | 04/10/2019 | Geisla Mary Silva Aceito
df 18:51:48 |Soares

Folha de Rosto FolhaRosto. pdf 01/10/2019 | Geisla Mary Silva Aceito
17:28:53 |Soares

Qutros AutorizacaoManipulacaoDados.pdf 01/10/2019 |Geisla Mary Silva Aceito
16:57:03 | Soares

Enderego: HRua Padre Camargo, 285 - 1° andar

Bairro: Alto da Gloria

CEP: 80.060-240

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3360-7259

E-mail: cometica.saude @ulpr.br

Pagina 03 de 04

50



UFPR

UFPR - SETOR DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA -

SCS/UFPR
Continuagao do Parecer: 3.689.933
QOutros Analise DoMeritoCienitifico. pdf 01/10/2019 | Geisla Mary Silva Aceito
16:56:38 | Soares
Qutros Concordancialaboratorio. pdf 01/10/2019 | Geisla Mary Silva Aceito
16:54:29 | Soares
Qutros ConcordanciaCurso. pdf 0110/2019 | Geisla Mary Silva Aceito
16:54:09 | Soares
Outros ConcordanciaBancoDeDentes.pdf 01/10/2019 | Geisla Mary Silva Aceito
16:53:52 | Soares
Qutros ExtratoDeAta.pdf 01/10/2019 | Geisla Mary Silva Aceito
16:53:30 | Soares
Qutros CartaDeEncaminhamento.pdf 01/10/2019 | Geisla Mary Silva Aceito
16:39:18 | Soares
Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

N&ao

Enderego: Fua Padre Camarge, 285 - 1° andar

CURITIBA, 07 de Novembro de 2019

Bairro: Allo da Gléria

UF: PR
Telefora:

Municipio: CURITIBA

(41)3360-7259

Assinado por:
llana Kassouf Silva
(Coordenador(a))

CEP: 80.060-240

E-mail: cometica saude @ulpr.br

Pagina B4 de B4

51



2 ANEXO - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Nos Prof®. Dr%. Geisla Mary Silva Soares, e os alunos de graduagio Isabela Brito dos
Santos e Jo&o Gabriel Gava Sauchuk estamos convidando o(a) senhor(a), paciente em
tratamento na Disciplina de Periodontia Il do Curso de Odontologia da Universidade
Federal do Parana, a participar de um estudo intitulado Caracterizagao fisiologica e
morfolégica de um modelo de biofilme dental estabelecido em superficie dentaria in
vitro. Este estudo estabelecer um biofilme dental em laboratério para através dele poder
estudar as caracteristicas do biofilme dental. Biofilme dental & o nome dado para a placa

bacteriana dental.

a) O objetivo desta pesquisa avaliar as caracteristicas dos biofilmes, como eles se
formam, as bactérias que conseguem se desenvolver no biofilme e como os biofilmes sao

afetadas pela agao de antimicrobianos.

b) Caso vocé participe da pesquisa, serd realizada a coleta de uma mostra de biofilme
subgengival (de dentro da gengiva) em uma regiao que estiver sendo realizado
tratamento periodontal.

c) Para coleta dessa amostra ndo sera necessario anestesia, sera inserido um
instrumento igual ao usado para o a remogao do calculo (tartaro) até no fundo da gengiva
e removido. O material que vier na cureta & amostra que estara sendo doada. Isso levara
aproximadamente 5 minutos.

d) E possivel que o(a) senhor(a) sinta algum desconforto, principalmente relacionado a
coleta de amostras. Porém é considerado um desconforto leve e somente no momento da
coleta.

e) Os riscos relacionados ao estudo sdo considerados minimos, porque a sua
participagde sera apenas para a coleta desta amostra.

f) Os beneficios previstos para o participante do estudo sera indireto, j& que contribuira

para o melhor entendimento das doengas periodéntais_

Rubricas:
Participante da Pesquisa e fou responsavel leg
Pesquisador Responsdvel ou quem aplicou o TCLE
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g) Os pesquisadores responsaveis por este estudo Prof®. Dr?. Geisla Mary Silva Soares
Isabela Brito dos Santos e Jo&o Gabriel Gava Sauchuk poderao ser localizados no
enderego Av Pref. Lothario Meissner, 632, CEP 80210-170, Curitiba, Parana, Brasil, no
prédio do Curso de Odontologia da Universidade Federal do Parana, Sala da Disciplina de
Periodontia, em horaric comercial das 8:00h até as 17:00h, pelos emails
geisla.soares@ufpr.br, isabelabrito612@gmail.com, joaocgava@gmail.com e no telefone
(41) 3360-4032, para esclarecer eventuais dividas que o(a) senhor(a) possa ter e

fornecer-lhe as informagées que queira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

j) A sua participagdo neste estudo € voluntaria e se o(a) senhor(a) ndo quiser mais fazer
parte da pesquisa podera desistir a qualquer momento e solicitar que Ihe devolvam este

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido assinado.

k) As informacg6es relacionadas ao estudo poderéo ser conhecidas somente por pessoas
autorizadas, como o coordenador do estudo. No entanto, se qualguer informacéo for
divulgada em relatério ou publicagéo, isto sera feito sob forma codificada, para que a sua

identidade seja preservada e mantida sua confidencialidade.

) As amostras serfo utilizadas unicaments para essa pesquisa 2 serdo
destruidos/descartados (amostras serdo descartadas em lixo biologico e todo material em

papel sera triturado antes de descartado em lixo comum) ao término do estudo.

m) Nao estdo previstas quaisquer despesas necessarias para a realizagéo da pesquisa e

o(a) senhor(a) ndo recebera qualquer valor em dinheiro pela sua participagao.
o) Quando os resultados forem publicados, néo aparecera seu nome, e sim um codigo.

p) Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como participante de pesguisa, vocé pode
contatar também o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP/SD) do Setor

de Ciéncias da Salide da Universidade Federal do Parana, pelo telefone 3360-7259.

Eu, li esse Termo de Consentimento e
compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicagao
que recebi me informou sobre os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para
interromper minha participagéo a qualquer momento sem justificar minha decisdo e sem

qualquer prejuizo para mim e sem que esta decisdo afete meu tratamento efou
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atendimento.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Curitiba, f2_ de JE(,&Q\& ded 043

Assinatura do Participante de Pesquisa ou Responsavel Legal

Prof®. Dr?. Geisla I ary Silva Soares

Isabela Brito t'os Santos

Jodo Gabriel 3ava Sauchuk

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Setor de Ciéncias da Salde da UFPR | CEP/SD Rua
Padre Camargo, 285 | térreo | Alte da Glaria | Curitiba/PR | CEP B0060-240 | cometica.saude@ufpr.br -
telefone (041) 3360-7259

54



