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RESUMO

Rancan FL. Efeito de terapia fotodinAmica utilizando curcumina como
fotossensibilizante sobre o biofilme de S. gordonii formado sobre superficies lisa e
rugosa de titanio. Dissertagdo. Sao Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2017. Versao Corrigida

A prevencao das doencgas periimplantares baseia-se em procedimentos de rotina na
clinica, com a remocdo mecénica do biofilme associada ou ndo de agentes
antimicrobianos locais e sistémicos. No entanto, o controle do biofilme oral sobre a
superficie de implantes € dificultado particularmente sobre as superficies rugosas do
titAnio, que apesar de facilitarem a osseointegracao, também favorecem a formacéo
do biofilme. Objetivos: Objetivou-se analisar in vitro o efeito da TFD (Terapia
fotodinamica) usando curcumina como fotossensibilizador sobre o biofilme formado
na superficie de discos de titanio com superficie rugosa e lisa. Material e Métodos:
Biofilme mono espécie de Streptococus gordonii, colonizador inicial do biofilme
dental, foi formado em superficies lisas (usinadas) e rugosas (tratadas) de discos de
titAnio por 72 horas. Os discos lisos e rugosos foram entdo distribuidos em 3 grupos:
tratados por 5 minutos com curcumina (60uM), clorexidina 0,12% como controle
positivo e solucdo de DMSO (dimetilsuféxido), etanol e &gua como controle negativo
(veiculo da curcumina). As amostras foram divididas em 2 sub-grupos: ativado por
LED azul (455-492nm) por 7 minutos e ndo-ativado. A atividade metabdlica do
biofiime foi determinada pelo método de reducdo do Sal tetralisol XTT e os
resultados analisados estatisticamente pela analise da variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Tukey (p < 0,05). Resultados: Na auséncia de luz, apenas o
tratamento com clorexidina promoveu redugdo microbiana (controle positivo). O
tratamento com curcumina ativada pela luz azul reduziu o nimero de bactérias
viaveis no biofilme em 71% nos discos lisos e em 77% nos rugosos, ndo havendo
diferenca estatistica com o controlepositivo.Concluséao: Os dados in vitro indicam
que TFD associada a curcumina tem atividade sobre biofilme microbiano, sugerindo
seu potencial no controle do biofilme oral sobre a superficie de titdnio, e que este

efeito independe da topografia da superficie.

Palavras-Chaves: Implante dentario, Terapia Fotodinamica, Periimplantite,

Descontaminagao, Curcumina






ABSTRACT

Rancan FL, Effect of photodynamic therapy using curcumin as a photosensitizer on
the S. gordonii biofiim formed on smooth and rough surfaces of titanium.
Dissertation. Sdo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia;
2017. Verséao Corrigida

Prevention of periimplant diseases is based on routine procedures in the clinic, with
the mechanical removal of biofilm associated or not with local and systemic
antimicrobial agents. However, the control of oral biofilm on the surface of implants is
particularly difficult on the rough surfaces of titanium, which, although facilitating
osseointegration, also favors biofilm formation. Objectives: The objective of this
study was to analyze in vitro the effect of PDT using curcumin as a photosensitizer
on the biofilm formed on the surface of titanium discs with a rough and smooth
surface. Material and Methods: Biofilm mono species of Streptococus gordonii,
initial colonizer of the dental biofilm, was formed on smooth (machined) and rough
(treated) surfaces of titanium discs for 72 hours. The smooth and rough discs were
then divided into 3 groups: treated for 5 minutes with curcumin (60 pM), 0.1%
chlorhexidine as a positive control and DMSO, ethanol and water solution as a
negative control. The samples were divided into 2 subgroups: activated by blue LED
(455-492nm) for 7 minutes and non-activated. The metabolic activity of the biofilm
was determined by the reduction XTT salt method and the results analyzed
statistically by ANOVA followed by the Tukey's test (p <0.05) Results: In the
absence of light, only the chlorhexidine treatment promoted microbial reduction
(positive control). The blue light-activated curcumin treatment reduced the number of
viable bacteria in the biofilm in 71% in the smooth discs and in 77% in the wrinkles,
and there was no statistical difference with the positive control. Conclusion: In vitro
data indicate that PDT associated with curcumin has activity on microbial biofilm,
suggesting its potential in the control of oral biofilm on the titanium surface, and that

this effect is independent of surface topography.

Keywords: Dental Implant, Photodynamic Therapy, Periimplantitis, Decontamination,

Curcumin
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1 INTRODUCAO

A implantodontia contemporanea proporciona grandes beneficios e
possibilidades terapéuticas, assim como o0 surgimento de novos desafios com o

aumento da prevaléncia de doencas nos tecidos periimplantares (Mombelli, 2012).

O Sixth European Workshop in Periodontics realizado em 2008 ajudou a
definir conhecimentos e conceitos importantes a respeito das doencas
periimplantares, e evidenciou dados de alguma forma preocupantes, como a taxa de
incidéncia de mucosites em torno de 80% dos pacientes e em 50% dos implantes; e
periimplantite observada em 28-56% dos pacientes e 12-43% dos implantes.
(Lindhe; Meyle, 2008).

Os biofilmes orais formados sobre mucosas sao geralmente controlados pela
descamacéao epitelial. No entanto os mecanismos de imunidade inata ndo sdo téao
efetivos contra os biofilmes formados sobre superficies ndo descamativas, como dos
dentes e outras superficies duras, materiais restauradores ou implantes. Assim,
medidas de higiene oral como a escovacdo e o uso de fio dental sdo necessarias
para a sua remocao periddica, entretanto, mesmo em individuos com boa higiene
oral, existem &reas mais protegidas das forcas de abrasédo, em que as comunidades
microbianas se acumulam e podem sofrer alteracdes, levando ao desenvolvimento
de doencas como carie, doencas periodontais e doengas periimplantares
(Jakubovics et al., 2015).

Os biofilmes polimicrobianos sdo definidos como uma colecdo variada de
organismos (fungos, bactérias e virus) que existem numa fase ou numa interface
densa e sdo revestidas numa matriz hidratada derivada do hospedeiro ou dela

mesma, consistindo frequentemente em polissacarideo (Ng et al., 2016).

Assim como as doencas periodontais, as doencas periimplantares sao
doencas inflamatorias em resposta ao biofilme em desequilibrio. O controle do
biofiime sobre as superficies duras, sejam elas naturais como as superficies dos
dentes ou nado naturais, como superficies de materiais restauradores ou de
implantes, € essencial para a prevencédo e controle destas doencas (Dewhirst et al.,
2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakubovics%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26519790
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O biofilme formado sobre superficies duras da cavidade oral é iniciado pela
colonizagdo nas primeiras horas por microrganismos pioneiros, principalmente
representados por espécies de Streptococcos. Nesta fase, outros géneros presentes
sdo Actinomyces, Gemella, Neisseria e Veillonella. A seguir, o equilibrio entre os
colonizadores iniciais se altera, e 0s Streptococcus spp. se multiplicam mais
rapidamente, resultando em declinio gradual na proporcdo de Actinomyces spp. no
biofilme em aproximadamente 48 h. Entre 18 h e 4 dias, os colonizadores iniciais
continuam predominando, mas a diversidade microbiana aumenta, com aumento do
namero e propor¢cdo de organismos dos géneros Porphyromonas, Fusobacterium,

Prevotella, Veillonella e Capnocytophaga (Jakubovics et a., 2015).

Streptococcus gordonii € uma das bactérias colonizadoras que inicia a
formacéo de placas. Sua capacidade de interagir e ser reconhecida pela P. gingivalis
€ considerada importante para a colonizagdo da bolsa periodontal pela mesma P.
gingivalis (Ng et al., 2016). Com o decorrer do tempo, o biofilme pode sofrer
alteracbes que resultam em um desequilibrio microbiano, associado a diferentes

doencas associadas ao biofilme oral.

Assim como na periodontite crénica, as bactérias anaerdbicas Gram
negativas estdo mais envolvidas, sendo frequentemente identificadas a Prevotella
intermedia, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Capnpcytophaga,
Campylobacter rectus e Actinobacillus actinomycetencomitans (Mombelli et al.,
1987).

A condicdo fundamental para o0 sucesso no tratamento das doencas
periimplantares, € a descontaminacao da superficie do implante. Entretanto, devido
ao aumento da rugosidade como consequéncia das modificacdes da superficie para
maior qualidade da osseointegracdo e a presenca de fortes ligagOes protéicas e

aminoacidos, a descontaminacéo tornou-se mais dificil (Buser et al., 2004).

Em relacdo ao uso de antimicrobianos, alguns aspectos referentes ao acesso
de agentes topicos ao biofilme, além da possibilidade de desenvolvimento de
resisténcia bacteriana (Sreenivasan; Gaffar, 2002) e o risco de superinfeccdo
(Verdugo et al., 2016), justificam o estudo de estratégias alternativas para controlar e

tratar a doenca periodontal e periimplantar.
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A Terapia Fotodindmica se encaixa como uma terapia alternativa, e tem sido
apontada como um método promissor, devido principalmente a sua acao seletiva,

por ndo afetar as células sadias (Hayek et al., 2005).

Nesta terapia, 0s agentes fotossensibilizadores desempenham grande
importancia na sua eficacia. Na odontologia, existem muitos estudos sobre a eficacia
de diversos agentes como o azul de metileno, azul de toluidina, as clorinas e ainda
foi possivel observar evidéncias de que a curcumina pode ser capaz de controlar a
atividade microbiana quando iluminada com comprimento de onda especifico.
(Aradjo et al., 2014). Apesar de existir um numero crescente de publicacdes sobre o
efeito da TFD utilizando curcumina como fotossensibilizante na redugcéo bacteriana
(Hayek et al., 2005; Dovigo et al., 2011; Leite et al., 2014), ainda ndo ha estudo do

uso da mesma para o tratamento/prevencgao da doenga periimplantar.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doencas periimplantares

O termo periimplantite foi introduzido para descrever condi¢gdes infecciosas
em torno dos implantes (Mombelli et al., 1987). No primeiro workshop sobre
periodontia, em 1993, foi acordado que este nome deveria ser usado para processos
inflamatorios destrutivos em torno de implantes osseointegrados em funcéo, levando

a formacéao de bolsas periimplantares e a perda de osso (Albrektsson et al.; 1994).

O termo mucosite periimplantar € atribuido quando se observa inflamacao
dos tecidos moles sem perda de tecido 6sseo maior que a atribuivel ao processo de
remodelacdo. Outros sinais, como sangramento ap0s sondagem suave com
instrumento contundente, supuracdo da bolsa, edema, vermelhiddo dos tecidos,
podem ou ndo se manifestarem, e ndo ha geralmente presenca de dor. O termo
periimplantite € utilizado quando ocorre perda 6ssea ao redor do implante. O defeito
0sseo tipico € circunferencial em torno do implante, e é bem demarcado. Esta
destruicdo O0ssea pode prosseguir sem sinais notaveis de mobilidade dos implantes.
(Mombelli et al., 1987; Mombelli; Lang, 1998).

A perda do implante é considerada precoce quando ocorre até um ano apos

a insercéo, ou tardia, quando ocorre apoés esse periodo (Mombelli, et al.2011).

A etiologia da periimplantite é multifatorial e bem complexa, e alguns
individuos parecem ser mais suscetiveis (Tonetti et al., 2015). Alguns fatores de
risco estdo relacionados com o insucesso dos implantes e ao desenvolvimento de
doencgas periimplantares, como o fumo (com risco significativamente maior de
complicagdes na presenca de uma lesédo de polimorfismo combinado de genadtipo de
IL-1 positiva), historico de periodontite, falta de colaboracédo e higiene oral limitada,
doencas sistémicas (por exemplo, diabetes mellitus mal controlada, doenca
cardiovascular, imunossupressao), causas iatrogénicas (por exemplo, "cementitis"),
defeitos nos tecidos moles ou tecidos moles de ma qualidade na area de
implantagdo (por exemplo, falta de gengiva queratinizada) (Zitzmann et al., 2006;
Smeets et al., 2014; Tonett et al., 2015).
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Outros fatores adicionais podem ser considerados, como sobrecarga do
implante, falhas nos materiais e técnicas, ma qualidade 6ssea na area do implante,
doencas sistémicas e terapias medicamentosas que inibem modulacdes ésseas
(Zitzmann et al., 2006; Smeets et al., 2014)

A avaliacdo de saude dos tecidos periimplantares (mucosa e 0Ss0) e a
intervengéo preventiva devem ser realizadas com um prazo maximo de 6 meses de
intervalo (Slots; Jorgensen; 2000; Salvi,; Lang 2004; Patel, 2014; Tonetti et al.,
2015). Se existir evidéncia de perda 6ssea progressiva, € importante determinar se a
causa € sobrecarga oclusal ou inflamacdo induzida pelo biofilme, e no caso de

gualquer sobrecarga oclusal, precisa ser corrigida (Patel, 2014).

Existem alguns estudos em seres humanos e animais, que sugerem
evidéncias de que o fator etiolégico primario na inflamacédo periimplante € o acimulo
do biofilme em torno das margens da mucosa dos implantes (Berghlundh et al.,
1992; Ericsson et al., 1996), como € o caso da gengivite de dentes naturais. Para
confirmar a etiologia relacionada ao biofilme da inflamacéo periimplante, diversos
estudos tém demonstrado que apds a remocao do biofilme evidencia-se a resolucéo
da mucosite periimplantar (Berghlundh et al., 1992; Ericsson et al., 1996; Zitzmann
et al., 2002; Lang et al., 2011).

Os biofilmes que colonizam as superficies dos dentes estdo entre 0s mais
variados e complexos que existem na natureza. Evidéncias mostram que células em
biofiimes estdo em um estado fisiolégico que difere das partes planctbnicas e

tendem a ser menos susceptiveis a agentes antimicrobianos (Batchelor et al., 1997).

O biofilme oral é constituido de 70 a 80% por microrganismos e 30% por
elementos ndo microbianos, como por exemplo, polissacarideos, mucina salivar,
detritos alimentares, leucdcitos, enzimas, sais minerais, proteinas e células epiteliais
descamadas (Jorge, 1998). Localiza-se no sulco gengival ao redor de dentes e
implantes, difere na composicdo supra e subgengival, com caracteristicas

predominantemente Gram positivas e Gram negativas, respectivamente.

A resposta do tecido a formacao de placas foi estudada em céo (Berglundh
et al.,, 1992). O infiltrado inflamatério emergente, como resultado da formacéo de

biofilme, foi similar aos dentes e implantes adjacentes, indicando que a resposta



27

inicial na mucosa periimplante e em gengiva era igual. A presenca de biofilme em
implantes durante 6 meses induziu uma leséo inflamatéria no tecido conjuntivo do
periimplante mucosa que foi dominada pelo plasma célular e linfocitos (Zitzmann et
al., 2002).

A colonizacdo bacteriana e maturacdo de biofilmes dependem de ambiente
ecolégico favoravel, havendo mudancas na composicdo e comportamento da
microbiota enddégena que pode se tornar intoleravel aos tecidos (Lindhe; Meyle;
2008).

O primeiro passo na formacao de um biofilme é a ligagdo de um organismo a
uma superficie solida. No biofilme supragengival, a pelicula adquirida que forma
sobre uma superficie de dente limpo dentro de algumas horas é derivado a partir da
saliva e fluido crevicular gengival (Socransky; Haffajee, 2002). Esta "pelicula
adquirida" fornece varios receptores para a ligacdo de bactérias orais, tais como as
proteinas acidas que se ligam a bactérias colonizadoras como a Streptococcus
gordonii.

Os Estreptococos Viridans, que incluem Streptococcus gordonii, Sao
bactérias pioneiras orais que iniciam a formacdo dos biofilmes dentarios. As
bactérias sésseis em um biofilme exibem um modo de crescimento que € distinto do
de bactérias plancténicas, com mecanismos de adesao estreptocdcica inicial (Loo et
al., 2000). A Porphyromonas gingivalis, uma das bactérias presentes no biofilme
associada a periimplantite depende de bactérias colonizadoras iniciais para se aderir

a superficie.

Durante um periodo de observacédo de 10 anos num grupo de pacientes com
periodontite, cepas bacterianas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
Porphyromonas gingivalis foram detectadas na mucosa oral dos pacientes (Zitzmann
et al., 2006).

No caso de periodontite, as alteracbes podem se estender a tecidos mais
profundos, sendo que o nimero de bactérias Gram-negativas pode aumentar para
70% do total da flora (Jorge, 1998), na maioria anaerdbias estritas ou facultativas
(Slots; Jorgensen, 2000).
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Li et al., 2004, em um estudo objetivando elucidar os primeiros colonizadores
dentro do biofilme dentario in vivo e estabelecer mudangas populacionais potenciais
gue ocorrem durante as fases iniciais da formacdo do biofilme, mostraram que nos
estdgios muito iniciais, o0s colonizadores de dentes encontrados foram
predominantes espécies de Actinomyces.; a proporcao relativa de estreptococos, em
particular Streptococcus mitis e S. oralis, aumentou a custa de espécies de
Actinomyces entre 2 e 6 h enquanto o nivel absoluto de Actinomyces permaneceu
inalterado. Os agentes patogénicos periodontais, como Tannerella forsythensis,
Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, bem como Actinobacillus
actinomycetemcomitans, estavam presentes em niveis extremamente baixos em
todos os intervalos de tempo examinados neste grupo de individuos saudaveis.
Assim, os deslocamentos populacionais bacterianos ocorrem nas primeiras horas de
formacgédo de biofilme e os primeiros colonizadores da superficie do dente consistem

predominantemente em microrganismos benéficos.

Em um estudo para determinar a ordem de sucessdo de espécies
bacterianas na reorganizacdo de biofilmes supra e subgengivais Teles et al. (2012)
concluiram que imediatamente apos a limpeza profissional, a constituicdo do
biofilme supragengival em individuos com periodontite e em individuos saudaveis
foram semelhantes. Apds 1 dia, Streptococcus mitis e Neisseria apresentaram
propor¢cdes aumentadas, seguidas por Capnocytophaga gingivalis, Eikenella
corrodens, Veillonella parvula e Streptococcus oralis de 1 a 4 dias. De 4 a 7 dias,
Campylobacter recto, Campylobacter showae, Prevotella melaninogenica e
Prevotella nigrescens tornaram-se aumentados. A reconstru¢cdo da placa
subgengival foi mais lenta e muito diferente da reconstru¢ao da placa supragengival.
As propor¢des aumentadas foram observadas pela primeira vez para S. mitis,
seguida por V. parvula e C. gingivalis e, em 7 dias, por Capnocytophaga sputigena e
P. nigrescens. Nenhum aumento significativo nas propor¢cdes de patdégenos

periodontais foi observado em nenhum dos grupos. (Teles et al., 2011)

As infecgbes associadas ao biofilme sédo notoriamente resistentes a agentes
antimicrobianos, e varios fatores parecem contribuir para essa resisténcia, como a

protecdo por polimero extracelular, substancias que conduzem ao agente
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antimicrobiano para penetrar no biofiime e a adogdo de um estado fisioldgico ou
fendtipo relacionado a natureza multicelular do biofilme (Hoyle; Coesterton, 1991;
Mombelli et al., 2011).

Os biofilmes desempenham um papel importante na disseminacdo da
resisténcia aos antibioticos. Dentro da populacdo bacteriana densa, existe
transferéncia horizontal eficiente de genes de resisténcia e viruléncia. (Mombelli et
al., 2011)

Smeets et al. (2014), em uma reviséo bibliografica recente, concluiram que a
microbiota associada com doenca periimplante esta misturada, bastante variavel, e

na maioria dos casos dominados por diversas bactérias anaerdbias Gram-negativas.

2.2 Tratamento da doenca periimplantar

Dependendo da gravidade da doenca (mucosite, periimplantite moderada ou
grave), o tratamento de infec¢cbes periimplantes compreende abordagens
conservadoras (ndo cirargicas) e cirdrgicas. As terapias conservadoras podem ser
suficientes ou associadas ao tratamento cirdrgico quando necessario. (Lang et al.,
2000; Smeets et al., 2014; Tonetti et al., 2015; Alshehri, 2016)

Ao monitorar os tecidos periimplantares nas consultas de revisdo, que nao
devem ultrapassar 6 meses de intervalo, é essencial ser metédico, a fim de detectar

0s primeiros sinais de periimplantite (Patel, 2014).

Os tratamentos denominados “n&o cirurgicos” incluem limpeza mecanica dos
implantes com curetas de titdnio ou plastico, ultra-sons ou polimento com ar. Além
disso, a terapia antimicrobiana como a terapia fotodinAmica, bem como uso de
outros agentes locais como o Gluconato de Clorexidina, peroxido de hidrogénio,
percarbonato de sodio, povidona-iodo, podem estar associadas (Lang, 2000; Smeets
et al., 2014, Patel, 2014).



30

A inflamacéo induzida por biofilme é usualmente tratada n&o cirurgicamente
nos estagios iniciais, mas isso depende da apresentacdo clinica inicial. As lesdes
com uma profundidade de sondagem de 5mm ou mais e perda 6ssea maior que
2mm necessitaria de intervencao cirargica, conforme recomendado por Salvi e Lang
(2004).

Ao remover o célculo supragingival das coroas do implante, é importante ndo
usar curetas de aco inoxidavel porque elas vao danificar as superficies de titanio.
Recomenda-se um material que seja mais macio que o titanio, seja com curetas de
ouro ou com instrumentos de plastico reforcado, carbono-teflon ou titanio. O uso de
ultra-sons em torno dos implantes € controverso, pois com o resfriamento
insuficiente existe o risco de aquecimento do implante, o que pode danificar a

interface osso-implante (Patel, 2014).

A solucdo de gluconato de clorexidina a 0,12%, embora muito utilizada,
apresenta resultados ainda insatisfatérios. Ela combate, principalmente, bactérias
Gram positivas (G+), sendo pouco eficaz contra Gram negativas (G-). Seu uso
continuo ou em concentracdes mais elevadas pode levar a um aumento da
resisténcia bacteriana, devido a adaptacdo fisiolégica da parede celular para
prevenir a entrada do biocida (Thomas et al., 2000).

O uso de antimicrobianos sistémicos € indicado por muitos autores (Lindhe
et al., 2008, Mombelli et al., 2011). Entretanto outros autores comentam a ocorréncia
in vitro da resisténcia de algumas bactérias responsaveis pela periimplantite aos
antibidticos como clindamicina, amoxicilina, doxiciclina ou metronidazol.
(Sreenivasan; Gaffar, 2002; Rams et al., 2014), além do risco de superinfeccao

bacteriana.

O debridamento do biofilme através de jatos de ar com pos abrasivos podem
danificar a superficie dos implantes. Neste caso indica-se o p0 de glicina como
padrdo usado em dispositivos de polimento de ar, para diminuir esse dano. (Drago,
et al., 2014)
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Os procedimentos cirlrgicos para tratamento da periimplantite incluem
instrumentacdo com cirurgia de retalho aberto com debridamento mecanico da
superficie do implante, condicionamento quimico, além de processos regenerativos
do osso, e antibidtico toépico (Mombelli; Lang, 1998; Lang et al., 2000; Persson,
2001; Lindhe; Meyle, 2008).

Para tratamento de periimplantite, além da terapia cirdrgica, pode ser
utilizada terapia conservadora em adi¢cdo a medicacdo e ao tratamento manual, com
curetas, sistemas de polimento por ultrassons e por ar (Hayek et al., 2005; Smeets
et al., 2014; Tonetti et al., 2015). Outras técnicas inovadoras tais como métodos de
terapia suportados por laser e fotodinamica séo descritas como opcgoes terapéuticas

conservadoras.

2.3 Terapia fotodinamica (TFD)

A TFD consiste na associacao de um agente fotossensibilizante e uma fonte
de luz objetivando-se a morte celular antimicrobiana e antitumoral. O mecanismo de
acdo acontece quando o agente fotossensibilizante absorve os fétons da fonte de luz
e seus elétrons passam a um estado excitado. Na presenca de um substrato, como
0 oxigénio ou a agua, o agente fotossensibilizante transfere a energia ao substrato
ao retornar para seu estado natural, formando espécies de vida curta e altamente
reativas, como o0 oxigénio singleto, que pode provocar sérios danos a
microrganismos via oxidacao irreversivel de componentes celulares. Varios autores
relatam danos a membrana celular, as mitocondrias e ao nucleo celular. A acéo
seletiva da TFD, por ndo afetar as células sadias, € uma das mais importantes

caracteristicas dessa terapia (Hayek et al., 2005).

A terapia fotodinAmica tem sido empregada nas diversas especialidades da
Odontologia com o objetivo de reducdo bacteriana. A terapia fotodindmica em
bactérias orais comecou a ser investigada mais profundamente a partir da década
de 90, quando Dobson e Wilson (1992) e Wilson et al., (1993) demonstraram bons
resultados em reducgéo bacteriana utilizando o laser de Hélio-Nebnio associado aos

fotossensibilizadores azul de toluidina, azul de metileno, ftalocianina e
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hematoporfirina. Foram  testadas  Streptococcus  sanguis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis
recuperadas do biofilme subgengival de pacientes com periodontite crénica. Os
autores concluiram que a combinacéo laser e corante alcancou uma significativa

reducédo bacteriana.

Mais de 400 substancias sao conhecidas como fotossensibilizantes,
incluindo corantes, drogas, cosméticos e compostos naturais. Os
fotossensibilizadores mais utilizados na reducdo microbiana em Odontologia sao:
azul de metileno, verde de malaquita, azul de orto-toluidina, cristal violeta,

fitalocianinas, hematoporfirinas e protoporfirina (Wood et al., 2006).

Wilson et al. (1993) avaliaram a acgdo da terapia fotodinAmica em bactérias
patogénicas variando o fotossensibilizador e microrganismos. Um dos
fotossensibilizadores foi o AM (azul de metileno) utilizado geralmente em
concentracdo de 25 pg/mL, que é geralmente utilizada. Na auséncia de luz, e nesta
concentracdo, ndo causou reducdo estatisticamente significante em nenhuma das
bactérias testadas (Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis,
Actinobacillus actinomycetemcomitans), porém, com a irradiacdo com laser de He-

Ne, houve diferencga significativa na redugéo dos microrganismos.

Yilmaz et al. (2002), em um estudo clinico, compararam a eficacia da TFD
em relacdo ao tratamento convencional periodontal por raspagem e alisamento
radicular. (685 nm, 30 mW, 1,6 J/cm? e azul de metileno a 0,05%); e concluiram que
a TFD foi mais eficiente no tratamento da doenca periodontal, quando aliada a

técnica convencional.

Sculean et al., 2015 em uma avaliacdo de revisdes sistematicas sobre real
beneficio clinico da TFD afirmaram que em pacientes com periodontite crbnica, a
combinacdo de raspagem e alisamento de raiz (RACP) e FTD pode resultar em
melhorias clinicas de curto prazo substancialmente mais elevadas. Em pacientes
com periodontite agressiva, o uso de TFD nao deve substituir a administracao

sistémica de amoxicilina e metronidazol.

Hayek et al. (2005) compararam os efeitos da TFD com a terapia

convencional (raspagem e irrigacdo com clorexidina a 0,12%) na reducao
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microbiana em periimplantite induzidas por ligadura em caes. Foi utilizado o laser de
diodo de AsGaAl (660 nm), com poténcia de 49 mW, energia de 7,2 J por 3 minutos.
Os autores concluiram que a TFD é um método ndo-invasivo, efetivo no tratamento
da periimplantite comparado com a elevacdo mucoperiostal para raspagem da
superficie do implante. O uso do azul de metileno como fotossensibilizador mostrou-
se efetivo contra 0s microorganismos periimplantares e ndo comprometeu a

superficie do implante e nem dos tecidos ao redor.

O azul de metileno a 0,01% foi utilizado em um estudo para avaliar a
eficiéncia da terapia fotodindmica sobre as bactérias P. gingivalis, F. nucleatum, P.
intermedia, A. actinomycetemcomitans e S. sanguis. Foram utilizados dois lasers;
He-Ne (632 nm, 30 mW) e diodo de AsGaAl (665 e 830 nm, 100 mW). O laser de
He-Ne foi utilizado por 30 e 60 segundos, com fluéncias de 3,2 J/cm2 e 6,4 J/cmZ,
engquanto o laser de diodo, no mesmo tempo, gerou fluéncias de 10,6 J/cm2 e 21,2
J/cm2. Os resultados mostraram que a terapia foi tempo-dependente para ambos os
sistemas de laser. O laser de diodo de 830nm, entretanto, foi 0 mais efetivo com
exposicao por 60s e fluéncia de 21,2 J/cm?2, promovendo a reducédo de 99 a 100%
das bactérias P.gingivalis, P.intermedia e S. sanguis. J4 para as espécies de A.
actinomycetemcomitans e F. nucleatum, o tratamento pela TFD promoveu reducao
de 95 e 96%, respectivamente. Os autores relataram que somente o corante ou a
luz, ndo tiveram nenhum efeito sobre a reducdo bactéria e que o corante ndo
converteu a energia da irradiacdo em calor, comprovando a baixa toxicidade e
confiabilidade da técnica (Chan; Lai, 2003).

O azul de metileno também foi utilizado por Gad et al. (2004) na TFD com
laser de 665nm, 40J/cmz2, em colbnias de Staphylococcus epidermoides e S. aureus

com alteracfes na cdpsula e na producdo de exotoxinas.

Shibli et al. (2006) avaliaram o efeito da TFD na periimplantite induzida em
cées sobre diferentes superficies de implantes dentais. O grupo controle recebeu
apenas o tratamento convencional, enquanto ao grupo teste foi acrescida a TFD
com laser de diodo AsGaAl 830 nm, 50 mW, 80 s, 4 J/cm? e azul de orto-toluidina
100 ug/mL. Concluiu-se que a TFD aliada a terapia convencional apresentou uma

melhor re-osseointegracdo dos implantes nas areas adjacentes ao defeito induzido
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da periimplantite, independente do tipo de superficie do implante, com a vantagem

de ndo promover selecao de microorganismos resistentes e ser de facil aplicacao.

Marotti et al. (2013) avaliaram in vitro, a eficacia da TFD na
descontaminacdo de superficie de implantes utilizando Laser de diodo e o azul de

metileno como fotossensibilizante.

Schar et al. (2013) e Basseti et al. (2014) avaliaram TFD como alternativa
potencial aos antibidticos locais em um estudo RCT (estudo clinico randomizado)
comparando tratamento n&do-cirdrgico de periimplantites incipiente (Locais com
Profundidade a sondagem de 4-6 mm, Sangramento a sondagem positivo e perda
Ossea radiografica maior que 2 mm) por meio de debridamento mecanico seguido
pelo uso de antibioticos locais (por exemplo, minociclina) ou a aplicacdo de TFD. Os
resultados ao final de 6 meses e ao final de 1 ano nao revelaram diferencas
estatisticamente ou clinicamente significativas entre os 2 protocolos, sugerindo que a
TFD pode representar uma alternativa valiosa aos antibidticos no tratamento nao-

cirdrgico de periimplantites incipiente.

2.4 Curcumina

A curcumina € um pigmento amarelo-alaranjado, extraido do rizoma da
planta Curcuma longa, comumente usada como tempero na tradicional culinaria
asiatica e na medicina chinesa, onde ja foram comprovadas diversas outras
propriedades farmacologicas, como antiinflamatorias, antitumorais, antifingicas,

antibacterianas e anticarcinogénicas (Sharma et al., 2005; Priyadarsini et al., 2009)

Algumas dessas propriedades sdo ampliadas ap0s a ativacdo pela luz
(Tonnesen et al., 1987; Koon et al., 2206). No caso da curcumina, a luz azul € uma
opcgao interessante para sua fotoativacdo. A faixa azul do espectro de luz (455-
492nm) é capaz de promover efetiva ativagdo da curcumina além de ser mais
segura e estar numa faixa do espectro comumente utilizada nos consultérios
odontoldgicos para fotopolimerizagcdo das resinas compostas, por meio do uso de

aparelhos do tipo LED ou de luz halégena.
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Priyadarsini (2009), estudando a acao antimicrobiana da curcumina, cita que
ela é um potencial fotossensibilizador em TFD para infec¢cdes localizadas
superficialmente. Neste estudo, foi mostrado que a curcumina, usada como
fotossensibilizador em TFD, possui efeito antimicrobiano. Os efeitos toxicos da
curcumina associada a luz, contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, foram
investigados em determinadas preparac¢des aguosas. A curcumina também pode ser
considerada um fotossensibilizador alternativo viavel para inativacdo bacteriana na
cavidade bucal. Estudos como de Haukivick et al. (2009) e Dahl et al. (1989)
mostram que a curcumina € utilizada como medicamento anticancerigeno e tem
mostrado ter efeitos antibacterianos com efeitos de toxicidade e foto toxicidade em
bactérias.

Dovigo et al. (2011), trataram solu¢gbes de Candida albicans in vitro com
nove concentracdes de curcumina e exposicao a diferentes parametros de luz LED
azul. Foi observada neste estudo uma reducado significante da viabilidade da
Candida albicans apo6s a terapia fotodindmica, sendo o melhor tempo de pré-
irradiacéo encontrado de 20 minutos e a melhor fluéncia de 18J/cm?. Dovigo et al.
(2011) também avaliou o efeito da curcumina como agente fotossensibilizador sobre
outros tipo de Candidas, como C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, isolado como
em biofilme, com resultados mostrando reducdo de 85%, 85% e 73%

respectivamente, utilizando-se fluéncia de 18J/cm?.

Araujo et al. (2012), avaliaram a descontaminacao utilizando a curcumina
como fotossensibilizador e luz azul (450nm), de toda a cavidade bucal, através da
avaliacdo da flora salivar. ApOGs a terapia fotodinamica foi verificado que houve
reducdo de 68% do total de bactérias. O mesmo autor também avaliou o efeito da
curcumina sobre patdgenos cariogénicos como Streptococcus mutans e
Lactobacillus acidophilus. Foi reportado reducao de 99.9% de S. mutans utilizando-
se curcumina na concentracdo de 1.5g/L e reducdo menor de até 37.6% para L.
acidophilus. Ribeiro et al. (2013) avaliaram o efeito da curcumina como
fotossensibilizador em Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. A
concentracdo de 20um foi capaz de resultar na morte da linhagem estudada.
Paschoal et al. (2015) ,usando uma luz azul Emitting Diode (LED) para fotoativar a
curcumina em contato com culturas planctdnicas de Streptococcus mutans relataram

uma reducédo de 70% na viabilidade bacteriana apos a exposicéo a luz.
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Leite et al. (2014), fizeram um ensaio clinico randomizado com trés grupos
de tratamento: (1) TFD, curcumina (30 mg /L) + luz azul (455 - 30 nm) 400mW com
5 min de aplicacdo, (2) o grupo apenas com a luz azul,e (3) o grupo apenas com
curcumina. O grupo TFD mostrou uma reducdo microbiana em comparagdo com 0s

grupos de luz e curcumina até 2 h apés o tratamento.

Mahdi et al. (2015), estudaram efeito da TFD, in vitro, usando combinacao
de curcumina (60uM), H202 (0,3mM) e eritrosina (22uM) em cultura planctonica de
Porphyromona gingivallis e Fusobacterium nucleatum, que s&o bactérias
relacionadas a perda Ossea periodontal e inflamacdo dos tecidos moles
respectivamente. Os resultados mostraram que as trés substancias possuem efeito
bactericida sem a presenca de luz (60% de reducdo bacteriana apés 5 minutos),
porém com 5 minutos de ativacdo com luz azul (450nm), houve uma reducao
bacteriana de 100%.

Da Frota et al. (2015) estudando o efeito da TFD (20 uM de curcumina e 5
min de pré-irradiagdo) em canais de raizes de cachorros contaminados com
Enterococcus faecalis, obtiveram resultado efetivo apés irradiacdo por 5 minutos
com luz azul (reducédo bacteriana de 41%), porém nao encontraram resultado efetivo

em 10 minutos de irradiacéo.

Hugar et al. (2016), mostraram reducédo significativa da inflamac&o gengival
no 30° dia e 45° dia, maior reducdo na placa e reducdo de pontuacdo PPD
(Profundidade de bolsa a sondagem) nos sitios experimentais (curcumina) sem a

presenca de luz, em relagdo ao grupo clorexidina.
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3 PROPOSICAO

Visando contribuir com o desenvolvimento de nova opcéao de terapia para o
controle e prevencao da infeccdo em sitios peri implantares, o presente estudo tem
como objetivo estudar in vitro o desempenho da terapia fotodinamica (TFD) na

reducado do biofilme bacteriano sobre a superficie de titanio.

3.1 Objetivo especifico

Determinar in vitro, o efeito da terapia fotodinamica associada a curcumina
como fotossensibilizador sobre biofilme formado em superficies de discos de titanio,
por Streptococcus gordonii, um microrganismos associado a colonizacao inicial de

superficies duras na cavidade bucal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho experimental

A avaliacdo microbiana foi realizada no Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo. Foram
desenvolvidos biofilmes monoespécie sobre discos de titdnio com e sem tratamento
superficial (rugoso e usinado) utilizando as cepas Streptococcus gordonii. Os
biofilmes foram tratados com solu¢do de Curcumina (60 uM), e submetidos a TFD. A
atividade microbiana nos biofilmes foi determinada pelo método de XTT. Foram
realizados 2 experimentos independentes, sendo cada experimento em triplicata,
totalizando um n=6 para cada grupo para cada tipo de disco, rugoso ou usinado.
(Quadro 4.1)

4.2 Cepas bacterianas e condi¢des de cultura

Streptococcus gordonii de referéncia DL1 (Hsu et al., 1994)) foi utilizada. A
cepa foi mantida em caldo BHI contendo 20% de glicerol em freezer a -80°C.

A amostra foi cultivada em placas de agar BHI sob atmosfera de
microaerofilia, obtida em atmosfera contendo 10% CO,, a 37°C, por 48h. ApGs o
desenvolvimento das coldnias, estas foram transferidas para 8ml de caldo BHI
(Marca) suplementado com 5mg/ml de hemina e 1 mg/ml de menadione, sacarose a
1% e extrato de levedura a 0,1% (Sigma Aldrich, St Louis, EUA). Apds incubacao,
em atmosfera de 85% N2, 10% CO2 e 5% H2 em camara de anaerobiose (Plas
Labs, EUA) por 16 horas, as culturas bacterianas foram ajustadas a DOseonm~0,5
por mensuragao em espectrofotdmetro (Therma, EUA) e utilizadas para o preparo do

indculo no ensaio de formacéo de biofilme. (Figura 4.2)
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4.3 Obtencéo dos discos de titanio

Foram confeccionados discos de 5,9 mm de diametro e 1,5 mm de altura, com
a mesma barra de titanio utilizada para confeccdo de componentes protéticos,
fornecidos pela empresa Dabi Atlante®, fabricante dos implantes PROSS®. Os
discos lisos ndo receberam ataque acido e 0s rugosos recebem um duplo ataque

acido por imerséo.

4.4 Solucéo fotossensibilizante

Foi utilizada Solucdo Aquosa de Curcumina a 60uM, a partir da Curcumina
em p6 (PDT Pharma®). O pé de curcumina foi triturado em grau de porcelana e com
auxilio de um pistilo, e utilizado para preparo da solucdo estoque de curcumina a
1,5g/L(40,7mM) que apresenta a seguinte composicdo: 0,15% de curcumina a 0,1%
de DMSO dissolvidos em etanol 98%. A solucdo aquosa de curcumina 60uM foi
preparada diluindo-se 0,74mL de solucéo estoque (a 1,5g/L) em 49,26 mL de agua.

4.5 LED de comprimento de onda azul

Foi utilizado o protétipo Biotable de 24 ponteiras do Centro de Pesquisa em
Otica e Fotdnica (CePOF) do Instituto de Fisica da Universidade de S&o Paulo, S&o

Carlos, com 450nm de comprimento de onda e 30mW/s de poténcia por ponteira.

4.6 Ensaio de formacé&o de biofilme

A cultura de S. gordonii ajustada a DO gonm ~ 0,5 foi diluida 1:20
(correspondente a 5X10°UFC/ml) e aliquotas de 1,2mL adicionadas a pocos de
placas de 24 pocos (Pro Lab, Brasil), contendo 2 discos de titanio cada poco e

incubadas em anaerobiose (85% N, 10% CO, e 5% H,) em camara de anaerobiose,
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a 37°C, durante 48 horas para a formacéo do biofilme. (Figura 4.2). Ap6s 24 horas,
50% da cultura planctonica foi removida, e acrescido 0 mesmo volume de meio
fresco. Apds o periodo de incubacéo, os discos foram removidos com auxilio de
pinca estéril, e lavados por trés vezes, em 1,5mL PBS (phosphate buffer saline) para
gue as células bacterianas ndo aderidas fossem removidas.

4.7 Grupos de Tratamento

Ap0s a lavagem, os discos lisos e rugosos, com biofilme pré-formado, foram
transferidos individualmente em condicGes de assepsia, para outros pocos (placas
de 24 pocos), e entdo submetidos aos diferentes tratamentos em 1,2 mL de solucao
de curcumina (60uM), 1,2 mL de gluconato de clorexidina 0,12% (Colgate®, Brasil)
(controle positivo) ou 1,2 mL de solu¢cdo de DMSO, etanol e agua, nas mesmas
concentracbes da solucdo de curcumina (controle negativo). As amostras foram
subdivididas em 2 grupos: ativado por LED azul (455-492nm) por 7 minutos e nao-
ativado por LED, em equipamento Biotable de 24 ponteiras, permanecendo todas
nas mesmas condicdes de atmosfera, umidade e temperatura, porém com o

equipamento de LED desligado (Figura 4.1).

Figura 4.1 - Placas de 24 e 96 pocos no dia do experimento

Fonte: o autor
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Quadro 4.1 — Divis&o dos grupos experimentais

L+ com LED ligado e Discos Lisos

Tratamento utilizado

L+ L n=3 Solucéo solvente da Curcumina
L+L n=3 Solucéo de Curcumina
L+ L n=3 Gluconato de Clorexidina

L - LED desligado e Discos Lisos

Tratamento utilizado

L-L n=3 Solucéo solvente da Curcumina
L-L n=3 Solucéo de Curcumina
L-L n=3 Gluconato de Clorexidina

L + com LED ligado e Discos Rugosos

Tratamento utilizado

L+ R n=3 Solucéo solvente da Curcumina
L+ R n=3 Solucéo de Curcumina
L+ R n=3 Gluconato de Clorexidina

L - LED desligado e Discos Rugosos

Tratamento utilizado

L- R n=3 Solucéo solvente da Curcumina
L- R n=3 Solucéo de Curcumina
L- R n=3 Gluconato de Clorexidina
Total de Discos Lisos: n=18
Total de Discos Rugosos: n=18

L+ = LED ligado, L- = LED desligado, n= quantidade de discos, L=Disco Liso R= Disco Rugoso
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4.8 Determinacgao da atividade metabodlica nos biofilmes

Apés os tratamentos, os discos recobertos pelo biofilme tratados foram
imediatamente lavados com PBS por 3 vezes para remoc¢ao das bactérias nao
aderidas. Aliquotas de 200 pl de solucdo aquosa de 0,1% de 2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium-hydroxide (XTT, Sigma) e 16
ML de solucdo de menadione (1 mM em acetona; Sigma) foram adicionadas a cada
poco da microplaca contendo o disco de titanio (Figura 4.5). As placas foram entédo
incubadas a 37°C por 3 horas, longe da luz ambiente, cobertas por papel aluminio.

A reducédo do XTT é um ensaio colorimétrico de reducdo do composto XTT
gue determina a atividade metabodlica de bactérias. O sistema de transporte de
elétrons na membrana celular das células bacterianas reduz o sal tetrazolio XTT em
formazan XTT, resultando em alteracdo colorimétrica que € mensurada por leitura
em espectrofotbmetro a 490 nm (Orsinger-Jacobsen, et al. 2013). Os dados foram
comparados entre os discos submetidos aos agentes fotossensibilizadores e
radiacdo e aqueles submetidos apenas aos agentes fotossensibilizadores. Discos
inoculados com a bactéria e submetidos apenas ao solvente da Curcumina (DMSO,
etanol e agua) ou clorexidina foram utilizados como controles negativo e positivo,

respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Figura 4.2 — Placa com 2 discos de titdnio em cada po¢o com caldo

Fonte: Préprio autor
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Figura 4.3 - dissolugéo da curcumina com gral e pistilo de vidro

Fonte: Préprio autor

Figura 4.4.- Biotable ligado com placa de 24 pogos

Fonte: Préprio autor

Figura 4.5.- Placa de 96 pocos contendo xtt para leitura em do 490nm
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5 RESULTADOS

O protocolo empregado permitiu a formacéo do biofilme de S. gordonii, como
evidenciado pelos altos valores do teste de XTT, tantos nos discos lisos como
rugosos, nos controles negativos, ndo havendo diferenca nos valores observados
entre os discos com as diferentes superficies. Também pode ser observado que o
tratamento com a curcumina sem a ativagdo com LED né&o levou a reducgéo da
atividade metabdlica do biofilme, ndo havendo diferenca entre os valores
observados entre o controle negativo (tratado com solucdo solvente da curcumina) e
o tratamento com curcumina sem laser. Por outro lado, o tratamento com curcumina
ativada pela luz azul promoveu reducédo de 71% na atividade metabdlica de biofilme
de S. gordonii formado nos discos lisos (Tabela 5.1) e em 77% nos rugosos (Tabela
5.2). A analise de ANOVA seguida de Tukey mostrou que a reducédo da atividade
metabdlica promovida pelo tratamento com curcumina seguida de aplicacdo de laser
foi significante quando comparada ao controle negativo, e ndo houve diferenca
signifcante estatisticamente quando o grupo tratado foi comparado com o controle
positivo (clorexidina a 0,12%).

Tabela 5.1 - Média da leitura de xtt em do 490nm dos discos Lisos

SL-L Cul-L CLL-L SL+L CulL+L CLL+L
0,463 0,430 0,128 0,340 0,098 0,109

S=controle negativo; L+=com luz,L-= sem luz; Cu= Curcumina; CL=controle positivo; L=disco liso e R= disco rugoso

Tabela 5.2 -.Média da leitura de xtt em do 490nm dos discos rugosos

SL-R Cul-R CLL-R SL+R CL+R CLL+R
0,449 0,515 0,098 0,432 0,098 0,110

S=controle negativo; L+=com luz,L-= sem luz; Cu= Curcumina; CL=controle positivo; L=disco liso e R= disco rugoso

As Tabelas 5.1 e 5.2 detalham a média da OD do XTT em 490 nm de cada

um dos grupos estudados.Os dados completos encontram-se nos apéndices A e B.



Gréfico 5.1 — Atividade metabdlica de biofilme de S. gordonii em discoslLisos
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Gréfico 5.2 — Atividade metabdlica de biofilme de S gordonii em discos rugosos
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O gréfico 5.1 mostra a atividade metabdblica d e biofilme de S gordonii em
discos lisos e 0 5.2 em discos rugosos., evidenciando a clara diferenga entre

0s grupos tratados com curcumina na presenca (L+) e auséncia (L-) de luz.
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6 DISCUSSAO

O acumulo do biofilme em torno das margens dos implantes pode ser
considerado o fator etiologico primario na inflamacdo do tecido periimplantar
(Ericsson et al., 1992), como € o caso da gengivite de dentes naturais, com evidente
necessidade de remocé&o para a resolugcao da mucosite (Lang; Berghundh, 2011).

Jakubovics (2105) enfatiza que mesmo em individuos com boa higiene oral,
existem areas mais protegidas das forcas de abrasdo, em que as comunidades
microbianas se acumulam e podem sofrer alteracdes, levando ao desenvolvimento

de doencas como cérie, doencas periodontais e doencas periimplantares.

Com o decorrer do tempo, o biofilme formado sofre alteragbes que resultam
em um desequilibrio microbiano associado a diferencas doencas associadas ao
biofilme oral. Streptococcus gordonii € uma das bactérias colonizadoras iniciais que
iniciam a formacdo de placas e a capacidade de P. gingivalis de reconhecer e
interagir especificamente com S. gordonii é considerada importante para sua

colonizag&o na bolsa periodontal (Ng et al., 2016).

Como demonstrado por Li et al. (2004) e Teles et al. (2011), o biofilme dental
inicial ndo € colonizado por bactérias patogénicas, por isso, a prevencao baseia-se
na remocao do biofilme inicial. Se este biofiime for mantido sempre jovem, nao
haverd condicbes de colonizacdo por patdgenos, particularmente das espécies
anaerdbias estritas, proteoliticas, cuja capacidade de adesdo deireta a pelicula
adquirida do esmalte € baixa, como P gingivallis, Tannerela forsytia e Treponema
denticola, e ndo se tornard deletério aos tecidos de suporte do dente (Ng et al.,
2016)

Devido as grandes dificuldades encontradas no tratamento da periimplantite,
evidenciada por diversos autores (Mombelli et al., 1998; Lang et al., 2000; Persson
et al., 2001; Sreenivasan; Gaffar, 2002; Lindhe; Meyle, 2008; Rams et al., 2014),
direcionamos nossos estudos na tentativa de encontrar uma alternativa que
incremente maior eficiéncia do controle do biofilme, enfatizando a importancia da

prevencgao da doencga.
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Os cuidados mecanicos diarios realizados pelos proprios pacientes, assim
como os cuidados profissionais mostram-se essenciais para o controle do biofilme
(Gaetti-Jardim et al., 2007).

Nos métodos profissionais indicados para a remocao do biofilme e célculo
supra gengival das coroas sobre implantes, recomenda-se o uso de material que
seja mais macio que o titanio para evitar danos a superficie do titdnio, mesmo em
relacdo ao uso de ultrassons pois com o resfriamento insuficiente existe o risco de
aquecimento do implante, o que pode danificar a interface osso-implante (Patel
2014). O debridamento do biofilme através de jatos de ar com pds abrasivos

também pode danificar a superficie dos implantes (Drago 2014).

Os antimicrobianos locais e sistémicos sdo associados as terapias
mecanicas. Assim como o Gluconato de Clorexidina (que € eficiente, principalmente
em bactérias Gram positivas, e pouco eficiénte contra Gram negativas) demonstra a
possibilidade de aumento da resisténcia bacteriana com uso continuo ou em
concentracbes mais elevadas (Thomas et al., 2000); os antibiéticos como
clindamicina, amoxicilina, doxiciclina ou metronidazol propiciam a ocorréncia in vitro
da resisténcia de algumas bactérias responsaveis pela periimplantite (Sreenivasan;

Gaffar, 2002; Rams et al., 2014), além do risco de superinfec¢éo bacteriana.

A terapia fotodinAmica tem sido empregada nas diversas especialidades da
Odontologia com o objetivo de reducéo bacteriana. Sua acédo seletiva, por ndo afetar
as células sadias, € uma das mais importantes caracteristicas dessa terapia. (Hayek
2005). Assim como seu mecanismo de acdo até o momento ndo propiciam

evidéncias de desenvolvimento de resisténcia bacteriana.

A partir dos estudos de Araujo et al. (2012), sobre os efeitos da curcumina
na descontaminacéo da cavidade bucal com uso de luz azul (450nm), encontrando
reducdo de 68% do total de bactérias, 99.9% de S. mutans e de até 37,6% para L.
acidophilus, e os bons resultados dos estudos de Ribeiro et al., 2013 e Paschoal et
al. (2015). Sobre este fotossensibilizador, nos encorajou a questionar seu efeito

sobre o controle do biofilme pertinente as doengas infecciosas do periimplante.

Outros estudos também sugerem que a TFD pode ser uma estratégia de

tratamento util no tratamento da periimplantite. Dortbudak et al. (2001), evidenciaram
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a significante reducéo da carga patogénica nos sulcos periimplantares de pacientes
com Periimplantite apdés a TFD. Além de Hayek et al. (2005), Marotti et al. (2013),
também relataram diminuicdo das contagens bacterianas apés TFD. Marotti et al,
(2013), ainda especularam que a TFD usada como terapia adjuvante para o
debridamento mecéanico para a Periimplantite pode ser mais eficaz do que o

tratamento convencional sozinho.

Em contrapartida, alguns estudos clinicos relataram resultados contraditorios
(De Angelis et al., 2012; Esposito et al., 2013; Bassetti et al., 2014; Schar et al.,
2013; Deppe et al., 2013).

Esposito et al. (2013) compararam os efeitos das técnicas de debridamento
mecanico e cirdrgico com e sem TFD em pacientes com periimplantite, avaliando os
parametros inflamatérios periimplantares (isto €, PPD, biofiime e escores de
sangramento). Os resultados mostraram uma reducdo semelhante entre os dois
grupos, com ou sem TFD. Resultados semelhantes foram relatados por De Angelis
et al. (2012).

Uma explicacdo para os resultados discrepantes pode ser a grande
variabilidade na severidade da periimplantite entre os estudos clinicos (De Angelis,
et al., 2012; Bassetti et al., 2014; Esposito et al., Schar et al., 2013). Por exemplo,
em estudos de Schar et al. (2013) e De Angelis et al. (2012), a PPD média foi de
4,29 e 6,34 mm, respectivamente. Um estudo de Deppe et al. (2013) néo
encontraram efeito significativo da TFD em pacientes com periimplantite grave (PPD
5-8 mm) em comparacdo com pacientes com a doenca moderada (PPD 3-5 mm).
Portanto, pode ser que a eficacia do debridamento convencional com ou sem TFD
dependa da severidade da doenca. Mesmo assim, a frequéncia (1-4 vezes) e a
duracdo (10-80 s) de TFD variaram consideravelmente entre os estudos clinicos
acima mencionados (De Angelis et al., 2012; Bassetti et al., 2014; Esposito et al.,
2013; Schar et al., 2013). Além disso, em muitos dos estudos clinicos faltaram um
grupo de teste padronizado (debridamento mecanico com TFD adjuvante) ou grupo
controle (debridamento mecéanico sozinho) (Bassetti et al., 2014, Schar et al., 2013).
Deste modo, a eficacia clinica da TFD como um tratamento adjunto as técnicas
convencionais de debridamento no tratamento de periimplantite continua a ser

discutivel.
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Neste estudo, o tratamento com a TFD associada a curcumina ativada pela
luz azul reduziu o nimero de bactérias viaveis no biofiilme mono espécie de S.

gordonii em 71% nos discos lisos e em 77% nos rugosos.

Fontana et al. (2015) concluiram em mais de um estudo, que em exposi¢cdes
diarias e de curto prazo de luz azul em bolsas periodontais de seres humanos com
gengivite ou periodontite, levam a reducdo da carga de agentes patogénicos
principais em placa, resultando assim, num aumento da microbiota associada com a
saude, podendo a Luz, sozinha, servir como adjuvante ao controle mecanico do
biofilme, um tratamento profilatico e barato para doenca periodontal. Estes dados
sugerem que o LED azul visivel pode ser usado profilaticamente para estabilizar a

composicdo microbiana normal de eliminando a BPB potencialmente patogénica.

Entretanto, neste estudo, nem a curcumina nem a Luz quando utilizados
sozinhos, foram capazes de ter efeito bactericida, de fato, os resultados mostraram a
necessidade de conjugacdo de corante-luz para garantir a eficacia da TFD. Este
resultado est4 de acordo com outros estudos de TFD (Dovigo et al., 2011; Araudjo et
al.,, 2012; Zago et al., 2016). Na auséncia de luz, apenas 0 tratamento com

clorexidina (padrao) promoveu reducdo microbiana.

Alguns estudos como de Mahdi et al. (2015), concluiram que em bactérias
como Porphyromonas gingivalis e Actinomyces odontyculus, a simples irradiagédo
com o LED azul, produz a morte desses microorganismos, mostrando que s6 com a
irradiacdo com luz, ja existe morte de microorganismos BPB (Black Pigmentad
Bacteria), 0 que nao ocorre em biofilme de S. gordonii.

O fato de ter uma quantidade maior de bactérias em discos rugosos
(tratados), pode ser justificado justamente pela sua rugosidade, que aumenta

tamanho da superficie e facilita a aderéncia de bactérias.

A Literatura mostra que o efeito bactericida da TFP é dose dependente tanto
da concentracdo do fotossensibilizante, quanto da energia final emitida pela luz.
(Dovigo et a., 2011; Pillegiet al., 2013, Zago et al., 2016). Quanto maior a poténcia
do aparelho, menor a quantidade de tempo necessario para emitir mesma

guantidade de energia final:
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E (J/cm2) = AP (W/cm2) x t (s)
E (J)=PR (W) xt(s)

PR=Poténcia real do aparelho (mW(/s); area do feixe (cm?); AP= irradiancia (mW/cm?); AE=densidade

de energia (J/cm?) e t=tempo de aplicacdo(s)

Pillegi et al (2013) e Zago et al. (2016) testaram varias concentracdes e
diferentes periodos de pré-irradiagédo e de irradiagdo com a luz, tanto em culturas
planctonicas quanto em biofilmes. Neste estudo utilizamos a concentragdo de 60
MM, mesma concentragao utilizada por Mahdi et al. (2015) que obteve uma reducéo

significativa do niumero de bactérias ap6s 3 min de irradiagédo (102J/cm?).

Aradjo et al. (2014) mostraram uma menor eficacia da FTD de iguais
concentragbes de fotossensibilizante em dentina cariada, do que em cultura
plancténica. A TFD s6 foi eficiente na dentina em altas concentragbes, o que pode
ser justificado pela dificuldade de penetracdo do corante devido a matriz celular,

maior complexidade e protecdo mutua das bactérias no biofilme estruturado.

Andrade et al. (2013) em um estudo com espécies de Candida mostraram
que a fotoinativacdo de culturas plancténicas nédo foi dependente do tempo de pré-
irradiacdo (1 a 20 min), porém, nas culturas de biofilme, mostrou a necessidade de
maiores intervalos de tempo para a Curcumina penetrar nas estruturas do biofilme.
Pillegi et al (2013) mostraram reducao bacteriana de 100% com 4 min de irradiacao.
Tanto em culturas plancténicas quanto em biofilmes estruturados com um periodo
de pré-irradiacdo de 30 minutos e com concentracdo mais baixa de curcumina (1 a
10uM), Mahdi et al., (2015), Zago et al. (2016), utilizaram s6 5 minutos de pré-
irradiacdo, e maior concentracdo de curcumina (60 e 71,25 yM) com irradiacdo de 5
minutos e também obtiveram reducdo de 100% das bactérias. Maiores
concentragbes de curcumina ndo se mostraram toxicas para as células do
organismo, porém um tempo de pré-irradiacédo tdo grande, se torna inviavel quando

pensamos em transportar este tratamento para condic¢des clinicas.

A dificuldade em atingir o sucesso no tratamento da periimplantite, nos faz
acreditar que a eficacia na prevencgdo e o tratamento da inflamacdo gengival inicial
ao redor dos implantes s&o essenciais para a longevidade dos tratamentos

envolvendo implantes dentarios. As doencas periimplantares s&o altamente
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prevalentes e é imperativo para o clinico saber examinar, avaliar e controlar seus

fatores de risco.

A prevengdo e a controle da mucosite periimplantar sdo fundamentais na
manutencao a longo prazo dos implantes. Embora ndo existam ainda estudos sobre
a prevencdo primaria, recentes revisdes sistematicas indicam a importancia do
controle do biofilme na redugdo dos sinais clinicos de inflamagéo periimplantar.
(Smeets et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Pode-se concluir que:

Os dados in vitro sugerem que TFD associada a curcumina apresenta-se como

método promissor para o controle do biofilme na superficie de titanio.
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Apéndice A — Resultado de leitura de xtt em do 492nm com média e desvio padrao de cada grupo.

Liso

MEDIA
DESV PAD

Rugoso

MEDIA
DESV PAD

1
-S SEML

0,341
0,369
0,588
0,555
0,46325

7
S SEMR

0,431
0,392
0,491
0,482
0,449

2-
C SEML

0,480
0,285
0,477
0,479
0,43025

8
S COMR

0,42
0,404
0,491
0,415
0,4325

3
CL SEML

0,116
0,120
0,155
0,127
0,1295

9
C SEMR

0,522
0,506
0,467
0,566
0,51525

S COML
0,241
0,266
0,478
0,377
0,3405

10
C COMR

0,095
0,099
0,099
0,101
0,0985

5
C COML

0,134
0,086
0,093
0,082
0,09875

11
CLSEMR

0,088
0,103
0,103
0,101
0,09875

6
CL COML

0,102
0,100
0,123
0,111
0,109

12
CL COMR

0,101
0,147
0,093
0,099
0,110



64



Apéndice B Analise de Tukey completa

Tukey:
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (1 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias (2 a
Médias ( 3 a
Médias ( 3 a
Médias ( 3 a
Médias ( 3 a
Médias ( 3 a
Médias ( 3 a
Médias ( 3 a
Médias ( 3 a
Médias ( 3 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (4 a
Médias (4 a

0,033
0,3353
0,1228
0,3645
0,3543
0,0143

0,052
0,3645
0,0308
0,3648
0,3533
0,3023
0,0898
0,3315
0,3213
0,0188

0,085
0,3315
0,0022
0,3318
0,3203
0,2125
0,0293

0,019

0,321
0,3873
0,0293
0,3045
0,0295

0,018
0,2418
0,2315
0,1085
0,1748

(P)
1,0859ns

11,0319< 0.01
4,0393ns
11,9944 < 0.01
11,6571< 0.01
0,4689ns
1,7111ns
11,9944 < 0.01
1,0119ns
12,0026 < 0.01
11,6242 < 0.01
9,946 < 0.01
2,9534ns
10,9085 < 0.01
10,5712< 0.01
0,617ns
2,7971ns
10,9085< 0.01
0,074ns
10,9167 < 0.01
10,5383 < 0.01
6,9926< 0.01
0,9625ns
0,6252ns
10,563< 0.01
12,743< 0.01
0,9625ns
10,02 < 0.01
0,9707 ns
0,5923ns
7,9551< 0.01
7,6179< 0.01
3,5704ns
5,7504< 0.05
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Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (
Médias (

4a
4a
4a
4a
5a
5a
5a
5a
5a
5a
5a
6a
6a
6a
6a
6a
6a
7 a
7 a
7 a
7 a
7 a
8 a
8 a
8a
8a
9a
9a
9a

9) =
10) =
11) =
12) =
6) =
7) =
8) =
9) =
10) =
11) =
12) =
7) =
8) =
9) =
10) =
11) =
12) =
8) =
9) =
10) =
11) =
12) =
9) =
10) =
11) =
12) =
10) =
11) =
12) =

10a 11) =
10a 12) =
11a 12) =

0,2418
0,092
0,242

0,2305

0,0103

0,3503

0,4165

0

0,3338

0,0003

0,0113

0,34

0,4063

0,0103

0,3235

0,0105
0,001

0,0663

0,3503

0,0165

0,3505
0,339

0,4165

0,0828

0,4168

0,4053

0,3338

0,0003

0,0113
0,334

0,3225

0,0115

7,9551< 0.01
3,0274ns
7,9634< 0.01
7,5849< 0.01
0,3373ns
11,5255< 0.01
13,7056 < 0.01
Ons
10,9825< 0.01
0,0082ns
0,3702ns
11,1882 < 0.01
13,3683 < 0.01
0,3373ns
10,6452 < 0.01
0,3455ns
0,0329ns
2,1801ns
11,5255< 0.01
0,543 ns
11,5337 < 0.01
11,1553 < 0.01
13,7056 < 0.01
2,723ns
13,7138< 0.01
13,3354< 0.01
10,9825< 0.01
0,0082ns
0,3702ns
10,9908 < 0.01
10,6123 < 0.01
0,3784ns




