\/
A UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

VAY ’
u nesp ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”

Campus de Sao José dos Campos
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

LEANDRO WAGNER FIGUEIRA

APLICACAO DO PLASMA DE BAIXA TEMPERATURA SOB
PRESSAO ATMOSFERICA NO CONTROLE DE BIOFILMES
CARIOGENICOS

2022



LEANDRO WAGNER FIGUEIRA

APLICACAO DO PLASMA DE BAIXA TEMPERATURA SOB PRESSAO
ATMOSFERICA NO CONTROLE DE BIOFILMES CARIOGENICOS

Tese apresentada ao Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Campus de Séo José dos Campos, como parte dos requisitos
para obtencéo do titulo de DOUTOR pelo Programa de Pos-Graduagdo em
BIOPATOLOGIA BUCAL.

Area: Microbiologia / Imunologia. Linha de pesquisa: Doencas infecciosas de

interesse médico-odontoldgico

Orientadora: Profa. Tit. Cristiane Yumi Koga Ito
Coorientador: Profa. Dra. Marcia Hiromi Tanaka
Supervisora no exterior: Profa. Dra. Simone Duarte

Sao José dos Campos
2022



Instituto de Ciéncia e Tecnologia [internet]. Normalizacao de tese e dissertagao
[acesso em 2022]. Disponivel em http://www.ict.unesp.br/biblioteca/normalizacao

Apresentacao gréafica e normalizacéo de acordo com as normas estabelecidas pelo Servi¢o de
Normalizacdo de Documentos da Secéo Técnica de Referéncia e Atendimento ao Usuario e
Documentacédo (STRAUD).

Fi gueira, Leandro Wagner
Aplicacdo do plasma de bai xa tenperatura sob pressédo atnosférica no

control e de biofilmes cariogénicos / Leandro Wagner Figueira. - Sdo José dos
Canpos : [s.n.], 2022.
85 f. : il.

Tese (Doutorado em Bi opatol ogi a Bucal ) - Pds-graduacdo em Bi opat ol ogi a
Bucal - Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de G éncia e
Tecnol ogi a, Sao José dos Canpos, 2022.

Oientador: Cristiane Yunmi Koga Ito

Coori entador: Marcia H om Tanaka

1. Plasma frio. 2. Biofilme. 3. Carie. |. Koga Ito, Cristiane Yum,
orient. Il. Tanaka, Marcia Hom, coorient. Ill. Universidade Estadual
Paul i sta (Unesp), Instituto de Ci éncia e Tecnol ogi a, Sao José dos Canpos.
I'V. Universidade Estadual Paulista 'Julio de Mesquita Filho' - Unesp. V.
Uni ver si dade Estadual Paulista (Unesp). VI. Tituloo.

Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca Prof. Achille Bassi e Se¢do Técnica de Informatica, ICMC/USP
com adaptacdes - STATI, STRAUD e DTI do ICT/UNESP.
Renata Aparecida Couto Martins CRB-8/8376



BANCA EXAMINADORA

Profa. Tit. Cristiane Yumi Koga Ito (Orientadora)
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Séo José dos Campos

Profa. Assoc. Luana Marotta Reis de Vasconcellos
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Sédo José dos Campos

Dra. Noala Vicensoto Moreira Milhan
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Sdo José dos Campos

Dr. Fellype do Nascimento
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Faculdade de Engenharia de Guaratingueta

Campus de Guaratingueta
Profa. Dra Laura Soares Souto Lepesqueur

Universidade de Santo Amaro (UNISA)

Campus Santo Amaro

Séo José dos Campos, 10 de marco de 2022.



DEDICATORIA

Dedico esta obra principalmente ao meu Deus, meu Senhor Jesus Cristo e Minha
méae Nossa Senhora Aparecida que em todos os passos que dei em busca deste

sonho, estiveram me proporcionando o melhor caminho para a realizacéo.

Senhor, durante todo este tempo, mesmo em tempo de extrema dificuldades
pessoais e profissionais, esteve me amparando, me inspirando, me ensinando,
guardando meus passos, abencoando minha mente, minhas méos, minha saude.

Sem Ele e Nossa Senhora Aparecida seria impossivel ter chegado até aqui.

Por tudo, obrigado Senhor.



AGRADECIMENTOS

A toda minha familia, e principalmente ao meu pai Walter Donizette de Souza,
Ana Paula Salgado Andrade e minha ORIENTADORA.

Foram vocés que estiveram ao meu lado durante os momentos mais dificeis de
minha vida, quando minha forca se exauriu, minha fé se abalou e minha esperanca

em um futuro melhor adiada.

E em uma conversa com meu pai, que encontro o conselho adequado, as
orientacOes necessarias para minha caminhada. Seus conselhos sdo como luzes
para 0 caminho que busco trilhar. Sua fé e esperanca sdo principios que nao me

deixa desistir jamais.

Por muitas vezes, foi com minha orientadora, hoje minha amiga, que obtive
palavras de conforto e atencdo em momentos dificeis. Esteve comigo em todos

momentos durante meu doutorado, a vVocé, meus sinceros agradecimentos.

Aos meus colegas, muita gratiddo pelo conhecimento trocado e por todas

colaborag6es neste periodo.
A toda minha familia meus sinceros agradecimentos.
A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e a

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo (FAPESP), processos
2018/17707-3 e 2019/01670-4,- muito obrigado pelo investimento em minha



qualificacdo e na minha evolucdo como ser humano. Todo conhecimento obtido

durante minha jornada sera transmitido da melhor maneira possivel!

Agradeco também o laboratorio multiusuarios do Instituto de Pesquisa &
Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba pela colaboracdo na

microscopia confocal.



“Algo so é impossivel até que alguém duvide e resolva provar o contrario. A
maioria de nos prefere olhar para fora e ndo para dentro de si mesmo”.

Albert Einstein



SUMARIO

LT INTRODUGAOQ ..ot ses e erae s esae s s s enae s asses st 7
22 10] =10 5] 167X @ TN 15
2.1 ODbjetivos eSPECITICOS .....ccovciiiiicie e 15
3 MATERIAIS E METODOS........ccooveteiieeeiieeieseeee et ssesasseses s senenan 16
3.1 Fontes geradoras de PBTPA ... 16
3.1.1 Fonte geradora de PBTPA-argonio........cccccevvvveresieene e sie e, 16
3.1.2 Dispositivo gerador de PBTPA-hElI0...........ccccovevieiiiciee e, 18
3.2 MICFO-0rQANISIMIOS. ... veevieiiieiiee et este et eeteeete e sae e s e s e et eesbeesbeesreeenbeenreenes 20
3.3 Curva de crescimentos dos mMiCro-0rganiSmMOS ........cceevvverveereeseesveeseeeens 20
3.4 Efeito antibiofilme do PBPTA-argonio sobre biofilmes cariogénicos....21
3.4.1 Formagao do Biofilme ... 21
3.4.2 Aplicacéo do PBPTA (Kinpen09®) e processamento do biofilme....... 24
3.4.3 Microscopia de varredura a laser confocal dos biofilmes multiespécies
tratados COmM PBTPA-ArgONI0 ........cociiiiiii e 25
3.5 Efeito antibiofilme do PBPTA-hélio sobre biofilmes cariogénicos......... 26
3.5.1 FOrmacao do Biofilme.......c.ccoeeiiiic e 26
3.5.2 Aplicacéo do PBPTA-hélio e processamento do biofilme .................... 28
3.5.3 Analise dos biofilmes multiespécies tratados com PBTPA-hélio por
microscopia eletronica de varredura (MEV).........cccccvvevieiiiiii v, 29
3.5.4 Analise dos biofilmes multiespécies tratados com PBTPA-hélio por
microscopia de varredura a laser confocal ..........c.ccoevveviiiiiiiccic e, 30
3.6 ANAlise EStatiStiCa ......ccveiveieiieic e 31
4 RESULTADO ..ottt sttt nne s 32
4.1 Resultados PBTPA-ArgONI0......cc.cicueiiiierieeiesiieiesieesie e sie e siesneesseeneesnens 32
4.1.1 CUrva de CreSCIMENTO......cccuieiieiie ettt nns 32
4.1.2 Biofilmes MONO-ESPECIES ......ccevviiiiiiiiieieee e 34

4.1.3 Efeito do PBTPA-argonio sobre biofilmes cariogénicos dual e multi-
] 1< T0] oSSR 37

4.2 Analise dos biofilmes cariogénicos tratados com PBTPA-argonio por
microscopia confocal de varredura a laser (CSLM).......cccccoevvvvviviivniinninne, 42



4.3 Efeitos do PBTPA-hélio sobre biofilmes cariogénicos...........cccccecveruennenn 44

4.3.1 Biofilmes MUIti-eSPECIES.........coeieere e 44
4.3.3 Analise dos biofilmes multi-espécies cariogénicos expostos ao PBTPA-

NELIO POF IMIEV ...t 50
B DISCUSSAQ .....ooviiiiiiiiiesiseie et 56
5.1 Efeito do PBTPA-argo6nio sobre biofilmes cariogénicos..............cc.c........ 56
5.2 Efeito do PBTPA-hélio sobre biofilmes cariogénicos ...........cc.cccceveuvennen, 61
6 CONCLUSAO .....ovviiiiiieieie sttt 67

REFERENCIAS ..o e e 68



Figueira LW. Aplicacdo do plasma de baixa temperatura sob pressao atmosférica
no controle de biofilmes cariogénicos [tese]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

RESUMO

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a aplicacdo dos jatos de plasma de
baixa temperatura sob pressdo atmosférica (PBTPA) produzidos por gas de
argonio e hélio como gases de trabalho, no controle de biofilmes cariogénicos.
Para tanto, foram estabelecidos os parametros fisicos dos PBTPA gerados com
argonio e hélio que se mostraram efetivos frente a biofilmes mono, dual e
polimicrobianos compostos por combinagdes das espécies Streptococcus mutans,
Streptococcus gordonii, Streptococcus sanguinis, Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus, Candida albicans e Actinomyces naeslundii. Os
biofilmes mono, dual e multi-espécies foram submetidos ao tratamento com
PBTPA produzidos por dois dispositivos diferentes, um obtido comercialmente
(kINPen09®) que usou argdnio como gas de trabalho, e outro protétipo
desenvolvido pela FEG-UNESP (Faculdade de Engenharia de Guaratingueta) que
usou hélio. Andlises quantitativas e microscopicas (confocal, microscopia
eletronica de varredura) foram realizadas. Foi incluido controle negativo (sem
tratamento), positivo (clorexidina 0,12%) e controle de gas, utilizando apenas
fluxo de géas, sem produzir plasma. Além disso, os efeitos celulares do PBTPA-
argonio e hélio sobre biofilme dual e multi-espécies também foram analisados em
microscopia eletrénica de varredura e microscopia de varredura a laser confocal.
Todos o0s ensaios foram realizados em triplicata em trés experimentos
independentes. Os resultados foram tabulados e analisados quanto a distribuicao.
A sequir, o0s testes estatisticos mais adequados foram selecionados. O nivel de
significancia foi de 5%. Os resultados obtidos para os tratamentos dos biofilmes
mono, dual ou multi-espécies com PBTPA-argonio e hélio foram todos
significativos em comparacdo ao controle negativo em todos 0s tempos
analisados. Para PBTPA-argonio, ndo houve recuperacdo de S. gordonii e S.
sanguinis em todos tempos analisados. Para PBTPA-hélio, os melhores resultados
foram obtidos em 5 e 7 minutos de exposicdo dos biofilmes ao PBTPA.
Finalmente, tanto o dispositivo gerador de PBTPA que trabalhou com gas argonio
quanto o dispositivo que trabalhou com gas hélio, demonstraram resultados
promissores e poderdo contribuir para o desenvolvimento de novos protocolos de
Odontologia de Intervencdo Minima.



Palavras-chave: Cérie. Plasma frio. Biofilme. Streptococcus mutans.
Streptococcus gordonii. Streptococcus sanguinis. Lactobacillus acidophilus.
Lactobacillus casei. Candida albicans. Actinomyces naeslundii.



Figueira LW. Application of low temperature plasma under atmospheric pressure
in the control cariogenic biofilms [doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP):
Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2022.

ABSTRACT

The general objective of this study was to evaluate the application of low-
temperature plasma under atmospheric pressure (PBTPA) of argon and helium
flow, in the control of cariogenic biofilms. For this, the effective physical
parameters of PBTPA-argon and helium in mono, dual and polymicrobial
biofilms composed of combinations of the species Streptococcus mutans,
Streptococcus gordonii, Streptococcus sanguinis, Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus, Candida albicans and Actinomyces naeslundii were
established. The multi-species biofilms were treated by different PBTPA
generating devices, one obtained commercially (KINPen09®) that used argon as
working gas, and another prototype developed by FEG-UNESP (Faculdade de
Engenharia de Guaratinguetd) that used helium as working gas. Quantitative and
microscopic analyzes (confocal, scanning electron microscopy) were performed.
Negative control (no treatment), positive control (chlorhexidine 2%) and gas
control (argon) were included. Besides that, cellular effects of PBTPA-argon and
helium on dual and multi-species biofilms were analyzed by scanning electron
microscopy (SEM) and confocal laser scanning microscopy. The results obtained
for the treatments of mono, dual or multispecies biofilms with both PBTPA-argon
and helium were all significant when compared to the negative control at all times
analyzed. For PBTPA-argon, there was no recovery of S. gordonii and S.
sanguinis at all analyzed times. For PBTPA-helium, the best results were obtained
at 5 and 7 min of exposure of biofilms to PBTPA. All the tests were carried out in
triplicate in three independent experiments. The results are tabulated and
analyzed in terms of distribution. Next, the most suitable statistical tests were
selected. The level of significance was 5%. The results obtained for the treatments
of mono, dual or multi-species biofilms with PBTPA-argon and helium were all
significant compared to the negative control at all analyzed times. Finally, both
PBTPA generating could contribute to the development of new protocols for
Minimal Intervention Dentistry.

Keywords: Streptococcus mutans. Streptococcus gordonii. Streptococcus
sanguinis. Lactobacilus acidophilus. Lactobacilus casei. Candida albicans.
Actinomyces naeslundii. cold plasma. caries. biofilm.




1 INTRODUCAO

Apesar da prevaléncia de carie ter diminuido em paises desenvolvidos e ter
sido delimitada a alguns setores da populacédo (Frencken, 2018), essa doenca ainda
é prevalente em criancas até 6 anos de idade nos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento (Martignon et al., 2021; So et al., 2017; Sampaio et al., 2021).
Uma das grandes dificuldades que paises em desenvolvimento encontram no
combate da doenca de carie € a falta de investimentos neste setor, o que inviabiliza
0s servicos odontologicos tornando os tratamentos inacessiveis pela escassez de
profissionais (Teshome et al., 2020). Além disso, a falta de conscientizacéo,
aspectos de grupo populacional e o nivel socioeconémico da populacdo também
podem afetar a prevaléncia da carie dentaria (Sampaio et al., 2021).

A doenca de céarie pode ser causada pelo consumo frequente de sacarose
combinado com o biofilme dentario composto por micro-organismos produtores
de acido (de Freitas et al., 2017;Nigell et al., 2017). O biofilme dental cariogénico
é formado por comunidades microbianas altamente organizadas que estdo
embebidos em uma matriz rica em polissacarideos, aderidas a superficie dentaria
(Colombo et al., 2015).

A comunidade microbiana que compde o biofilme cariogénico € bem
organizada e possui matriz extracelular que podem apresentar mecanismos
capazes de interferir na acdo dos antibioticos (Boles et al., 2004), além de também
estar relacionada a transferéncia de genes entre 0s micro-organismos (Sharma et
al., 2019). Relatos na literatura indicam que 0s micro-organismos em biofilme sdo
mais resistentes aos agentes externos quando comparados as células em formas
planctonicas (Mah, 2012).

A formacédo do biofilme cariogénico é um processo continuo com varias

etapas. Primeiramente, forma-se a pelicula adquirida, seguida da colonizacédo


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Frencken+J&cauthor_id=29794449
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Martignon+S&cauthor_id=34076077
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Teshome+A&cauthor_id=33996722

primaria, posterior proliferacdo dos micro-organismos aderidos, co-agregacao
secundaria e, por fim, ocorre o processo de maturacdo do biofilme (Souza et al.,
2016). Para que a progressédo da doenca ocorra, 0S micro-organismos precisam de
uma fonte de carboidratos da dieta, tempo de exposicdo e um hospedeiro
suscetivel. Bactérias orais fermentam esses carboidratos, iniciando assim a
doenca. A partir dai, a populacdo de bactérias produtoras e tolerantes aos acidos
aumentam, o ambiente &cido proporcionado por essas bactérias leva a reducéo do
pH ambiental, desmineralizacdo da superficie dentaria e formacéo de lesdes de
carie (Takahashi et al., 2008; Arthur et al., 2013; Gomar-Vercher et al., 2014).

A sacarose € considerada um dos carboidratos mais cariogénicos, sendo
capaz de estimular modifica¢des bioquimicas e fisiologicas no biofilme dentério.
Além disso, os carboidratos podem alterar o feno6tipo do micro-organismo durante
a formacéo do biofilme cariogénico (Nascimento et al., 2021). A reducdo do pH
provoca selecdo de micro-organismos acidofilicos e acidogénicos na microflora
residente, o que resulta em um ambiente ainda mais cariogénico (Tabata et al.,
2021 ). A sacarose pode servir como substrato para a producao de polissacarideos
extracelulares (Kreth et al., 2008), além disso, é comprovada a hipOtese da
sacarose ter a capacidade de reduzir as concentracfes de célcio (Ca), fosforo
inorgénico e flior em biofilmes orais. Esses ions de crucial importancia estdo
ligados a remineralizacdo do esmalte e da dentina (Tenuta et al., 2019; Yoshihara
et al., 2020).

Os estreptococos constituem mais de 80% dos constituintes iniciais do
biofilme e séo responsaveis pelo processo de colonizacéo inicial. Streptococcus
sanguinis e Streptococcus gordonii estdo entre as espécies iniciais a colonizar a
superficie dentaria (Rosan, Lamont, 2000). Esses micro-organismos sao capazes
de expressar moléculas de adesina na superficie celular com capacidade de ligacéo
na superficie dentaria (Nobbs et al., 2007). Além disso, elas sdo capazes de aderir

através de suas fimbrias na camada de hidroxiapatita revestida com saliva


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Takahashi+N&cauthor_id=18832827
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Augustinho+do+Nascimento+C&cauthor_id=34653536
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Tabata+M&cauthor_id=34517586

(Fachon-Kalweit et al., 1985). Por esta razéo, eles competem para se ligar aos
mesmos receptores no hospedeiro (Nobbs et al., 2007). O desenvolvimento de
caries pode estar associado a Streptococcus mutans e lactobacilos, bem como a
diminuicdo da diversidade geral de outras espécies que colonizam a cavidade oral
(Caufield et al., 2000; Li et al., 2007; Sounah, Madfa, 2020). As interacgdes entre
as espécies de estreptococos orais podem desempenhar um papel significativo
nessa mudanga. Quando em grande quantidade no biofilme dental, alguns
estreptococos podem ter uma caracteristica benéfica ao antagonizar S. mutans,
conforme pode ser demonstrado em Becker et al. (2002). Um experimento in vitro
também demonstrou uma possivel base molecular desse antagonismo, indicando
que S. sanguinis e S. gordonii estdo envolvidos com S. mutans para 0 dominio
sobre um determinado nicho (Kreth et al., 2008). S. mutans ndo é considerado um
colonizador precoce, porém possui importantes mecanismos capazes de
metabolizar carboidratos, o que resulta em &cidos, além de gerar uma matriz
polissacaridica extracelular (Lemos et al., 2019).

Além dos estreptococos, ja descritos anteriormente como sendo uns dos
principais colonizadores envolvidos na formacdo de carie dental, Lactobacillus
spp. também estdo envolvidos no processo de formacdo de lesdes de cérie (Jang
etal., 2021; Kuramitsu, Wang, 2006; Nishikawara et al., 2007). Lactobacillus spp.
estdo presentes em muitos sistemas do organismo humano (Rajoka et al., 2017),
na cavidade bucal estas bactérias estdo amplamente implicadas no
desenvolvimento de doenca de carie. Estudos demonstram que também estéo
presentes em elevados nimeros na saliva, dorso da lingua, na mucosa oral e palato
(Parisotto et al., 2010; Tanzer et al., 2001). Além disso, estdo intimamente
implicados na metabolizacao de carboidratos provenientes da dieta e assim como
S. mutans, podem exibir alto potencial acidogénico, resultando em liberacéo de

grandes quantidades de acido latico com diminuicdo do pH da cavidade bucal até


javascript:;
javascript:;
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Becker+MR&cauthor_id=11880430
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lemos%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30657107
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jang+HJ&cauthor_id=34022360
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ao ponto de inibir o crescimento de micro-organismos intolerantes aos acidos
(Yang et al., 2010; Byun et al., 2004).

Além de Candida albicans ter alta toleréncia aos acidos formados no
biofilme cariogénico durante a fermentacdo de carboidratos, este micro-
organismo também é capaz de produzir acidos mesmo em condicGes de baixo pH.
Essas caracteristicas podem favorecer o fungo nas alteraces microbianas
associadas a carie dentaria (Klinke et al., 2009; Pereira et al., 2017). A frequéncia
de isolamento de C. albicans e significativamente maior em biofilmes associados
a carie (Fragkou et al., 2016; Naidu et al., 2016; Carvalho et al., 2006; Yang et
al., 2012; Moraga et al., 2016). Evidéncias indicam que biofilmes formados por
C. albicans e S. mutans podem apresentar maior potencial cariogénico em
comparacéo aos biofilme mono-espécie formado por uma dessas especie (Falsetta
et al., 2014; Hwang et al., 2015; Hwang et al., 2017). Neste sentido, biofilmes
dual-espécie formados por C. albicans e S. mutans em modelos de roedores
levaram a maior gravidade da lesdo de carie (Falsetta et al., 2014). Sendo assim,
pode haver uma associacdo positiva entre a presenca de C. albicans e o
desenvolvimento de biofilmes cariogénicos, especialmente em condicOes
especificas, como carie na primeira infancia (Qiu et al., 2015; Li et al., 2014; Xiao
etal., 2018).

Actinomyces naeslundii foi correlacionado com o equilibrio ecolégico do
biofilme e esta frequentemente associado a uma microbiota saudavel (Takahashi
et al., 2008). Esta espécie pode aumentar o pH local pela producdo de amonia,
alcali (Liu et al., 2012; Nascimento et al., 2009) e também pode metabolizar o
acido lactico em &cidos mais fracos (Takahashi et al., 1999). No entanto, quando
os biofilmes sdo frequentemente expostos a desafios com acido, esta espéecie pode
expressar um fendtipo mais patogénico e contribuir ainda mais para o

desenvolvimento da carie dentaria (Takahashi et al., 2008; Brighenti et al., 2014).



11

Até 0 momento, o papel desta espécie na iniciacdo da carie ndo € completamente
compreendido (de Oliveira et al., 2020).

Outro ponto importante a ser mencionado é como podemos aprimorar o0s
protocolos atuais existentes no tratamento da carie. Nesse sentido, nos ultimos
anos, a odontologia minimamente invasiva (MID) tem se apresentado como uma
alternativa de tratamento para a carie que visa controlar ou paralisar a atividade
da doenca por meio de técnicas ndo operatorias (ndo invasivas) que evitam a perda
desnecessaria de tecido e menos danos ao complexo pulpar de dentina (Mackenzie
etal., 2017). Assim, o tratamento restaurador atraumatico (ART), técnica utilizada
para restaurar dentes acometidos por carie utilizando apenas instrumentos
manuais, € um exemplo de MID que vem sendo utilizado com sucesso na clinica
(Maia et al., 2021). Possibilidades de aprimoramento do ART a fim de promover
métodos de melhor desempenho, capazes de remover quase completamente o
biofilme formado por micro-organismos cariogénicos antes do procedimento
restaurador, tém sido demonstradas (Mohan et al., 2016). Recentemente, a terapia
com plasma frio foi sugerida como uma ferramenta terapéutica potencial no
tratamento da doenca de carie, devido a sua eficacia antimicrobiana contra
bactérias cariogénicas (Qi et al., 2022).

O plasma é o quarto estado da mateéria, constituido por gas ionizado
formado por atomos e/ou moléculas e ions em diferentes densidades e
temperaturas. E um meio condutivo e responde a campos elétricos e magnéticos
(Laroussi, 2018). O plasma pode ser produzido em laboratorio, sob certas
condicdes, ao ser aplicado um estimulo elétrico apropriado, como alta-tenséo,
micro-ondas e radiofrequéncia, a gases nobres ou moleculares, como argonio,
hélio, oxigénio e nitrogénio (Laroussi, 2018; Kong et al., 2009; Bourke et al.,
2017; Neyts, Brault, 2016). Plasmas frios que atingem temperaturas abaixo de 40
°C sdo biologicamente viaveis (Figueira et al., 2021; Kong et al., 2009; Neyts,

Brault, 2016). Além disso, o plasma pode ser gerado sob diferentes pressoes.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bourke+P&cauthor_id=28245092
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Neyts%2C+Erik+C
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Brault%2C+Pascal
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Neyts%2C+Erik+C
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Brault%2C+Pascal
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Plasmas frios aplicados na area bioldgica geralmente sdo produzidos a pressao
atmosférica e sdo chamados de plasmas frios de pressdo atmosférica (Dezest et
al., 2017). Nesse sentido, entre os diferentes tipos de plasmas, o plasma de baixa
temperatura sob pressao atmosférica (PBTPA) é o mais promissor para aplicagdes
biomédicas.

A atividade antimicrobiana do PBTPA sobre micro-organismos orais (S.
mutans, C. albicans e Enterococcus faecalis) foi investigada, com a finalidade de
avaliar seu potencial para aplicacdo clinica. Um teste de exposicdo direta em
superficie sélida, teste de exposicdo indireta em fase liquida e quantificacdo de
espécies reativas de oxigénio foram conduzidos. Este estudo demonstrou que o
jato PBTPA pode esterilizar superficies contendo micro-organismos orais
presentes tanto em meios solidos quanto liquidos e que as Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) influenciaram esse efeito de esterilizacdo
(YYamazaki et al., 2011). As especies a base de oxigénio geradas pela descarga de
plasma incluem hidroxila (OH), perdxido de hidrogénio (H,O;), superoxido (O,-
*), radical hidroxila (*OH), oxigénio singlete (1!O,) e 0zonio (Os). As espécies a
base de nitrogénio sdo oOxido nitrico (*NO), didoxido de nitrogénio (*NOy),
tetroxido de dinitrogénio (N2Oy), trioxido de nitrogénio (NOgs), 6xido nitroso
(N20) e peroxinitrito (ONOO-). As espécies reativas podem ser formadas por
interacdo do PBTPA com o ar ou liquido. Enquanto os radicais hidroxila e 6xidos
nitricos sdo exclusivamente formados por interagdes PBTPA-ar. Nitritos, nitratos
e H,O, com tempos de vida relativamente mais longos sdo formados por
interacfes PBTPA -liquido (Von Woedtke et al., 2019; Takamatsu et al., 2014).
Por exemplo, esta ultima interacdo ocorre quando as células do meio de cultivo
sdo expostas ao plasma (Tanaka et al., 2016). Além disso, 0 PBTPA pode gerar
fons carregados positivamente, como N?* (Kim et al., 2010) e também elétrons
(Kalghatgi et al., 2011). Além dos PBTPA poder formar esses ERO e ERN que

causam efeito direto sobre a parede celular dos micro-organismos, a descarga de


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dezest+M&cauthor_id=28120925
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yamazaki+H&cauthor_id=21597211

13

plasma também pode reduzir a viabilidade das bactérias pela formacdo de
radiacdo UV e também pela corrente elétrica (Pai et al., 2018).

Delbe et al. (2016) determinaram os efeitos da PBTPA de argbnio sobre
biofilmes de mono e dual-espécies compostos por C. albicans e Staphylococcus
aureus. Os biofilmes foram expostos ao PBTPA por 60 segundos e todos os
biofilmes tratados com plasma apresentaram uma reducdo significativa em
comparacgédo ao controle negativo (ndo exposto). Além disso, 0 PBTPA mostrou
baixa citotoxicidade com base em um teste de epitélio oral reconstituido (Delben
etal., 2016). Chiodi et al. (2018) relataram que PBTPA que utiliza hélio como gas
de trabalho reduziu a viabilidade de biofilmes de C. albicans com 5 minutos de
exposicdo PBTPA, com baixa citotoxicidade para células Vero. No mesmo
estudo, o PBTPA foi usado para tratar a candidiase oral induzida
experimentalmente e as analises histolégicas mostraram uma diminuicao
significativa na invaséo fungica tecidual (Chiodi et al., 2018).

Também foi relatado o efeito do PBTPA sobre biofilmes de
Porphyromonas gingivalis cultivados em discos de titanio (Carreiro et al., 2019).
Apdbs 1 e 3 min de tratamento, uma reducdo significativa de células viaveis foi
observada quando comparado ao controle negativo (ndo exposto). Além disso, foi
observada baixa toxicidade as células do epitélio gengival (Carreiro et al., 2019).
Outro estudo demonstrou que S. mutans pode ser inativado usando PBTPA-hélio.
Assim, a cultura de S. mutans foi semeada na superficie do agar foi posteriormente
exposta ao plasma. Apds a aplicacdo do plasma nesta superficie, a placa foi
incubada e o padrdo espacial das colonias bacterianas das amostras foram
fotografadas. As imagens obtidas revelaram que o crescimento de S. mutans na
superficie do &gar foi reduzido e um halo de inibicdo de 5 mm de didmetro foi
observado, sugerindo que um tratamento direcionado para regides especificas

seria possivel (Goree et al., 2006).


https://ieeexplore.ieee.org/author/37303289300
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Assim, considerando os resultados obtidos no presente trabalhos sobre o
efeito do PBTPA sobre diferentes formagdes de biofilmes orais, esse trabalho tem
muito a contribuir futuramente no desenvolvimento de novos protocolos que
poderdo ser utilizados na clinica no tratamento restaurador atraumatico,
substituindo os existentes por métodos mais modernos e inovadores. Além disso,
trabalhos que envolvam biofilmes cariogénicos seguida de tratamento com
PBTPA sdo escassos na literatura e este presente trabalho também podera
contribuir para o desenvolvimento de novos protocolos nos futuros trabalhos a
serem desenvolvidos.

Este trabalho analisa a acéo de dois equipamentos diferentes que opera com
gases de trabalho distintos, o que possibilitara uma compreensdo melhor da acéo
do PBTPA sobre diferentes biofilmes cariogénicos formados in vitro. Os dados
gerados neste trabalho poderdo contribuir no desenvolvimento de um
equipamento gerador de PBTPA com parédmetros especificos para o tratamento
de cérie dentaria, além de contribuir no desenvolvimento de novas técnica de
ART. Assim, o0 objetivo deste estudo foi determinar como o tratamento do PBTPA
em diferentes tempos de exposi¢do afeta biofilmes cariogénicos mono, dual e
multiespécies formados por A. naeslundii, C. albicans, S. mutans, S. gordonii e S.
sanguinis. Os PBTPA que utilizam argonio e hélio como géas de trabalho, seréo

chamados de PBTPA-argonio e PBTPA-hélio daqui em diante.
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2 PROPOSICAO

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar a aplicabilidade do plasma
de baixa temperatura sob pressdo atmosférica (PBTPA) no controle de biofilmes
cariogénicos, visando aplicacdo em tratamentos restauradores baseados em

odontologia de minima intervencédo (MID).

2.1 Objetivos especificos

- Estabelecer os parametros fisicos efetivos do PBTPA de argbnio e de hélio que
se mostram efetivos frente a biofilmes polimicrobianos compostos por
combinacBes das espécies Streptococcus mutans, Streptococcus gordonii,
Streptococcus sanguinis, Lactobacillus  acidophilus, Lactobacillus casel,

Candida albicans e Actinomyces naeslundii;

- Analisar diferentes biofilmes cariogénicos multi-espécies tratados com PBPTA
utilizando microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia confocal.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Fontes geradoras de PBTPA

3.1.1 Fonte geradora de PBTPA-argonio

O PBTPA foi gerado usando gas argonio (AR) atraves do dispositivo
Kinpen09® desenvolvido pelo Instituto Leibniz de Ciéncia e Tecnologia do
Plasma (INP, Alemanha) (Delben et al., 2014) e disponivel na University-Purdue
University Indianapolis (IUPUI) /School of Dentistry — Departamento de
Cariologia, Dentistica Operatdria e Saude Publica Odontoldgica. O dispositivo
consiste em uma unidade portéatil (170 mm de comprimento, 20 mm de diametro
e 170 g) para geracdo de jato de plasma, uma fonte de alimentacdo DC
(alimentacdo do sistema: 8W a 220 V, 50/60 Hz) e um unidade de abastecimento
de gas. O jato de PBTPA-argonio foi gerado a partir do topo do eletrodo
centralizado e expandido para o ar circundante fora do bico (Delben et al., 2014).
O fluxo de gés argbnio foi ajustado para 5 slm e (MKS Instruments, Alemanha)
(Figura 1).
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Figura 1- Dispositivo de plasma de baixa temperatura (LTP) KINPen(Q9™
(Leibniz Institute for Plasma Science and Technology, INP, Greifswald,

Alemanha)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.1.2 Dispositivo gerador de PBTPA-hélio

Um dispositivo gerador de PBTPA desenvolvido pela FEG-UNESP
(Faculdade de Engenharia de Guaratingueta) foi utilizado para os experimentos
com PBTPA-hélio. O dispositivo utilizou o gas hélio como gas de trabalho. O
PBTPA-heélio foi gerado na extremidade de um tubo longo e flexivel, contendo
um fio fino (0,45 mm) de Ni-Cr que foi conectado a um gerador alternado de alta
tensdo (Minipulse 4 de GBS, Elektronik, Dresden, Alemanha) capaz de gerar
sinais com 12 kV pp de amplitude, frequéncia de operacdo de 31,7 kHz, periodo
de modulacdo de 1,5 ms totalizando 10 ciclos. Hélio (He) 99,5% puro foi usado
no estudo. A vazéo de 2,0 L / minuto foi controlada por um rotdmetro. A poténcia
medida foi de 1.2 W no modo de tensao pulsada (Mp). Nessas condicdes, 0 jato
de plasma tem comprimento de aproximadamente 2,5 cm (Kostov et al., 2015). A
distancia entre a saida do plasma na extremidade do tubo flexivel e a amostra foi
de 1,5 cm (Figura 2). O jato foi previamente caracterizado por espectroscopia de
emissdo optica (EOS) com comprimento de onda entre 300 e 850 nm (Andor
Technology Shamrock 303i Belfast, Irlanda) para identificar as espécies reativas

geradas (Kostov et al., 2015)
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Figura 2- Desenho esquematico do plasma de tubo longo utilizado no estudo
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Fonte: Kostov et al., 2015.
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3.2 Micro-organismos

A. naeslundii (ATCC 12104), C. albicans (SC 5314), C. albicans (SC
5314), L. casei (ATCC 10801), L. acidophilus (ATCC 393), S. mutans UA159
(ATCC 700610), S. mutans (ATCC 35688), S. gordonii (ATCC 10558), S.
gordonii (ATCC 10558), S. sanguinis (ATCC 10556) foram usados para formar
biofilmes de uma, duas ou multi-espécies. As culturas de estoque foram mantidas
a -80 ° C, e posteriormente reativadas em um meio especifico: agar sangue de
carneiro para Streptococcus spp. e A. naeslundii; Rogosa agar (RA) acrescido de
acido acetico na concentracdo de 1,32 mL/L para L. casei e L. acidophillus, agar
Sabouraud dextrose (SDA) para C. albicans. As placas foram incubadas a 37 ° C

por 48 horas.

3.3 Curva de crescimentos dos micro-organismos

Para os micro-organismos A. naeslundii (ATCC 12104), C. albicans (SC
5314), L. casei (ATCC 10801), S. mutans UA159 (ATCC 700610), S. gordonii
(ATCC 10558) e S. sanguinis (ATCC 10556) foram obtidas previamente suas
curvas de crescimento com a finalidade de padronizar o inoculo para formacéo do
biofilme.

Para obtencdo das curvas de crescimento, 10 col6nias isoladas foram
coletadas com o auxilio de uma alca estéril e posteriormente transferidas para um
tubo de centrifuga contendo 50 mL de caldo triptico de soja (TSB) suplementado
com 1% glicose. Esse pre-inoculo foi mantido a 37 ° C, 5% de CO, por 18 h. Em

seguida, 1 mL do pré-indculo foi transferido para outro tubo de centrifuga
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contendo 9 mL de TSB suplementado com 1% sacarose. Os mesmos
procedimentos foram adotados para todos 0s micro-organismos separadamente.
Os crescimentos dos micro-organismos foram monitorados assepticamente a cada
hora (0-24 h), empregando leituras de absorbancia subsequentes (densidade
Optica) em um espectrofotdmetro usando comprimento de onda de 600 nm para
garantir a reprodutibilidade do modelo de biofilme.

Para A. naeslundii (ATCC 12104), L. acidophilus (ATCC 393), S. mutans
(ATCC 35688), C. albicans (SC 5314), S. gordonii (ATCC 10558) e S. sanguinis
(ATCC 10556) foram utilizados os comprimentos de onda e as densidades opticas
pré-determinadas anteriormente para padronizagdo do indculo por
espectrofotometria. A. naeslundii (A =550, 0,125 nm, 107 UFC/mL), C. albicans
(A =530, 0,560 nm, 10" UFC/mL), L. acidophilus (A =600, 0,1 nm, 108 UFC/mL),
S. gordonii (A =398, 0,520nm, 10 UFC/mL), S. mutans (A =398, 0,620nm, 10’
UFC/mL), e S. sanguinis (A =398, 0,720nm, 10" UFC/mL).

3.4 Efeito antibiofilme do PBPTA-argbnio sobre biofilmes cariogénicos

3.4.1 Formacéo do Biofilme

Biofilmes mono, dual e multi-espécies compostos por A. naeslundii (ATCC
12104), C. albicans (SC 5314), L. casei (ATCC 10801), S. mutans UA159 (ATCC
700610), S. gordonii (ATCC 10558) e S. sanguinis (ATCC 10556) foram
formados conforme descrito por Yassin et al. (2016), com modificacdes. Os
micro-organismos foram ativados em agar especifico. Para Streptococcus spp. e
A. naeslundii, foi utilizado agar sangue de carneiro anaerébio 5%, e 4gar Rogosa

para L. casei, as placas foram incubadas a 37 °C em CO; 5% por 48 h. O &gar
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Sabouraud dextrose (SDA) foi usado para C. albicans e as placas foram incubadas
a 37 ° C por 24 h.

Para preparar o pré-indculo, os micro-organismos foram transferidos
separadamente da placa de agar para um tubo de centrifuga contendo 10 mL de
TSB suplementado com glicose a 1%. Separadamente, tubos contendo
Streptococcus spp., A. neslundii e L. casei foram incubados a 37 °C em 5% de
CO, por 18 h, e C. albicans foi incubada a 37° C por 18 h. Em seguida, 1 mL do
pré-inoculo foi transferido para outro tubo contendo TSB suplementado com
sacarose a 1%. Foram obtidos indculos com a concentracdo de 108 UFC/mL,
utilizando-se os dados que foram obtidos para a curva de crescimento. As
suspensdes foram padronizadas em espectrofotdmetro para confirmacao do valor
de densidade Optica.

Para a formacdo do biofilme mono e multi-espécies composto por S.
mutans, S. gordonii e S. sanguinis , as suspensdes contendo 8 x10% UFC/mL foram
preparadas de acordo com Arthur et al. (2013). Os mesmos procedimentos foram
realizados para cada micro-organismo separadamente. Uma parte igual de cada
suspensdo padronizada foi depositada em um tubo de centrifuga estéril e a
suspensao foi homogeneizada por meio de um agitador de tubos tipo vortex. Para
biofilmes mono espécie, a suspensdo padronizada de cada micro-organismo foi
adicionada aos pocos de uma placa de 24 pocos contendo um discos de
hidroxiapatita estéril em cada po¢o. Para formacéo do biofilme multi-espécies, a
suspensdo dos micro-organismos, também foi adicionada aos pocos de placas de
24 pocos da mesma forma descrita anteriormente (Klein et al., 2012). Para cada
poco, foram adicionados 200 puL. do indculo mono ou multi-espécie e 800 puL de
caldo TSB suplementado com sacarose 0,2%.

Para a padronizacdo da concentracdo ideal de actcar em que todas as trés

cepas (S. mutans, S. gordonii e S. sanguinis) seriam recuperadas ap6s 48 h de
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crescimento do biofilme, testes preliminares foram conduzidos usando
concentracdes de 0,2%, 0,5%, 0,75% e 1% de sacarose.

Para a formacdo do biofilme mono e multi-espécies compostos por C.
albicans, L. casei e S. mutans, apds a formagdo do inoculo, foram preparadas
suspensdes padronizadas de C. albicans com 1x10° CFU/mL, S. mutans com
1x107 CFU/mL e L. casei com 1x10° CFU/mL.

Para a determinacdo da concentracdo ideal de cada micro-organismo em
que todas as trés cepas (C. albicans, L. casei e S. mutans) fossem recuperadas
apos 48h de crescimento do biofilme, foram realizados testes de padronizacao.
Partes iguais das suspensdes padronizadas foram depositadas em um tubo de
centrifuga esteéril e a suspensdo foi homogeneizada por meio de um agitador de
tubos (Arthur et al., 2013). Para os biofilmes mono ou multi-espécies, as
suspensOes de micro-organismos foram adicionadas aos pogos de placas de 24
pocos contendo discos de hidroxiapatita estéreis (Klein et al., 2012). Para cada
poco, foram adicionados 200 pL do in6culo de mono ou multi-espécies e 800 puL
de caldo TSB suplementado com sacarose a 0,2%. Biofilmes foram formados por
48 h, sendo que o0 meio de cultura foi substituido apos 24 h (37 ° C, 5% de CO.,)
(Yassin et al., 2016).

Para a formacdo do biofilme cariogénico dual-espécies composto por A.
naeslundii e S. mutans, as suspensdes padronizadas foram obtidas (A. naeslundii
1x10” CFU / mL e S. mutans para 1x10° CFU / mL). Com o objetivo de determinar
a concentracdo ideal de cada micro-organismo em que as duas cepas (A.
naeslundii e S. mutans) fossem recuperadas apds 48 h de crescimento do biofilme,
preliminares testes foram realizados. Uma parte igual de cada suspenséo
padronizada foi depositada em um tubo de centrifuga estéril e a suspenséao foi
homogeneizada por meio de um agitador de tubos (Arthur et al., 2013). Para a
formacdo do biofilme composto de duas espécies, as suspensbes dos micro-

organismos foram adicionadas aos pocos de placas de 24 pogos contendo discos
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de hidroxiapatita estéreis (Klein et al., 2012). Para cada poco, foram adicionados
200 pL do inodculo de duas espécies e 800 puL de caldo TSB suplementado com
sacarose 0,2%. Biofilmes foram formados por 48 h, sendo que o meio de cultura
foi substituido ap6s 24 h (37 °C, 5% de CO,) (Yassin et al., 2016).

3.4.2 Aplicacao do PBPTA (Kinpen09®) e processamento do biofilme

Apos 48 h da formacdo dos biofilmes mono e multi-espécies, estes foram
tratados com PBTPA por 30 s, 60 s e 120 s. Toda a superficie da amostra foi
tratada realizando movimentos que assegurasse a varredura da superficie total.
Clorexidina 0,12% (C9394, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi utilizada
como controle positivo (CP) por ser um anti-séptico padrdo ouro comumente
utilizado como enxaguatorio bucal. Amostras de biofilme sobre os discos de
hidroxiapatita foram mergulhadas em um poco contendo 1 mL de clorexidina
0,12% (PC) por 1 min. Para o controle negativo (CN), os biofilmes foram imersos
em solucdo de NaCl a 0,89% pelo mesmo periodo de tempo. O experimento foi
realizado em duplicata (n=3) em trés ocasifes diferentes, pra cada grupo
experimental. Ao final foi somado os valores e tirado a média.

Os biofilmes formados na superficie de discos de hidroxiapatita foram
tratados com PBTPA-argbnio a uma distancia de 10 mm da superficie do biofilme
até a ponta do dispositivo de plasma por 120, 60 e 30 segundos, em modo de
trabalho continuo (Delben et al., 2014). Um operador calibrado treinado para
conduzir o experimento de forma padronizada utilizou um suporte especifico para
garantir a padronizacdo da distancia entre a ponta do plasma até amostra. As
amostras foram movidas horizontalmente usando pincas estéreis durante a

aplicacdo do plasma para escanear toda a superficie.
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Ap0s os tratamentos, os biofilmes foram desprendidos da superficie dos
discos de hidroxiapatita com uma espatula estéril e posteriormente diluidos em 5
mL de solucédo estéril de NaCl 0,89%. Para dispersar as células, a suspenséo foi
sonicada por pulsos de 10 s a uma saida de 9 W (Sonic Dismembrator modelo
100, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Os mesmos
procedimentos foram realizados para cada grupo experimental e controle. As
suspensdes obtidas foram diluidas em série e plaqueadas em &gar especifico. S.
mutans, S. gordonii e S. sanguinis foram semeados em agar sangue (agar sangue
de carneiro anaerébio BD BBL ™ CDC 5%). Foi utilizado agar Rogosa 1,32
mL/L de &cido glacial para L. casei, agar Mitis Salivarius contendo 0,1 unidade

ml de bacitracina para S. mutans, no caso de biofilmes mono-espécie.

3.4.3 Microscopia de varredura a laser confocal dos biofilmes multi-espécies

tratados com PBTPA-argonio

Biofilmes multi-espécies formados por S. mutans UA159 (ATCC 700610),
S. gordonii (ATCC 10558) e S. sanguinis (ATCC 10556) foram corados com o
kit de viabilidade bacteriana Live/Dead BacLight® (L13152; Molecular Probes,
Inc., Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e incubados no
escuro em temperatura ambiente por 15 min para permitir a penetracdo dos
fluoroforos dentro das células bacterianas. As amostras foram entdo lavadas duas
vezes com solucdo de NaCl 0,89% e examinadas em um microscéopio confocal /
multifoténico de varredura ressonante Leica SP8 usando a objetiva Leica Fluotar
VISIR 25x /0,95 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) imersa em 4gua, com
uma distancia de trabalho livre de 2,3 mm. Secc¢6es seriadas no plano XYZ foram

observadas.
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3.5 Efeito antibiofilme do PBPTA-hélio sobre biofilmes cariogénicos

3.5.1 Formacéao do Biofilme

A. naeslundii (ATCC 12104), C. albicans (SC 5314), L. acidophilus
(ATCC 393), S. mutans (ATCC 35688), S. gordonii (ATCC 10558), S. sanguinis
(ATCC 10556), foram usados para formar biofilmes dual ou multi-espécies e a
metodologia seguiu a proposta por Arthur et al. (2013), com modificagdes. Trés
associacOes de micro-organismos diferentes foram usadas para formar os
biofilmes em propostas diferentes.

Primeiramente, foram formados biofilmes multi-espécies por S. mutans, S.
gordonii e S. sanguinis. Todos os micro-organismos foram ativados em agar
sangue e incubados a 37 ° C, 5% de CO; por 48 horas. Uma solugéo de sacarose
(20%) foi preparada previamente e armazenada em refrigerador. Caldo Tryptic
Soy Broth (TSB) suplementado com sacarose 1% foi preparado no momento do
uso. Em seguida, para a formacdo do indculo, 10 col6nias isoladas foram
coletadas com o auxilio de uma alca estéril e posteriormente transferidas para um
tubo de centrifuga contendo 10 mL de caldo TSB suplementado com sacarose 1%.
O mesmo procedimento foi feito para ativacdo de cada micro-organismo
separadamente. Posteriormente, o tubo foi incubado a 37 ° C por 18 horas. Apos
0 periodo de incubacdo, os indculos foram centrifugados a 2.000 rpm por 5
minutos e lavados com solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) por duas vezes. As
suspensodes foram padronizadas em 107 células/mL em espectrofotdmetro (B582,
Micronal, S&o Paulo, Brasil). Cada suspensdo de micro-organismos foi diluida

para 8 x 10° células/mL, segundo Arthur et al. (2013).
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Os tubos foram homogeneizados e partes iguais de cada suspensdo foram
depositadas em um tubo estéril para formar uma suspensdo multi-espécies. Para
formacdo deste biofilme, 40 yL da suspensédo de espécies multiplas e 160 uL de
caldo TSB suplementado com sacarose 1% foram dispensados em cada poc¢o de
cada grupo experimental de uma placa de 96 pogos. A placa foi incubada a 37 °
C, CO; a 5% durante 48 horas, sendo 0 meio de cultura substituido apos 24 horas,
n =9 para cada grupo experimental (Arthur et al., 2013).

Outra associacdo de micro-organismos (C. albicans, L. acidophilus, S.
mutans) foi utilizada para formar biofilme multi-espécie (Arthur et al., 2013).
Inicialmente, os micro-organismos foram cultivados em meios de cultura
especificos (S. mutans foi ativado em &gar sangue 5%, agar BHI para L.
acidophilus e 4gar Sabouraud dextrose para leveduras). L. acidophilus e S. mutans
foram incubados a 37 ° C, 5% de CO, por 48 horas. C. albicans foi incubada por
24 horas a 37 °C.

O indculo foi obtido como descrito anteriormente (para biofilme formado
por S. mutans, S. gordonii e S. sanguinis). O inoculo foi centrifugado a 2.000 rpm
por 5 minutos e lavado com solucdo salina estéril (NaCl 0,9%) duas vezes. As
suspensoes de C. albicans, L. acidophilus e S. mutans foram padronizadas em 107
celulas / mL em espectrofotdometro (B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil). Para
formacéo do biofilme foram utilizadas as diluicdes de C. albicans 10° células /
mL, L. acidophilus 107 células / mL e S. mutans 107 células / mL. Partes iguais de
cada suspensdo foram depositadas em um tubo estéril para formar suspensao
multi-espécies, 40 puL da suspensdo multi-espécies e 160 puL de caldo TSB
suplementado com sacarose 1% foram adicionados aos pocos do grupo
experimental em analise, n = 9 para cada grupo experimental.

Para a formacdo do biofilme dual-espécies composto por A. naeslundii e S.
mutans, as suspensdes padronizadas foram obtidas (A. naeslundii 1x10* CFU /

mL e S. mutans para 1x10’ CFU / mL). Com o objetivo de determinar a
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concentracdo ideal de cada micro-organismo em que todas as duas cepas (A.
naeslundii e S. mutans) fossem recuperadas apds 48 h de crescimento do biofilme,
testes preliminares foram realizados. Uma parte igual de cada suspenséo
padronizada foi depositada em um tubo de centrifuga estéril, e a suspensao foi
homogeneizada por meio de um agitador de tubos (Arthur et al., 2013). Para a
formacdo do biofilme composto de duas espécies, as suspensdes dos micro-
organismos foram adicionadas aos pocos de placas de 96 pocos, 40 pL da
suspensao multi-espécies e 160 pL de caldo TSB suplementado com sacarose 1%
foram adicionados em cada po¢o de cada grupo experimental em analise, n = 9
para cada grupo experimental (Arthur et al., 2013). Biofilmes foram formados por
48 h, sendo que o meio de cultura foi substituido apos 24 h (37 ° C, 5% de COy,)
(Yassin et al., 2016).

3.5.2 Aplicacédo do PBPTA-hélio e processamento do biofilme

Ap0s 48 horas de formacéo do biofilme dual e multi-espécies, 0s mesmos
foram expostos ao PBTPA por 1, 3, 5 e 7 min conforme descrito no item 3.1.2.
Foram adotados como controle positivo (CP) o digluconato de clorexidina 0,12%
(Clorexoral®/Biodinamica) e NaCl 0,9% como controle negativo (CN). Os
mesmos tempos de exposicdo usados nos tratamentos com PBTPA (1, 3,5e 7
minutos) foram adotados para o tratamento do CP e CN. Os biofilmes foram
desprendidos da superficie de cada po¢co com 200 uL de solucdo de NaCl 0,9%
estéril utilizando pontas de micropipeta. O contetdo foi aspirado e transferido
para um tubo tipo Eppendorf® com 800 L de solucdo de NaCl 0,9% estéril. As
suspensdes foram desagregadas por sonicacdo por 30s em amplitude de 40 W

(Vibra Cell ™, Sonics and Materials Inc., Newtown, EUA) e posteriormente por



29

agitacdo em vortex (Oliveira et al., 2017). Os mesmos procedimentos foram
realizados para cada grupo experimental e controles. Foi realizada diluicdo seriada
das suspensdes obtidas na desagregacdo dos micro-organismos. A suspenséao de
micro-organismos obtida das diluigdes seriadas do biofilme multi-espécies
formado por S. mutans, S. gordonii e S. sanguinis foram semeados em agar BHI.

Para a suspensdes obtidas a partir das diluicdes seriadas do biofilme muti-
especies formado por C. albicans, L. acidophilus e S. mutans, foram utilizados
meios de cultura seletivos. Agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (0,1 mg /
mL) foi utilizado para C. albicans e agar Mitis Salivarius bacitracina (0,1 unidade
ml?) sacarose (1%) para S. mutans. Para L. acidophilus foi utilizado 4gar Rogosa
acrescido de 1,32 mL/L de &cido acetico glacial. O plaqueamento foi realizado
pela técnica da gota. Por essa técnica, 10 pL da solucdo obtida foi plaqueado na
parte superior da placa e deixada escorrer até que se formasse um traco na
superficie do &gar. O numero total de micro-organismos recuperados foi calculado
e convertido em logl0 UFC/mL. Para tanto, diluicdo seriadas das suspensoes
foram obtidas. A suspensdo dual-espécies obtida da diluicdo apos o tratamento

das amostras, foi semeada em agar sangue de carneiro.

3.5.3 Analise dos biofilmes multiespécies tratados com PBTPA-hélio por

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Espécimes de poliestireno 5 mm?2 do mesmo material de placa de 96 pocos,
pré-esterilizados com solucéo de glutaraldeido 2% durante a noite e armazenadas
em compartimentos de placa de 24 pogos foram utilizados. Para retirada da
solucdo glutaraldeido 2% dos corpos de prova, foi utilizado lavagem dos corpos

de prova com agua deionizada estéril, por 10 vezes. Os biofilmes dual ou multi-
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espécies foram formados sobre os espécimes. A placa foi incubada a 37 °C e 5%
CO; durante 48 horas. O meio de cultura foi substituido apés 24 horas de
incubacdo. Apds o periodo de incubacdo, cada poco foi lavado com PBS duas
vezes e, em seguida, o biofilme formado nos espécimes foram fixados.

Solucdo de glutaraldeido (0,25%), paraformaldeido (4%) e PBS (proporcao
por mL: 125: 400: 475 uL) foram usados na fixacdo. Apds 20 minutos de fixacao,
as amostras contidas em cada pogo foram lavadas com PBS e expostas a diferentes
solugOes desidratantes, como alcool 70% (10 min), alcool 90% (10 min), alcool
100% (10 min) e 100 % alcool novamente (20 min). As amostras foram secas a
temperatura ambiente durante a noite. Finalmente, as amostras foram fixadas no
stub e posteriormente metalizada com pd de ouro a vacuo. A analise dos
espécimes foi realizada em MEV (LEO 1460Vp, Carl Zeiss, EUA).

3.5.4 Analise dos biofilmes multiespécies tratados com PBTPA-hélio por

microscopia de varredura a laser confocal

Os biofilmes foram corados usando o kit Live / Dead BacLight™ Bacterial
Viability kit (Invitrogen-Molecular Probes, EUA) para revelar a proporcao de
celulas viaveis (verde fluorescente) e mortas (vermelho fluorescente). A marcacéo
de células viva e morta foi realizada com a mistura dos corantes A e B. Para tanto,
primeiramente os biofilmes foram formados na superficie de laminulas de 13 mm
de didmetro estéreis, distribuidas em placas de 24 pocos estéril. Para cada poco, o
corante marcador de células vivas e mortas foi preparado misturando 7,5 puL do
componente de coloracdo A (SYTO 9) e 7,5 uLL de componente de coloragao B
(iodeto de propidio). Apds a lavagem dos pocos por 3 vezes com PBS estéril a 1%

de tampdo fosfato (PBS-pH 7,4), as amostras foram cobertas com 15 pL da
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mistura reagente e incubado durante 20 minutos em temperatura ambiente ao
abrigo da luz. Uma serie de imagens foi obtida na se¢do z usando um microscopio
confocal (LSM 700 (Zeiss).

3.6 Analise Estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi usado para verificar a distribuicdo normal dos
dados e a homogeneidade da variancia foi confirmada pelo teste de Levene (o =
0,05). Apos, foram aplicadas analises de variancia (ANOVA) e teste post hoc de
Tukey, considerando = 0,05 para GraphPad Prism 5.0 Windows (GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA, www.graphpad.com) foi usado para analisar os
dados coletados da contagem de células viaveis ap0Os tratamento tanto com
PBTPA de argbnio como o de hélio e comparados com os controles positivos e
negativos. As anéalises foram realizadas usando o pacote de software estatistico
IBM SPSS (versdo 25) para Windows (IBM Corp., New York, NY, USA) para
confirmacao da normalidade e homocedasticidade ou GraphPad Prism 5.0 para
Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA)) para teste de ANOVA. Foi

adotado um nivel de significancia de 5% para todos os testes.
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4 RESULTADO

4.1 Resultados PBTPA-arg6nio

4.1.1 Curva de crescimento dos micro-organismos

Conforme descrito no item 3.3, o crescimento de A. naeslundii (ATCC
12104), C. albicans (SC 5314), L. casei (ATCC 10801), S. mutans UA159 (ATCC
700610), S. gordonii (ATCC 10558) e S. sanguinis (ATCC 10556) foi monitorado
empregando leituras de absorbancia subsequentes de hora em hora. Foi utilizado
como base a fase exponencial, fase em que as células crescem e se dividem em
sua taxa maxima nas condic¢6es dadas (composicdo do meio, temperatura etc.). O
nimero de células aumenta com o tempo. A partir da fase exponencial, o tempo
de duplicacdo das células pode ser calculado. Para A. naeslundii, a fase
exponencial foi de 8 horas, C. albicans 12 horas, L. casei 8 horas e para os S.
mutans, S. gordonii e S. sanguinis as fases exponenciais foram de 8 horas também.

Os resultados podem ser observados na figura 3.
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Figura 3- Curvas de crescimento de (A), A. naeslundii ATCC 12104 (B) C.
albicans SC 5314 (C) L. casei ATCC 10801, (D) S. gordonii ATCC 10558, (E)
S. mutans UA 159 e (F) S. sanguinis ATCC 10556
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Legenda: Na fase mid-log, a média + desvio padrdo de OD 600 nm para A. naeslundii 0,739 £ 0,024 e
0 Logl0 CFU/mL € 7,27 +0,011. Para C. albicans 0,457 £ 0,005 e 0 Log10 CFU / mL é 9,521 + 0,072.
Para L. acidophilus 0,286 + 0,007 e 0 Log10 CFU / mL é 8,053 £ 0,004. Para S. mutans 0,42 + 0,035 e
0 Logl0 CFU / mL é 8,27 £ 0,09. Para S. gordonii 0,435 + 0,006 e 0 Log10 CFU / mL ¢ 8,19 + 0,027.
Para S. sanguinis 0,61 + 0,021 e 0 Log10 CFU / mL € 8,46 + 0,001.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1.2 Biofilmes mono-espécies

Na Figura 4 sdo mostrados os resultados obtidos para os biofilmes mono-
espéecie formados por C. albicans, L. casei, S. mutans, S. gordonii, S. sanguinis e
tratados com PBTPA-argdnio ou apenas expostos ao fluxo de gas argdnio sem
que o dispositivo produzisse plasma, por 30 s, 60 s e 120 s.

A Figura (4-A) apresenta os resultados obtidos para o biofilme mono-
especie formado por C. albicans. Houve reducéo significativa em todos os tempos
de exposicdo (30, 60 e 120 s) apos tratamento com PBTPA-arg6nio, quando
comparados ao controle negativo. N& houve diferenca estatisticamente
significativa entre as contagens de células recuperadas apos exposicdo ao PBTPA-
argénio por 60 s e 120 s (p> 0,05). Além disso, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa apds exposicdo do PBTPA-argbnio por 30 s em
comparacao aos tratamentos com apenas fluxo de argonio (sem que o dispositivo
produzisse plasma) em todos os tempos de exposicao (F30, F60 e F120) (p> 0,05).

Em (4-B) estdo representados os resultados obtidos para biofilmes mono-
espécies formado por L. casei e tratados com PBTPA-argbnio por 30, 60 e 120s.
Resultado similar foi observado em comparagdo ao descrito anteriormente para
C. albicans. Observa-se reducédo significativa em todos os tempos de exposicao
(p <0,0001) quando comparados aos controles. Reducdo semelhante foi observada
em todos grupos tratados apenas com fluxo de gas argonio (sem que o dispositivo
produzisse plasma) em todos os tempos de exposicdo (F30, F60 e F120) em
comparacdo aos controles. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre a aplicagdo do PBTPA-argonio por 30 s quando comparado ao tratamento

com fluxo de argbnio em todos os tempos de exposic¢ao (p> 0,05).
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Em (4-C) observa-se os resultados obtidos para biofilmes mono-espécie de
S. mutans e tratados com PBTPA-arg6nio por 30, 60 e 120 s. Em todos grupos
tratados com PBTPA-argonio, foi observado reducdo significativa em todos os
tempos de exposicdo (30, 60 e 120s) quando comparados aos controles. Nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre a exposicdo com PBTPA-
argonio por 60 e 120 s (p > 0,05).

Em (4-D), observa-se os resultados obtidos para biofilme mono-espécie
formados por S. gordonii e tratados com PBTPA-argonio por 30, 60 e 120s.
Nenhuma UFC / mL de S. gordonii foi recuperada nos biofilmes apos o tratamento
com PBTPA-argonio em todos os tempos de exposicao testados.

Em (4-E) observa-se os resultados obtidos para biofilmes mono-especie
formados por S. sanguinis e tratados com PBTPA-argonio por 30, 60 e 120s. Os
tratamentos com PBTPA-argonio por 30, 60 e 120s reduziram significativamente
a viabilidade do biofilme quando comparado aos controles negativo e positivo (p
<0,0001), o efeito foi proporcional a0 aumento do tempo de exposi¢do. Os
controles negativo e positivo (clorexidina 0,12%) foram estatisticamente similar
entre si (p > 0,05).
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Figura 4 — Valores médios e desvios-padrdo do numero de células viaveis (log10
UFC/mL) de biofilmes mono-espécies compostos por C. albicans (A), L. casei
(B), S. mutans (C), S. gordonii (D) e S. sanguinis (E) tratado com PBTPA,

clorexidina 0,12% (controle positivo) ou solu¢ao salina NaCl 0,89% (controle
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Legenda: * valores iguais a zero. Letras diferentes acima das barras indicam diferencga estatistica
significativa (n = 9; p < 0,05; ANOVA, Teste de Tukey). F120, F60 e F30 (gas argbnio -
tratamento de controle de fluxo de gas por 120,60 e 30 s); P120, P60 e P30 (tratamento com
PBTPA-argbnio por 120, 60 e 30 s), CP (controle positivo) e CN (controle negativo).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1.3 Efeito do PBTPA-argonio sobre biofilmes cariogénicos dual e multi-

espécies

A Figura 5 mostra os resultados em log10 CFU/mL para os biofilmes dual-
espécies formados por S. mutans e A. naeslundii e tratados com PBTPA-argdnio
ou apenas fluxo de argbnio por 120 s, 60 s e 30 s.

Para S. mutans presente no biofilme dual-espécies, foi observada reducéo
semelhante entre a exposicdo ao fluxo de argbnio no tratamento por 60 s
comparado com a exposicdo PBTPA-argbnio por 60 s. Todos eles foram
significativamente diferentes comparados aos controles (positivo e negativo).
Além disso, também foi observada reducéo semelhante entre o fluxo do gés de
tratamento por 30 s e a exposi¢do ao PBTPA-arg6nio por 30 s (p> 0,005).

Para A. naeslundii recuperado nesse biofilme composto por duas espécies,
foi observada reducdo significativa para todos os tempos (30 s, 60 s e 120 s) de
exposicdo ao PBTPA-argonio (p> 0,005) comparado aos controles (positivo e
negativo). Nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi observada entre
todos os grupos tratados com fluxo de gas (argbnio). Além disso, a exposicdo com
PBTPA por 30 s ndo apresentou diferenca quando comparada com o fluxo de géas
em todos 0s grupos.

A Figura 6 mostra os resultados em log10 UFC/mL para os biofilmes multi-
especies formados por S. mutans, S. gordonii, S. sanguinis tratados com PBTPA-
argonio ou apenas fluxo de argénio por 120 s, 60 s e 30 s. Reducéo significativa
em log1l0 UFC/mL foi observada em todas as amostras tratadas com PBTPA-
argonio em comparagdo com 0s controles negativo e positivo para a recuperagao
dos trés micro-organismos analisados.

Para S. mutans recuperados do biofilme multi-espécies, diferenca

estatisticamente significativa nédo foi detectada entre o grupo tratado com fluxo de
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argonio por 30 s e os controles (positivo e negativo) (p = 0,0054, 0,0031,
respectivamente). Os biofilmes tratados com PBTPA-argbnio apresentaram
reducéo significativa de log1l0 UFC/mL em todos os tempos de exposicdo em
comparagao aos controles (negativo e positivo) (p <0,0001).

N&o houve recuperacdo de S. gordonii e S. sanguinis ap0s tratamento com
PBTPA-argonio em todos os tempos de exposicéo testados (30, 60 e 120 s), 0 que
significa que o tratamento PBTPA-argonio foi capaz de inibir completamente
estes micro-organismos.

A Figura 7 apresenta os resultados log10 CFU/mL para os biofilmes multi-
espécies formados por S. mutans, L. casei, C. albicans tratados com PBTPA-
argonio ou apenas fluxo de argbnio (sem que o dispositivo produzisse plasma) por
120 s, 60 s e 30 s. Semelhante aos resultados descritos antes (Figura 5), reducgéo
significativa de logl0 UFC/mL foi observada para todos micro-organismos
presentes no biofilme comparando todas as amostras tratadas com PBTPA-
argonio, por 120 s, 60 s e 30 s, em comparacdo com ao controles (negativo e
positivo) (p <0,0001).

Para S. mutans recuperado deste biofilme multi-espécies, ndo foi detectada
diferenca estatisticamente significativa entre todos os grupos tratados com fluxo
de argonio (sem que o dispositivo produzisse plasma). Aléem disso, a exposi¢do
PBTPA-argonio por 30 s ndo apresentou diferenca significativa quando
comparada com todo o grupo tratado apenas com fluxo de argbnio (sem que o
dispositivo produzisse plasma).

Para L. casei, ndo foi observada diferenca significativa no log10 UFC/mL
entre 30 e 60 s de exposicdo com PBTPA-argonio (p> 0,005), entretanto, houve
diferenca estatisticamente significativa entre os resultados nesses dois tempos de

exposicao em relagdo aos controles (negativo e positivo).
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Para C. albicans, foi observada reducéo significativa em todos os tempos
de exposicdo com PBTPA-argonio (30, 60 e 120 s) quando comparado aos

controles (positivo e negativo) (p <0,0001).

Figura 5 — Valores médios e desvios padrdo do niumero de células viaveis (log10
UFC/mL) de biofilmes dual-espécies compostos por S. mutans e A. naeslundii
tratados com PBTPA, clorexidina 0,12% (controle positivo) ou solucdo salina
0,89% (controle negativo)

Biofilme de duas espécies - PBTPA-argénio
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Legenda: Letras diferentes acima das barras indicam diferenga estatistica significativa (n = 9; P<0,05;
ANOVA, Teste de Tukey). F120, F60 e F30 (gas argbnio - tratamento de controle de fluxo de gas por
120, 60 e 30 s); P120, P60 e P30 (tratamento PBTPA por 120, 60 e 30 s), PC (controle positivo) e NC
(controle negativo).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 6 — VValores médios e desvios padrdo do numero de células viaveis (log10
UFC/mL) obtidos para biofilmes multi-espécies compostos por S. mutans, S.
gordonii e S. sanguinis (A) tratados com PBTPA, clorexidina 0,12% (controle
positivo) ou solucéo salina 0,89% (controle negativo)
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Legenda: Letras diferentes acima das barras indicam diferenga estatistica significativa (n = 9; P<0,05;
ANOVA, Teste de Tukey). F120, F60 e F30 (gas argbnio - tratamento de controle de fluxo de gas por

120, 60 e 30 s); P120, P60 e P30 (tratamento PBTPA por 120, 60 e 30 s), PC (controle positivo) e NC
(controle negativo).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 7 — Valores médios e desvios padrdo do numero de células viaveis (log10

UFC/mL) obtidos para biofilmes multi-espécies compostos por S. mutans, S.
mutans, L. acasei e C. albicans) tratados com PBTPA, clorexidina 0,12%

(controle positivo) ou solucgéo salina 0,89% (controle negativo)
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Legenda: Letras diferentes acima das barras indicam diferenga estatistica significativa (n = 9; P<0,05;
ANOVA, Teste de Tukey). F120, F60 e F30 (gas argdnio - tratamento de controle de fluxo de gas por
120, 60 e 30 s); P120, P60 e P30 (tratamento PBTPA por 120, 60 e 30 s), PC (controle positivo) e NC

(controle negativo).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Andlise dos biofilmes cariogénicos tratados com PBTPA-argdnio por

Microscopia Confocal de Varredura a laser (CSLM)

As imagens representativas da CSLM mostram a morfologia e a
organizacdo estrutural do biofilme dual e multi-espécies formados por A.
naeslundii e S. mutans; S. mutans, S. gordonii e S. sanguinis; C. albicans, L. casei
e S. mutans. Para esses biofilmes compostos por associagfes de micro-organismos
diferentes, foi aplicado controle negativo e tratamento com PBTPA-arg6nio. A
figura 8 mostra as imagens de células vivas que estdo coradas de verde, enquanto
as celulas mortas estdo coradas de vermelho. As imagens mostram biofilmes
formados sobre disco de hidroxiapatita. As amostras tratadas com PBTPA por 120
s apresentaram maior namero de células mortas (coradas em vermelho) quando
comparadas visualmente ao controle negativo (maior numero de células coradas

em verde).
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Figura 8- Microscopia confocal de varredura a laser de biofilme multiespécie
formado por S. mutans, S. gordonii e S. sanguinis (A e B); C. albicans , L. casei
e S. mutans (C e D), A. naeslundii e S. mutans (E e F) no grupo controle negativo
(CN) e grupo tratado com PBTPA-argbnio (P120) por 120 segundos

Legenda: Zoom de 25x 0.95. Biofilme corado com o kit Live / Dead BacLight Viability. Células vivas
em verde fluorescente e células mortas em vermelho fluorescente. Células vivas e mortas (vivas /
mortas) misturadas em verde fluorescente e vermelho.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 Efeitos do PBTPA-hélio sobre biofilmes cariogénicos

4.3.1 Biofilmes multi-espécies

A Figura 9 indica a contagem do namero de células viaveis totais (log10
UFC/mL) dos biofilmes multi-espécies. Houve reducdo significativa de log10
UFC / mL dos micro-organismos nos biofilmes multi-espécies formado por S.
gordonii, S. mutans e S. sanguinis apos todos os tempos (1, 3, 5 e 7 minutos) de
exposicdo ao PBTPA-hélio quando comparado ao controle negativo (p <0,0001).
Os tratamentos PBTPA-hélio por 5 e 7 minutos levaram reducgdes similares,
ambos apresentaram reducao superior a 2 log10 UFC/mL (2,546 e 2,548 log10
UFC/mL, respectivamente). Além disso, esses dois tempos de exposicdo ao
PBTPA também apresentaram reducdo similar em relacdo ao digluconato de
clorexidina 0,12% (Chx 1) por 1 minuto (p <0,0001). Para o biofilme de S.
gordonii, S. mutans e S. sanguinis, todos os tempos de exposicdo (1, 3, 5e 7
minutos) a digluconato de clorexidina 0,12% levaram a reducéo significativa no
nimero de células viaveis (p <0,0001) em comparagdo ao grupo controle

negativo.
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Figura 9 — Contagem do numero de células viaveis totais (log10 UFC/mL) dos
biofilmes multi-espécies formados por S. mutans, S. gordonii e S. sanguinis
expostos ao plasma de baixa temperatura sob pressdo atmosférica de hélio por 3,
5 e 7 minutos

Biofilme multi-espécies - Contagem de micro-organismos
totais PBTPA-hélio
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Legenda: Valores médios e desvios-padrao log10 (UFC / mL) de biofilmes multi-espécies compostos
por S. mutans, S. gordonii e S. sanguinis tratados com PBTPA ou digluconato de clorexidina (0,12%).
Letras diferentes acima das barras indicam diferenga estatistica significativa (n=9; P <0,05; ANOVA,
Teste de Tukey). Chx1, Chx3, Chx5 e Chx7 (tratamento com digluconato de clorexidina 0,12% (0,12%)
por 1, 3, 5 e 7 minutos), P1, P3, P5 e P7 (tratamento PBTPA por 1, 3, 5 e 7 minutos) CN (controle
negativo).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 10 mostra os resultados de contagem de células viaveis (log10
UFC / mL) para os biofilmes multi-espécies formados por C. albicans, L.
acidophilus e S. mutans. Foi observado reducéo significativa das contagens de C.
albicans recuperadas do biofilme multi-espécies nas amostras tratadas com
PBPTA-hélio em todos os tempos de exposi¢do (1, 3, 5 e 7 minutos) em
comparacdo ao controle negativo (p <0,0001). Todos os tempos de tratamento
com digluconato de clorexidina 0,12% (1, 3, 5 e 7 minutos) também levaram a
reducdo estatisticamente significativa de logl0 UFC/mL (p <0,05) quando
comparados ao controle negativo (NC).

Para L. acidophilus, todos os tempos de exposi¢cdo apresentaram reducéo
estatisticamente significativa quando comparados ao controle negativo (p
<0,0001). Quando comparamos os tratamentos com digluconato de clorexidina
0,12% com o controle negativo, todos os tempos de tratamento (1, 3, 5e 7
minutos) também apresentaram reducdes estatisticamente significativa de log10
UFC/mL (p <0,05). N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa no
nimero de células viaveis recuperadas apos o tratamento com digluconato de
clorexidina 0,12% (Chx5 e Chx7) e exposicdo ao PBTPA-hélio (P5 e P7) por5e
7 minutos.

Nas contagens de S. mutans recuperadas do biofilme multi-espécies, €
possivel observar que em todos os tempos de tratamentos com PBTPA-hélio
levaram a reducdo estatisticamente significativa em logl0 UFC / mL quando
comparados ao controle negativo (p <0,05). Os tratamentos com digluconato de
clorexidina 0,12% por 1 e 3 minutos (Chx1l e Chx3) apresentaram resultados
estatisticamente semelhantes em comparacdo com o controle negativo (p = 0,196
e p = 0,137, respectivamente). Os tratamentos por 5 e 7 minutos (Chx5 e Chx7)
apresentaram reducdo estatisticamente semelhante quando comparados ao
controle negativo. Por fim, ndo foi detectada diferenca significativa entre 0s
tratamentos com PBTPA-hélio por 3 e 7 minutos (P3 e P7).
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Figura 10 - Valores medios e desvios-padrdo do nimero de células viaveis (log10
UFC/mL) dos biofilmes multi-espécies compostos por C. albicans, L. acidophilus
e S. mutans tratados com PBTPA-hélio ou digluconato de clorexidina (0,12%) por

1, 3, 5 e 7 minutos

Biofilme multi-espécies - PBTPA-hélio
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Legenda: Letras diferentes acima das barras indicam diferenca estatistica significativa (n = 9;
P <0,05; ANOVA, Teste de Tukey). Chx1, Chx3, Chx5 e Chx7 (digluconato de clorexidina
0,12%, tratamento por 1, 3, 5 e 7 minutos), P1, P3, P5 e P7 (tratamento com PBTPA-hélio por
1, 3, 5 e 7 minutos) e CN (controle negativo).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 11 mostra os resultados de contagem de células viaveis (log10 UFC /
mL) para os biofilmes dual-espécies formados por A. naeslundii e S. mutans.
Houve reducdo significativa de células viaveis apds 3, 5, e 7 minutos de exposicao
ao PBTPA-hélio quando comparado ao controle negativo (p <0,0001). Exposicéao
por 1 minuto ndo apresentou reducéo significativa para esses micro-organismos.

Para S. mutans, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com
PBTPA-hélio por 3, 5 e 7 minutos, todos levaram a reducéo no numero de células
viaveis superior a 1,5 log10 UFC/mL (1,73, 2,27 e 1,88 log10 UFC/mL).

Para A. naeslundii, houve reducdo significativa de células viaveis apos
todos os tempos de exposicdo do PBTPA-hélio (1, 3, 5 e 7 minutos) quando
comparado ao controle negativo (p <0,0001). Os tratamentos com PBTPA-hélio
por 3, 5 e 7 minutos apresentaram reducao superior a 2 log10 UFC/mL (2,38, 2,71
e 3,03 log10 UFC/mL). Além disso, para todos 0s micro-organismos presentes no
biofilme dual-espécies, todos os tempos de exposicdo ao digluconato de
clorexidina 0,12% (Chx 1, Chx 3, Chx 5 e Chx 7) levaram a reducdo

estatisticamente significativa (p <0,0001) em comparacdo ao controle negativo.
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Figura 11 - Valores médios e desvios-padrdo do nimero de células viaveis (log10
UFC/mL) dos biofilmes dual-espécies compostos por A. naeslundii e S. mutans

tratados com PBTPA-hélio ou digluconato de clorexidina (0,12%)
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Legenda — Letras diferentes acima das barras indicam diferenca estatistica significativa (n = 9;
P <0,05; ANOVA, Teste de Tukey). Chx1, Chx3, Chx5 e Chx7 (tratamento com digluconato
de clorexidina 0,12% por 1, 3, 5 e 7 minutos), P1, P3, P5 e P7 (tratamento PBTPA-hélio por 1,
3, 5 e 7 minutos) CN (controle negativo, NaCl 0,9%).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3.3 Andlise de microscopia dos biofilmes multi-espécies cariogénicos

expostos ao PBTPA-hélio

Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 12 mostram atraves das imagens obtidas da MEV o efeito
antibiofilme do PBTPA-hélio (P7 min) e clorexidina 0,12% (CHX 7 min) apés 7
min de exposic¢do nos biofilmes multi-espécies formados pela composicéo de C.
albicans, L. acidophilus e S. mutans (A, B e C). (A) controle negativo (biofilme
intacto), (B) P7 min e (C) CHX 7 min. Além disso a Figura 12 também mostra o
efeito do P7 min e CHX 7 min sobre biofilmes multi-espécies formados por S.
gordonii, S.Pmutans e S. sanguinis (D, E, F), (D) Controle negativo (biofilme
intacto), (E) P7 min e (F) CHX 7 min. Por fim, as imagens G, H e | obtidas atraves
da MEV representam o efeito antibiofilme do P7 min e CHX 7 min em biofilmes
de duas espécies formados pela composicdo S. mutans e A. naeslundii. (G)
Controle negativo (biofilme intacto), (H) P7 min e (I) CHX 7 min.

Em (A) a anélise revelou que a topografia superficial do biofilme estava
homogénea, sem sinal de agressdo por agentes, imagem do biofilme integro sem
acdo do PBTPA-hélio. Imagens similares podem ser observadas em (D e G). Ja
em (B) pode-se identificar através da analise da topografia superficial do biofilme
realizada por MEV, que o biofilme apresentou maior agressdao pela acdo do
PBTPA-hélio 7 min e também pela acdo das espécies reativa de oxigénio
formadas durante a reacdo em comparacéo ao biofilme integro (A), essa acao pode
ser identificada também pela reducdo no ndmero total de micro-organismos
identificada na contagem de logl0 UFC/mL. Resultado similar pode ser

observado em (E e H). Por fim, em (C) pode ser observado através da anélise da
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topografia superficial do biofilme realizada por MEV, que o biofilme apresentou
maior agressdo pela acdo da CHX 7 min, reduzindo a quantidade de micro-
organismos neste biofilme. Resultado similar pode ser observado em (F e I).

Em todos tratamentos com P7 min é possivel notar mudancas na topografia
superficial e estrutural na superficie dos biofilmes sugerindo que o a acdo do P7
min pode ter afetado a morfologia dos biofilmes. Por fim, no tratamento por CHX
7 minutos de exposicdo, tambem é possivel observar mudanca na topografia
superficial e estrutural na superficie dos biofilmes e reducdo do numero total de

micro-organismos apads tratamento com esse agente (Figura 12).
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Figura 12 - Imagens de Micrografia Eletronica de Varredura (MEV) de biofilmes
cariogénicos dual e polimicrobianos formados pela associacdo de diferentes
micro-organismos. Biofilmes formados por C. albicans, L. acidophilus , S.
mutans; S. mutans, S. gordonii, S. sanguinis e A. naeslundii e S. mutans. (A, D e
G) controles negativos. (B, E e H) tratamentos com PBTPA-hélio por 7 min. (C,

F e I) tratamentos com clorexidina 0,12% por 7 min

Legenda: Biofilme multi-espécies, cariogénico formado por C. albicans, L. acidophilus, S.
mutans (A, B e C); biofilme multi-espécies, cariogénico formado por S. gordonii , S. mutans e
S. sanguinis (D, E, F) e biofilme de duas espécies, cariogénico formado por A. naeslundii e S.
mutans (G, H, 1) expostos ou ndo ao PBTPA-hélio ou digluconato de clorexidina (0,12%)
(x2000). Biofilme formado por C. albicans, L.casei, S. mutans: controle negativo (A), PBTPA-
hélio 7 minutos (B) e digluconato de clorexidina (0,12%) (C) 7 minutos de tratamentos.
Biofilme formado por S. gordonii , S. mutans e S. sanguinis : controle negativo (D), PBTPA-
hélio 7 minutos (E) e digluconato de clorexidina (0,12%) (F) 7 minutos de tratamentos.
Biofilme formado por A. naeslundii e S. mutans: controle negativo (G), PBTPA-hélio 7 minutos
(H) e digluconato de clorexidina (0,12%) (I) 7 minutos de tratamentos.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Microscopia Eletrénica de Varredura Confocal (CSLM)

As imagens representativas da CSLM mostram a morfologia e a
organizacdo estrutural dos biofilmes multi-espécies formados por S. mutans, S.
gordonii, S. sanguinis (A, B e C); C. albicans, L. casei, S. mutans (D, E e F) ap6s
tratamento dos biofilmes por PBTPA-hélio |ou clorexidina (0,12%). Foi aplicado
controle negativo. Na figura 13 podemos observar as imagens de células vivas
que estdo coradas de verde, enquanto as células mortas estdo coradas de vermelho.
As imagens obtidas sdo de biofilmes formados na superficie de laminulas de 13
mm de diametro estéreis. As amostras tratadas por 7 minutos com PBTPA-hélio
(P7) ou também por clorexidina (0,12%) (Chx), apresentaram maior nimero de
celulas mortas (coradas em vermelho) quando comparadas visualmente ao
controle negativo (CN) (maior numero de células vivas que estdo coradas em

verde).
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Figura 13 - Microscopia Confocal de Varredura a Laser (MCVL) dos biofilmes
multi-espécies cariogénicos expostos ao PBTPA-hélio e por clorexidina 00,12%
ambos por 7 min. As imagens representa a morfologia e organizacéo estrutural do
biofilme multi-espécies, controle negativo (NC), clorexidina (0,12%) (Chx),
exposicdo ao PBTPA-hélio por 7 min (PBTPA). As células vivas sdo coradas de

verde, enquanto as células inviaveis sdo coradas de vermelho
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Legenda: Zoom 25x. Biofilme corado com o kit Live / Dead BacLight Viability. Células vivas
em verde e células mortas em vermelho. Células vivas e mortas (vivas / mortas) misturadas em
verde fluorescente e vermelho. A) Controle Negativo de biofilme formado por S. mutans, S.
sanguinis e S. gordonii; B) Imagem do biofilme formado por S. mutans, S. sanguinis e S.
gordonii apds tratamento com digluconato de clorexidina (0,12%) por 7 min; C) Imagem do
biofilme formado por S. mutans, S. sanguinis e S. gordonii ap6s tratado com PBTPA-hélio por
7 min, D), A) Controle Negativo do biofilme formado por C. albicans , L. acidohilus e S.
mutans; ; E) Imagem do biofilme formado por C. albicans, L. acidohilus e S. mutans ap6s
tratamento com digluconato de clorexidina (0,12%) por 7min; F) Imagem do biofilme formado
por C. albicans , L. acidohilus e S. mutans ap6s o tratamento com PBTPA-hélio por 7 min.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 DISCUSSAO

5.1 Efeito do PBTPA-argbnio sobre biofilmes cariogénicos

O biofilme dental que se forma na superficie do dente € uma estrutura
altamente organizada, formada por diferentes micro-organismos que se abrigam
na cavidade bucal, embebidos por uma matriz extracelular formada por
exopolissacarideos extracelulares (EPS) (Xu etal., 2018; Koo et al., 2013). Neste
estudo, foram abordadas diferentes especies de micro-organismos que Sao
comumente relacionadas a formacgédo do biofilme cariogénico na superficie do
dente. Além disso, esse estudo permitiu uma compreensdo melhor dos
equipamentos envolvidos e dos parametros que foram aplicados nos tratamentos
dos biofilmes com PBTPA.

Um estudo anterior que verificou a agdo do PBTPA-argénio em biofilmes
mono e de duas espécies formado por S. mutans e S. sanguinis no fundo de placas
de poliestireno posteriormente tratados por 120 s, e distancia de 5 mm da saida do
plasma até a superficie da amostra, mostrou reducéo de 99% das células viaveis
quando comparadas ao controle negativo (Liu et al., 2017). Os resultados do
presente estudo corroboram com nossos resultados relatados de Liu et al. (2017)
no capitulo 4, reducdo significativa na viabilidade do biofilme multi-espécies
formado por S. mutans, S. gordonii e S. sanguinis apos apenas 30 s de exposicdo
ao PBTPA-argo6nio foi observada. Além disso; a disténcia da saida do plasma até
a superficie da amostra do trabalho anteriormente citado foi inferior a nossa, o que
pode ter contribuido no resultado. Nossos biofilmes foram tratados e a uma
disténcia entre a saida do plasma até a superficie da amostra de 1,5 cm em

intervalos de tempos de 30 s, 60 segundos e 120 segundos.
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Em um artigo publicado por Hirano et al. (2019) foram analisados os
efeitos de um dispositivo de PBTPA diferente do utilizado em nosso trabalho. Os
autores analisaram a acdo em células plancténicas e biofilme. Suspensdes de
células bacterianas contendo 107 UFC/mL de S. mutans, Porphyromonas
gingivalis ou E. faecalis foram analisadas. O gas de trabalho empregado foi ar
comprimido, o dispositivo utilizava tensdo elétrica e foram adotadas a distancia
de 1, 3 e 5 mm entre a saida do PBTPA até a superficie do biofilme foi aplicada,
as amostras foram tratadas por 1, 3, 5 e 7 min (Hirano et al., 2019). Apoés
tratamento com PBTPA os autores observaram reducdo significativa de mais de
4 logs no ndmero de S. mutans apés 3 min de tratamento e para os biofilmes,
houve reducdo quase total na viabilidade bacteriana apds 5 min. Em nosso estudo,
além de termos utilizado uma distancia maior da saida do dispositivo de plasma
até a superficie da amostra, foi aplicado menor tempo de exposi¢cdo. Mesmo
sabendo que o biofilme multi-espécie é conhecido por ser mais resistente a
terapias antibiofilme (Mah et al., 2012), os resultados obtidos em nosso trabalho
foram importantes e significativos, pois foram utilizadas maiores distancias e
menores tempos de exposicdo dos biofilmes ao PBTPA. Além disso, ndo houve
recuperacdo para S. gordonii apés tratamento com PBTPA-argénio em todos 0s
tempos de exposicdo testados, para ambos biofilmes mono ou multi-espécies
espécies. S. gordonii é um dos primeiros colonizadores da cavidade oral e pode
se ligar diretamente as proteinas salivares na superficie do dente, estabelecendo
uma base para a construcdo de comunidades microbianas do biofilme cariogénico
(Wright et al., 2013; D et al., 2000). A reducdo desses micro-organismos na
cavidade oral pode prejudicar a formacdo do biofilme cariogénico (Da et al.,
2000).

Gorynia et al. (2013) testaram o PBTPA-argbnio produzido pelo kinpen09
COmMO uma op¢ao para inativar micro-organismos e eliminar biofilme cariogénico.

Os autores analisaram biofilmes de S. sanguinis, um dos colonizadores iniciais no
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processo de formacéo do biofilme cariogénico. Os biofilmes foram cultivados em
um reator europeu (EUREBI) e em placas de 24 pogos. Ambos os biofilmes foram
formados em superficie de placa de titdnio por 72h. Em seguida, os biofilmes
foram tratados com PBTPA-argonio (kINPen09™) por 180 s a 10 mm de
distancia entre o topo do disco até a saida do plasma. Os resultados demonstraram
reducéo significativa do biofilme em relacdo ao controle negativo em ambos o0s
modelos testados. Apds a aplicacdo do plasma por 180 s, o biofilme produzido em
EUREBI ou em placas de 24 pocos foi reduzido em 0,6 log10 UFC/ml ou 0,5
log10 UFC/ml, respectivamente (Gorynia et al., 2013). Em comparagdo ao nosso
trabalho, os biofilmes foram produzidos na superficie de discos de hidroxiapatita
e os resultados obtidos apos tratamento das amostras com PBTPA-argonio por 30
s, 605, 120 s e 10 mm da ponta do equipamento até a superficie da amostra foram
significativos em comparagdo ao grupo controle negativo. Assim, todos 0s
resultados obtidos em nosso trabalho (biofilme mono e multi-espécies) puderam
contribuir para o entendimento mais amplo da acdo do PBTPA-argonio em
biofilmes mono e multi-espécies envolvendo essa espécie. S. sanguinis €
tipicamente associado a formacéo do biofilme cariogénico na cavidade oral (Bik
etal., 2010; Belda-Ferre et al., 2011) e assim como S. gordonii, S. sanguinis € um
colonizador pioneiro que esta intimamente relacionado com a ligacdo adicional
de outros micro-organismos na superficie do dente e subsequente auxilia na
formacdo de um biofilme cariogénico maduro (Caufield et al 2000; Aas et al.,
2005).

N&o ha estudos na literatura relatando a acdo da PBTPA sobre o biofilme
polimicrobiano formado por C. albicans, L. casei e S. mutans, esse fato mostra a
originalidade do presente trabalho e neste estudo foi possivel elucidar como 0s
biofilmes formados pela associacdo desses micro-organismos foram
significativamente reduzido apos tratamento com PBTPA-argdnio em todos

grupos experimentais em comparagdo aos controles negativos e positivos.



59

Futuramente, nossos resultados obtidos para essa associacdo de micro-organismos
poderdo contribuir muito em outros trabalhos envolvendo essas espécies de
micro-organismos.

Contagens de L. casei no biofilme multi-espécies também foram
significativamente reduzidas apds tratamento com PBTPA no presente trabalho.
Em um estudo onde Blumhagen et al. (2015) analisaram a acdo da escova do
PBTPA-argonio (99,9%) sobre biofilmes mono espécie formados por baixa (10°)
e alta (10") concentracdo de Lactobacillus sp. e S. mutans sobre discos de
hidroxiapatita, os autores identificaram que apos tratamentos por 3, 9, 13, 15 e
18 s a uma distancia de 5mm da ponta do jato de PBTPA-argbnio até a superficie
da amostra, que a exposicdo por 13 s do PBTPA-argono inviabilizou
completamente todas as células presente no biofilme formados por baixa
concentracdo tanto de Lactobacillus quanto por S. mutans. No entanto, quando o
biofilme foi formado com maior concentracdo, o biofilme apresentou maior
resisténcia ao PBTPA-argonio e as reducgdes foram de 1,5a 2 log e 2 a 2,5 log
para Lactobacillus e S. mutans, respectivamente (Blumhagen et al., 2015).
Comparando os resultados anteriormente citados com os obtidos no presente
trabalho, podemos observar que mesmo que a disténcia do trabalho citado tenha
sido menor e os parametros usados tenham sido diferentes dos utilizados em nosso
estudo, nossos resultados também foram significativos e poderdo contribuir para
trabalhos futuros envolvendo PBTPA-argbnio e/ou outros gases utilizados por
diferentes equipamentos para formacdo do jato de PBTPA. Além disso, o
equipamento gerador de plasma utilizado em nosso trabalho é capaz de formar
apenas um anico jato de plasma, diferente da escova de plasma que abrange uma
area maior. Nosso trabalho apresentou reducdo similar em ndmero de celulas
viaveis (1,28 a 3,21 log e de 0,526 a 2,66 log tanto para L. acidophilus quanto

para S. mutans, respectivamente). Estudos anteriores sugerem que a escova de
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PBTPA pode produzir maior nimero de espécies reativas de oxigénio (Duan et
al., 2007; Yang Y et al., 2021) em comparagdo com um unico jato.

Estudos na literatura relatando a acdo da PBTPA-argbnio e/ou outros
PBTPA sobre o biofilme de duas espécies formado por A. naeslundii e S. mutans
S0 escassos. Entre estes micro-organismos, as espécies de estreptococos
compreendem a maioria da populacdo do biofilme cariogénico (Pratten et al.,
2003). Analises revelaram que a desmineralizacdo do esmalte € induzida pela
aumentando a acidez do microambiente ao redor do dente, e esta acidez é
principalmente gerada por um grupo seletivo de bactérias (Sheiham, 2015). Um
estudo utilizando técnicas moleculares caracterizou a microbiota oral saudavel e
no estagio de doenca de cérie revelou a diversidade de micro-organismos nesse
biofilme oral, introduzindo Actinomyces spp. as especies bacterianas associadas
as caries (Neves et al., 2017). da Silveira (2017), mostrou através da analise da
concentracdo relativa de bactérias orais realizado por gPCR resultados
significativos ap0ds tratamentos das amostras com PBTPA-argonio. O trabalho
envolveu 0 mesmo equipamento utilizado em nosso trabalho (kINPen09™) para
gerar PBTPA-argbnio. ApoOs tratamento das amostras de biofilmes bucal
formados in situ aplicando a mesma distancia utilizada em nosso trabalho (1,0
cm), as concentracOes de S. mutans, L. acidophillus, grupo S. mitis, A. naeslundis
e 0 grupo Bifidobacterium foram significativamente reduzidas apos tratamento
com PBTPA-argbnio comparando aos outros grupos de tratamento (Gas argonio
e Clorexidina 0,12%). Nosso trabalho envolveu uma forma diferente de anélise
dos micro-organismos, entretanto, nossos resultados corroboram com 0s
resultados presentando anteriormente. Em nosso estudo foi possivel elucidar e
compreender através de contagem de logl0 UFC/mL, como os biofilmes
formados pela associacdo desses micro-organismos foi significativamente
reduzida apos tratamento com PBTPA-argbnio em todos tempos testados em

comparacao aos controles negativo e positivo.
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5.2 Efeito do PBTPA-hélio sobre biofilmes cariogénicos

No presente estudo verificou-se que o PBTPA-hélio apresentou efeito
antibiofilme frente a S. gordonii, S. mutans e S. sanguinis e as reducdes foram
significativas e apresentadas em log10 UFC/mL ap0s tratamento das amostras dos
biofilmes com PBTPA-hélio em todos os tempos analisados em comparacgédo ao
controle negativo. O equipamento utilizado em nosso estudo foi descrito no item
3.1.2, a distancia utilizada foi de 1,5 cm da ponta do PBTPA até a amostra. Os
resultados obtidos corroboram os achados por Yang et al. (2020), onde os autores
verificaram a acdo do PBTPA-heélio sobre biofilmes mono espécie formado por
S. mutans. Entretanto, diferente do nosso estudo, os biofilmes foram formados em
discos de zircOnia em diferentes tempos de crescimento (24, 48 e 72h). Apoés esses
periodos de crescimento os biofilmes foram tratados e uma distancia de 1,0 cm da
saida do jato de plasma até a superficie da amostra foi aplicada. Os biofilmes
foram tratados com PBTPA-hélio por 30, 60 e 90s e, apds os tratamentos, 0S
biofilmes foram submetidos a ensaio um ensaio colorimétrico para avaliar a
atividade metabdlica celular (ensaio de MTT). Os resultados da densidade optica
(DO) de todos grupos tratados com PBTPA-hélio mostraram reducéo significativa
em comparacéo ao grupo controle negativo (Yang et al., 2020). Complementando
o trabalho anterior, em um outro estudo, Yang et al. (2021) formaram os biofilmes
no mesmo substrato de zircbnia pelos mesmos tempos (24, 48 e 72h), e
posteriormente foram tratados com PBTPA-hélio também pelos mesmos tempos
(30, 60 e 90s). Anteriormente, 0 objetivo dos autores foi descobrir se o
crescimento de S. mutans poderia ser inibido apds tratamento com PBTPA-hélio,
esta hipotese foi confirmada. Neste trabalho, os autores tambeém confirmaram que

a presenca de espécies reativas de oxigénio na superficie do biofilme formado por
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S. mutans apds o tratamento com PBTPA-hélio inibiu o crescimento deste
biofilme. Para tanto, coloracdo de ERO e um eliminador de ERO foram utilizados
para avaliar o nivel de ERO intracelular bacteriano e também para determinar o
papel de ERO na inibigdo do crescimento bacteriano quando os biofilmes séo
tratados com PBTPA-hélio. Mudangas nas caracteristicas da superficie
antibacteriana foram causadas pela ERO. Além disso, a confirmacédo de ERO na
superficie do biofilme levou os autores a concluir que a eficacia € dependente do
tempo do tratamento com PBTPA-hélio, corroborando ainda mais com 0s
resultados obtidos no presente trabalho, no qual as concentracdes de micro-
organismo foram reduzidas com o aumentar do tempo de exposi¢do das amostras
ao PBTPA-hélio.

Em um outro estudo os autores analisaram a aplicagdo do PBTPA-hélio
em biofilme de S. mutans cultivados em dentes humanos para avaliar a eficiéncia
do PBTPA-hélio na reducéo dos biofilmes formados por S. mutans e também o
impacto do PBTPA-hélio no esmalte e dentina apds tratamentos. Os resultados
mostram que tanto o modo do jato de corona pulsado quanto o continuo podem
reduzir a populacéo bacteriana nos biofilmes formados nos dentes em até 3 log
com 10 min de exposicdo. Além disso, os autores também determinaram que este
efeito bactericida pode ser alcancado mais rapidamente (dentro de 5 min) por
pulverizacdo eletrostatica de agua através da descarga na superficie do dente
tratado (Kovalova et al., 2014).

Diferente dos estudos citados acima, Qing et al. (2016) investigaram o
efeito do tratamento da escova de PBTPA composto por uma mistura de dois
gases em biofilme nomo espécie. A vazdo do gas foi 3.000 sccm, a poténcia do
equipamento foi ajustada para 10 W, corrente ajustada a 8 mA e um tenséo inicial
de 3 kV. A distancia da ponta do gerador de plasma até a superficie da amostra
foi de 4 mm. O efeito da escova de plasma foi analisado sobre biofilmes mono

espécie formados por S. mutans por 3 dias nas superficies de discos de
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hidroxiapatita. Apés tratamento com PBTPA por 1 minuto, 90% de reducéo do
biofilme foi observado. Comparado ao nosso estudo que utilizou um dispositivo
gerador de PBTPA diferente e jato de plasma ao invés de escova de plasma,
nossos resultados foram extremamente significativos. Primeiramente, porque a
escova de plasma pode tratar uma superficie maior. Além disso, a distancia
utilizada em nosso estudo foi maior (15 mm) em relacdo ao estudo de Qing et al.
(2016) (4mm), o que representa uma vantagem clinica relevante. O jato de plasma
tem a vantagem de tratar um ponto especifico quando comparada a escova de
plasma (Duan et al., 2017), o que pode ser util em algumas situacdes clinicas onde
h& necessidade de aplicacBes em locais mais estreitos.

Em outro estudo que investigou a acdo do PBTPA de argonio/oxigénio
com vazéo de 3.000 sccm, corrente ajustada a 10 mA, tenséo inicial de 0,8 kV e
distancia da ponta do gerador de plasma até a superficie da amostra de 5 mm. A
acdo do PBTPA foi analisada com aplicacdo de 120 segundos em biofilmes de
duas espécies formados por S. mutans e S. sanguinis no fundo de placas de
poliestireno. Apos exposicédo do biofilme ao PBTPA, foi observada uma reducéo
de 99% de células vidveis quando comparado ao controle negativo (Liu et al.,
2017). Em nosso estudo foi observada reducéo significativa no total de celulas
viaveis em todos os tempos de exposicdo no biofilme multi-espécies formado por
S. mutans, S. gordonii e S. sanguinis. Além de nosso estudo corroborar o estudo
citado acima, confirmando a eficidcia do PBTPA no tratamento de biofilmes
cariogénicos formados in vitro, nosso estudo comprovou a eficacia nos tempos de
exposicdo mais longos (5 e 7 minutos), nos quais foram detectadas reducdes
superiores a 2 logs de log10 UFC/mL.

Hirano et al. (2019) analisaram o efeito de um proto6tipo gerador de
PBTPA-ar em biofilmes mono espécies formado por S. mutans, Porphyromonas
gingivalis e Enterococcus faecalis. O dispositivo operou em modo pulsado, tenséo
de 7,5 + 0,5 kV, frequéncia de 200 Hz , fluxo de gas de 1,0 L/minuto, distancia
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entre a saida do PBTPA até a superficie do biofilme formado por S. mutans foram
de 1, 3e 5 mm e o tratamento foi realizado por 1, 3, 5 e 7 minutos. Para S. mutans,
0 tratamento com PBTPA-ar causou reducéo significativa a partir de 3 minutos
de tratamento. Em nosso estudo, foi observado maior resisténcia do biofilme
multi-espécies formado por S. gordonii, S. mutans e S. sanguinis ao PBTPA-hélio
em comparacao aos biofilmes mono-espécies. Entretanto, a distancia de trabalho
usada em nosso estudo foi maior, o que pode ser vantajoso para a aplicagdo em
odontologia clinica.

A viabilidade dos os micro-organismos presentes em biofilmes multi-
espécies formados por C. albicans, L. acidophillus e S. mutans foi
significativamente reduzida apés tratamento com PBTPA-hélio em todos grupos
experimentais em comparagdo ao controle negativo.

Em um estudo in vitro onde o objetivo foi testar PBTPA-hélio quanto a
sua eficécia antimicrobiana frente a Lactobacillus casei, os autores tiveram dois
objetivos, avaliar a acdo PBTPA-hélio em L. casei compostos em placas de petri
e em fragmentos de dentina. Para tanto, 100l das suspensdes microbianas foram
semeados (6 log10 UFC em placas de agar (90 mm de diametro) e secos por 15
min a 37 °C. A duracdo do tratamento das placas de agar foi de 33, 63 € 91 s em
varredura, uma area de superficie de 1 cm? resultando em tempos de irradiagdo de
0,3,0,6 € 0,9 s por mm?, respectivamente. As placas de agar foram incubadas por
48 h a 37 °C. A area irradiada foi avaliada em comparacdo com a superficie
circundante do &gar ndo tratada. As coldnias foram contadas e as zonas de inibicédo
foram medidas. Fragmentos de dentina de 2 mm de espessura com diametros de
8 a 10 mm foram obtidas a partir de coroas de molares humanos extraidos.
Posteriormente, as amostras foram lixadas, limpas em ultrassom por 15 min e
autoclavadas. 5 pul das suspensdes microbianas foram inoculadas no centro das
fatias de dentina cobrindo uma area de aproximadamente 20 mm?. Os espécimes

foram incubados por 15 min para aderéncia bacteriana. Fragmentos de dentina
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foram fixadas em placas de vidro estéreis e expostas imediatamente. As areas das
fatias de dentinas contaminadas foram tratadas, semelhante ao tratamento com
placa de &gar descrito acima. Os resultados dos tratamentos PBTPA-hélio das
placas de 4gar mostraram completa inibicdo do crescimento de L. casei nas aereas
de superficie irradiada. Uma média de 2 log10 CFU L. casei foram recuperados
dos fragmentos de dentina apoOs tratamento com PBTPA-hélio a uma taxa de
varredura de 0,3 s mm?. Apés 63 e 91 segundo de tratamento a uma taxa de 0,6
e 0,9 s mm? de tratamento, respectivamente, este nimero diminuiu para 1 log10
CFU (Rupf et al., 2010). Apesar de nosso trabalho ter objetivos diferentes, o0s
resultados apresentados acima corroboram com nosso trabalho no sentido de
demonstrar a eficacia do PBTPA-helio em eliminar Lactobacillus tanto cultivados
em placas, fatias de dentina ou em biofilme multi-espécie. Todos esses resultados
nos fornece uma compreensdo melhor sobre a acdo do PBTPA-hélio em
lactobacilos, pois nos fornece parametros efetivos para reducdo do biofilme
formados por essa espécie.

Para A. naeslundii, houve reducéo significativa de logl0 UFC / mL apds
todos os tempos de exposi¢do do PBTPA (1, 3, 5 e 7 minutos) quando comparado
ao controle negativo (p <0,0001). A deciséo de ter escolhido A. naeslundii e S.
mutans para a formacao de um biofilme de duas espécies foi porque é sabido que
a microbiota isolada de lesdes de cérie inclui diversas espécies que sdo capazes
de proliferar no ambiente cariogénico, tais como lactobacilos, Actinomyces spp.,
S. mutans, S. sobrinus, leveduras e bifidobactérias (Mantzourani et al., 2009;
Peterson et al., 2011). N&o ha na literatura estudo envolvendo biofilme formado
por Actinomyces spp. seguida de tratamento com PBTPA, o que dificulta uma
discussdo mais abrangente.

Neste estudo, comparamos os resultados obtidos no tratamento com
PBTPA com digluconato de clorexidina 0,12% (CHX 0,12%). Digluconato de

clorexidina € uma substancia quimica padrdo-ouro com acao antibacteriana contra
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bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Nayak et al., 2020). Foi possivel
observar que o tratamento com CHX 0,12% foi capaz de reduzir quantidade de
UFC de acordo com o tempo de exposicdo em relacdo ao negativo. A eficécia da
CHX 0,12% pode estar associada a protecdo que apresenta um biofilme bem
estabelecido e maduro, capaz de proteger os micro-organismos contra dessecacao,
biocidas oxidantes ou carregados, antibioticos, cations metalicos e radiacdo
ultravioleta (Flemming, Wingender, 2010). No entanto, é de conhecimento que
um unico tratamento com clorexidina 0,12%, ndo é capaz de reduzir a quantidade
de celulas viaveis quando comparado a controle negativo tanto em biofilme mono
quanto multi-espécies. Como enxaguatorio bucal e agente antiplaca, é
recomendado que a clorexidina 0,12% seja usada duas vezes ao dia (McBain et
al., 2003).

Apos analise dos resultados tanto do PBTPA-argbnio quanto PBTPA-hélio
é possivel sugerir que quando o equipamento gerador de PBTPA trabalha com
gases diferentes, diferentes resultados também sdo obtidos. Especificamente
neste estudo o PBTPA-argonio apresentou resultados mais promissores em
comparagdo ao PBTPA-hélio. Estudos mais abrangente com a finalidade
comparativa dos gases € necessario para o melhor entendimento dos jatos de
PBTPA formados por esses dois gases e de seus produtos finais. A espectroscopia
de emissédo Optica talvez possa fornecer um melhor entendimento das principais
especies reativas de oxigénio presentes nos dois tipos de PBTPA presente neste

trabalho.
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6 CONCLUSAO

Em conclusédo, os PBTPA-argénio e hélio mostraram efeito antibiofilme
significativos contra biofilmes mono, dual e multi-espécies formados por A.
naeslundii, C. albicans, L casei, S. mutans, S. gordonii e S. sanguinis.

Os baixos tempos de exposicdo do PBTPA-argbnio afetaram os biofilmes
cariogénicos de uma, duas e multi-espécies. PBTPA-hélio os tempos mais
efetivos foram 5 e 7 min de exposi¢do. Os resultados apontam o PBTPA, sendo
um candidato promissor para contribuir para o desenvolvimento de novos
protocolos para o tratamento e controle da carie dentaria e/ou novo protocolo de

Odontologia de Intervencdo Minima.
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