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De Abreu GMA. Efeitos do plasma frio sob pressdo atmosférica como adjuvante no
controle da  periodontite  experimental induzida por  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

RESUMO

A etiopatogenia da doenca periodontal é complexa e exige estudos constantes em
alternativas terapéuticas que possibilitem seu controle. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans esta associado fortemente a periodontite cronica e a
periodontite agressiva. A tecnologia do plasma frio sob pressdo atmosférica tem
potencial para uso na odontologia, mas sua aplicacdo na periodontia ainda € pouco
explorada. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do plasma de baixa
temperatura sob presséao atmosférica (PBTPA) como adjuvante no controle da doenca
periodontal experimental induzida por ligadura, inoculada com A.
actinomycetemcomitans, na regido cervical do primeiro molar inferior em modelo
murino. Inicialmente, foram determinados os parametros fisicos efetivos para inibicao
de biofilmes de A. actinomycetemcomitans utilizando cepa padrdo American Type
Culture Collection ATCC 29523. Foram realizados testes de screening inicial com a
verificagdo da inibicdo do crescimento por exposicdo ao PBTPA de A.
actinomycetemcomitans semeados em placas de Petri. Posteriormente, foram
formados biofilmes em placas de microtitulacdo e foram determinados os parametros
fisicos efetivos do PBTPA. Foram realizados experimentos in vivo de inducédo de
doenca periodontal por A. actinomycetemcomitans em modelo utilizando ligaduras em
ratos. A tomografia computadorizada de feixe conico foi utilizada para avaliar o nivel
de perda éssea apoés periodo experimental. Os resultados mostraram que o PBTPA
foi efetivo na eliminacéo do micro-organismo observado através da formacao de halos
de inibicho nos tempos de 5 e 7, 5 minutos e sobre biofimes de A.
actinomycetemcomitans expostos ao PBTPA no tempo de 5 minutos. Os resultados
exibiram diferenca estatistica significativa (p <0,001) na distancia entre a juncdo
esmalte-cemento e a crista 0ssea alveolar, do grupo tratado com PBTPA em relacao
ao grupo raspagem e ao grupo controle. Os resultados do presente estudo sugerem
o potencial do PBTPA no controle da periodontite induzida, contudo analises
adicionais sdo necessarias.

Palavras-chave: Periodontite. Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Gases em
plasma. Antibacterianos.



De Abreu GMA. Effect of atmospheric pressure cold plasma as adjuvante in the control
of experimental periodontitis induced by Agdregatibacter actinomycetemcomitans
[thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of
Science and Technology; 2021.

ABSTRACT

The etiopathogenesis of periodontal disease is complex requiring constant studies of
therapeutic alternatives that enable its control. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans is strongly associated with chronic periodontitis and
aggressive periodontitis. Cold plasma technology under atmospheric pressure has
potential for use in dentistry, but its application in periodontics is still not well explored.
This study aimed to evaluate the effects of low temperature atmospheric pressure
plasma (PBTPA) as an adjuvant in the control of experimental periodontal disease
induced by ligature inoculated with A. actinomycetemcomitans in the cervical region of
the lower 1st molar in a murine model. Initially, effective physical parameters for
inhibition of A. actinomycetemcomitans biofilms were determined using the standard
strain American Type Culture Collection ATCC 29523. Initial screening tests were
performed to verify growth inhibition after exposure of A. actinomycetemcomitans
seeded in Petri dishes to the PBTPA. Subsequently, biofilms were formed on microtiter
plates and the effective physical parameters of the PBTPA were determined. In vivo
experiments were carried out to induce A. actinomycetemcomitans periodontal disease
induced by ligature in a rat model. Cone beam computed tomography was used to
assess the level of bone loss after the experimental period. The results showed that
PBTPA was effective in eliminating the microorganism observed through the formation
of halos inhibition during 5 and 7.5 minutes and in A. actinomycetemcomitans biofilms
exposed to PBTPA at 5 minutes. The previous study using PBTPA in 5 minutes did not
show cytotoxicity in Vero cells. The results showed a statistically significant difference
(p <0.0001) in the distance between the enamel-cement joint and the alveolar bone
crest, of the group treated with PBTPA in relation to the scalling group and the control
group, confirming the potential of the technique in dentistry.

Keywords: Periodontitis. Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Plasma gases.

Anti-bacterial agents.



1 INTRODUCAO

As doencas periodontais apresentam elevada relevancia no contexto da
saude bucal mundial (Organiza¢do Mundial da Saude, 2017; Papapanou, Susin, 2017;
Petersen, Ogawa, 2005). Por muitas décadas, a ocorréncia de periodontite foi
associada a presenca de grupos bacterianos especificos (Bartold, Van Dyke, 2013;
Kinane et al., 2005; Kinane et al., 2017; Lindhe et al., 2010; Newman, 2016; Wong et
al., 2021). Atualmente, a etiopatogenia dessa doenca esta relacionada a associacao
de diferentes fatores, como acumulo de biofilme, condi¢ces sistémicas desfavoraveis
e outras condicbes externas que culminam com a ocorréncia de disbiose,
caracterizada pelo elevado numero de bactérias Gram-negativas proteoliticas
especificas (Al-Maweri et al., 2021; Armitage, 1999; Hajishengallis, 2014; Lindhe et
al., 2010; Kinane et al., 2017; Newman, 2016; Wong et al., 2021).

A complexa interagdo da microbiota disbittica e os elementos das respostas
imune inata e adaptativa iniciam e propagam a inflamacao crénica periodontal a qual
resulta em destruicdo tecidual, incluindo a reabsorcédo 0ssea (Al-Maweri et al., 2021;
Hajishengallis, 2014; Kinane et al., 2017; Lindhe et al., 2010; Newman, 2016). Com
base nessa visdo sobre a patogénese da doenca periodontal, a terapéutica que
anteriormente era baseada na utilizacdo de antimicrobianos, passa a exigir um
enfoque ampliado, levando a necessidade de pesquisa em novas formas de controle
e tratamento (Bartold, Van Dyke, 2013; Kinane et al., 2017; Laroussi, 2019; Newman,
2016; Tonetti, Claffey, 2005; Tonetti et al., 2017, Wong et al., 2021).

Dentre 0s periodontopatégenos, a espécie Aggregatibacter
actinomycetemcomitans é uma das mais estudadas. Trata-se de um coco bacilo
pequeno, imovel, Gram-negativo, anaerdbico facultativo, microaerdfilo, capnofilico,
nao esporulado, tamanho entre 0,4-0,5 um x 1,0-1,5 um pertencente a familia
Pasteurellaceae e que forma pequenas colonias convexas de centro estrelado quando
cultivado em &gar-sangue (Benso, 2017; Haubek, 2010; Kachlany, 2010; Oscarsson
et al., 2019; Poulsen et al., 2011, Tsai et al., 2018). Estudos prospectivos relatam sua
presenca em numero elevado no biofilme subgengival na presenca da doenca
periodontal, sendo que em individuos sadios seu numero € diminuido ou ausente, 0

micro-organismo é associado fortemente a periodontite crénica e a periodontite



agressiva (Benso, 2017; kachlany, 2010; Oscarsson et al., 2019; Pourhajibagher et
al., 2017; Schacher et al., 2007; Tsai et al., 2018; Wong et al., 2021).

A. actinomycetemcomitans tem como fatores de viruléncia: leucotoxinas,
toxina distensora citoletal (CDT), proteina C (MorC), colagenase, endotoxinas,
toxinas, fimbrias e pili (Benso, 2017; Henderson et al., 2001; Kawamoto et al., 2016;
Mayer et al., 1999; Poulsen et al., 2011; Tsai et al., 2018, Wong et al., 2021). Expressa
ainda outros fatores que contribuem para sua viruléncia, tais como fator indutor de
reabsorcdo Ossea, fator inibidor de fibroblastos, inducao da producdo de citocinas
pelos macrofagos, capacidade de invasédo celular e capacidade de induzir a apoptose
celular (Benso, 2017; Haubek, 2010; Oscarsson et al., 2019; Poulsen et al., 2011,
Wong et al., 2021). Elevados niveis de pelo menos seis diferentes tipos de anticorpos
especificos, determinados por O-polissacarideos de superficie da bactéria, sao
encontrados no soro, na saliva e em sitios ativos de pacientes (Benso, 2017; Haubek,
2010; Oscarsson et al., 2019; Pourhajibagher et al., 2017; Schacher et al., 2007; Tsai
et al., 2018). Esse micro-organismo tem sido identificado, entre outras patologias, em
ateromas, pneumonias, osteopatologias, septicemias e abcessos cerebrais e é
conhecida como a bactéria do grupo HACEK (Haemophilus, Aggregatibacter,
Cardiobacterium, Eikenella, Kingella) Gram-negativa facultativa produtora da toxina
RTX (repeats in toxin) € mais prevalente nas endocardites bacterianas (Ando-
Suguimoto et al., 2014; Benz, 2016; Oscarsson et al., 2019; Paturel et al., 2004;
Winkelhoff, Slots, 1999; Yoshida et al., 2021).

A complexidade da etiologia multifatorial da doenca periodontal e o insucesso
nos tratamentos tradicionais, associada a resisténcia bacteriana, motivam a
descoberta de novas terapias. A laserterapia e a terapia fotodinamica séo investigadas
h& alguns anos no tratamento da periodontite com aplicacao clinica, mas seu emprego
é limitado devido alto custo da tecnologia laser (Shetty et al., 2021). A nanotecnologia
e medicina regenerativa com células tronco também sao propostas no tratamento da
periodontite, mas novamente o alto custo da técnica e a necessidade de
especializacdo dos profissionais sédo limitadores para sua utilizacdo na clinica
odontoldgica (Dharma, Nagarathna, 2021)

A tecnologia do plasma frio sob pressdo atmosférica (PBTPA) tem sido
estudada e utilizada extensamente na esterilizacdo de equipamentos médicos,

industria alimenticia, tratamento de superficies, esterilizacdo de graos, esterilizagéo



interna de embalagens previamente seladas, na industria téxtil e automotiva, assim
como no tratamento de aguas (Arndt et al., 2018; Belgacem et al., 2017; Laroussi,
1996; Laroussi, 2019; Laroussi, Mendis, 2003; Neyts, Brault, 2017). Um vasto e
promissor campo de estudo se abre com a aplicacdo da tecnologia em areas como a
energética, a fotdbnica, a comunicacado, a exploracao espacial, a fisica de materiais e
muito especialmente nas areas médicas (Belgacem et al., 2017; Laroussi, 2017;
Mohades et al., 2017; Motaln et al., 2021; Neyts, Brault, 2017). Grupos
multidisciplinares sob esforcos conjuntos da engenharia, fisica, quimica, biologia,
odontologia e medicina, entre outros, tem produzidos evidéncias in vitro e in vivo da
eficacia e da aplicabilidade da tecnologia, no tratamento ndo invasivo e indolor, de
infeccOes persistentes a diversos tipos de cancer (Arndt et al., 2018; Dobrynin et al.,
2009; Lee et al., 2016; Laroussi, 2017; Laroussi, 2019).

Os efeitos do plasma sobre células procariéticas e eucaridticas na indugéo a
apoptose celular e da regeneracdo celular sdo objetos dos estudos recentes com
resultados promissores que norteiam pesquisas subsequentes (Brun et al., 2015;
Borges, 2016; Motaln et al.,, 2021). Evidéncias que apontam para efetividade do
plasma na inibicdo da cascata inflamatéria que culmina com destruicdo tecidual,
também motivam o estudo dessa tecnologia (Arndt et al., 2018; Borges, 2016; Brun et
al., 2015; Laroussi, 2019; Motaln et al.,, 2021). Schmidt et al. (2017), em estudo
prospectivo Unico, acompanhou por um ano os efeitos da PBTPA sobre feridas em
orelhas de ratos com resultados que sugerem efeitos colaterais ndo evidentes
incluindo auséncia de formacéao de tumor, auséncia de inflamacéo crbénica e auséncia
de citocinas pro-inflamatérias e marcadores tumorais.

O plasma é conceituado como uma mistura gasosa carregada de ions,
radicais livres e radiacédo produzidos por micro-ondas, radio frequéncia e estimulagéo
elétrica continua ou alternada de gases nobres ou moleculares (argdnio, hélio,
oxigénio, nitrogénio) (Bourke et al., 2017; Kong et al., 2009; Laroussi, 1996; Laroussi,
2019).

Embora existam dois tipos conhecidos de plasma: plasma com producéo de
calor em alta temperatura e plasma frio sob pressdo atmosférica (PBTPA) com
temperaturas inferiores a 40°C (Kong et al., 2009; Laroussi, 1996; Neyts, Brault, 2017),
este trabalho se debruca sobre o Ultimo por sua caracteristica inerente em nao

produzir calor e dor e por ter baixa toxicidade as células eucaridticas (Bourke et al.,
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2017; Kong et al., 2009; Laroussi, 2019, Motaln et al., 2021). Laroussi (1996) foi o
primeiro a relatar o efeito bactericida do plasma frio, liderando desde entdo um
expressivo nimero de artigos abordando seu potencial antimicrobiano e investigando
0s mecanismos fisicos e quimicos envolvidos no processo terapéutico da técnica
(Bourke et al., 2017; Coughlan et al., 2016; Delben et al., 2016; Jiang et al., 2009;
Kong et al., 2009; Koban et al., 2010; Lunov et al., 2017; Von Woedtke et al., 2019).

O potencial da PBTPA na odontologia é corroborado e justificado por estudos
investigando os efeitos antimicrobianos sobre Streptococcus mutans (Goree et al.,
2006; Kang et al., 2011; Rupf et al., 2010; Tasaki et al., 2017; Yang et al., 2011). Efeito
inibitério sobre Lactobacillus acidophilus ap6s 5 minutos de aplicacdo do plasma
também foi observado por Yang et al. (2011). Estudos conduzidos com jato de plasma
mostraram a eliminagéo efetiva de Enterococcus faecalis em canais radiculares ex
vivo apos 8-10 minutos de aplicacdo (Kleineidam et al., 2019; Jiang et al., 2009; Pan
et al.,, 2013; Yamamoto et al.,, 2017). Efeito antifungico frente a Candida albicans
também foi reportado por Kostov et al. (2015) e Borges et al. (2017). Estudo conduzido
com Porphyromonas gingivalis mostrou que o plasma frio € eficaz na inibicdo do micro-
organismo numa variacdo temporal de 5 a 11 minutos de aplicacdo (Liu et al., 2011,
Mahasneh et al., 2011; Yang et al., 2017).

A hipotese mais aceita para o0 mecanismo de acdo do PBTPA € a capacidade
de quebrar ligacdes covalentes de compostos estaveis como o peptideoglicano da
parede celular de bactérias Gram-positivas e levar a peroxidacdo de lipidios da
membrana celular de bactérias Gram-negativas (Laroussi, 1996; Laroussi, Leipold,
2004; Laroussi et al.,, 2017; Lunov et al., 2017; Mai-Prochnow et al., 2016, Von
Woedtke et al., 2019). Os resultados mostram que a interagcdo do plasma com a
estrutura de células procaritticas leva a ruptura da célula por eletroerosdo com
formacdo de poros iGnicos e subsequente extravasamento do conteudo celular
(Bourke et al., 2017; Delben et al., 2016; Mai-Prochnow et al., 2016; Motaln et al.,
2021; Von Woedtke et al., 2019). Esses efeitos sdo decorrentes da acéo dos radicais
hidroxilas OH-, peréxido de hidrogénio H»O>, oxigénio singleto O, anion superéxido
02, oxigénio atdmico O, nitrogénio atdmico N, éxido nitrico NO entre outras espécies
reativas produzidas pelo plasma frio (Bourke et al., 2017; Laroussi et al., 2003; Von
Woedtke et al., 2019). Além disso, o plasma frio tem ainda a capacidade de romper

as ligacdes covalentes das matrizes poliméricas dos biofilmes microbianos facilitando
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sua desestruturacdo (Brelles-Marifio, 2012; Delben et al., 2016; Puligundla, Mok,
2017).

Outra propriedade marcante do plasma e determinante para o tratamento de
infeccbes é a capacidade em causar dano a célula procaridtica mantendo a
integridade de células eucaribticas (Dobrynin et al., 2009; Mai-Prochnow et al., 2016;
Lunov et al.,, 2017; Weltmann, Woedtke, 2017). Essa propriedade € baseada no
metabolismo celular para espécies reativas de oxigénio (ERO) que néo é igual para
ambas uma vez que eucariotos possuem protecdo para espécies como Oz , por
exemplo, enquanto células procariéticas ndo possuem protecdo ou tem baixa
resisténcia (Dobrynin et al., 2009; Gorbanev et al., 2016; Kumar et al., 2014; Lin et al.,
2017; Madigan et al., 2016; Xu et al., 2015). A diferenca de tamanho entre as células
também oferece seletividade visto que células bacterianas oferecem maior superficie
em relacdo ao volume para acdo do plasma, estando na ordem de 0,2 a 10um
engquanto a célula eucaridtica apresenta tamanho variavel de 10 a 100um (Arndt et al.,
2018; Dey et al., 2021; Dobrynin et al., 2009; Gorbanev et al., 2016; Kong et al., 2009;
Motaln et al., 2021; Von Woedtke et al., 2019).

A capacidade das células eucarioticas de se organizarem em tecidos confere
uma maior capacidade em resistir aos efeitos do plasma, assim uma pequena dose é
capaz de eliminar bactérias que tendem a agir isoladamente ou em associagoes,
muitas vezes compondo biofilmes, sem dano ao tecido organizado (Alkawareek et al.,
2012; Arndt et al., 2018, Delben et al., 2016; Dey et al., 2021; Lunov et al., 2017;
Puligundla, Mok, 2017). Diferencas metabdlicas entre células sadias e células
malignas e bacterianas também promovem seletividade uma vez que replicacdes
celulares constantes expde o DNA dessas ultimas, em relacdo as células sadias,
favorecendo a interacdo com o plasma que promove dano estrutural ao DNA, efeito
seletivo desejavel no tratamento e controle das infeccfes e das doencas malignas
(Dey et al., 2021; Dobrynin et al., 2009; Hirst et al., 2016; Kong et al., 2009; Van der
Paal et al., 2017, Von Woedtke et al., 2019; Xu et al., 2015).

As diversas acdes biologicas das espécies reativas geradas pelo PBTPA
(antimicrobiana, anti-inflamatoria e indutora de reparacao tecidual) e baixa toxicidade
sugerem que esta tecnologia pode ser valida no controle da periodontite. A busca por
novas formas de tratamentos para doencas infecciosas sem uso de antibiéticos,

segundo demandado pela Organizacdo Mundial da Saude (Petersen, Ogawa, 2005,
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Yoshida et al., 2021), e a possibilidade de desenvolvimento tecnoldgico com aplicacéo

clinica direta motivam o desenvolvimento desse estudo.

13



2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos in vitro e in vivo do jato

de plasma de baixa temperatura gerado com hélio (PBTPA) sob pressédo atmosférica

no controle da doenca periodontal experimental induzida por Aggregatibacter

actinomycetemcomitans.

2.1.1 Objetivos especificos

Foram objetivos especificos do projeto:

a)

b)

c)

d)

Determinar as condicdes fisicas do jato de plasma frio sobre biofilmes
de A. actinomycetemcomitans (ATCC 29523);

Avaliar o efeito do plasma frio sobre biofimes de A.
actinomycetemcomitans;

Avaliar os efeitos do plasma, em modelo animal com periodontite
induzida por ligadura associada a infeccdo por A.
actinomycetemcomitans;

Avaliar, o efeito do PBTPA na perda éssea alveolar apos inducéo da

periodontite em ratos.
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3 MATERIAL E METODOS

Os protocolos e procedimentos deste estudo foram submetidos ao Comité de
Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacdo do ICT/UNESP e foram
realizadas de acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA). CEUA n° 01/2018.

3.1 Micro-organismo e origem da cepa analisada

Foi utilizada a cepa padrdo American Type Culture Collection (ATCC) de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 29523. A cepa de A.
actinomycetemcomitans (ATCC® 29523) é classificada como sorotipo A com base em
suas propriedades antigénicas, e foi isolada a partir de amostras de sangue (Ngrskov-
Lauritsen et al., 2006).

3.2 Caracterizacéao do jato de plasma

O gerador de plasma utilizado nesse projeto foi descrito anteriormente (Kostov
et al.,, 2015). Um diagrama esquematico do arranjo experimental é apresentado
(Figura 1).

O dispositivo consiste em um compartimento em formato de seringa feito de
Delrin, em seu eixo encontra-se uma haste de cobre conectada a uma fonte de alta
tensao mini pulse (GBS Elektronik GmbH, Alemanha) servindo como eletrodo de alta
tensdo. Esta haste metélica € envolvida por um tubo de quartzo que possui uma das
extremidades fechadas. O plasma é gerado na regido do eletrodo de alta tensao sendo
direcionado por meio do fluxo de gas hélio, na ponta do involucro em formato de
seringa, um extenso tubo plastico € conectado e no seu interior encontra-se um fino

fio de cobre que ajuda a conduzir o plasma para a regiao externa. O jato de plasma



descrito opera com o0s seguintes parametros variaveis: frequéncia, tensdo, modulacao
do sinal, fluxo do gés e distancia entre o bocal de saida do plasma e a amostra.

Os parametros sdo padronizados de acordo com o tipo de amostra, aplicacao
e resultado desejado. Nesse estudo, foi acoplado ao equipamento um tubo plastico
longo, de diametro de alguns mm e comprimento que pode chegar a 4 m, a fim de
reduzir o risco de choque elétrico e permitir que o plasma seja aplicado longe da
descarga primaria ou em superficies de dificil acesso. O plasma ejetado pelo tubo é
frio, permitindo assim que seja aplicado in vivo. Dentro do tubo flexivel é instalado um
fino fio condutor (cobre, prata, Ni-Cr ou outro metal) que ajuda gerar plasma na outra
extremidade. Variando o comprimento e a geometria do tubo a poténcia do plasma
pode ser controlada com precisao.

Figura 1 - Desenho esquematico do gerador de plasma acoplado a um tubo longo

utilizado nos experimentos

©

Eletrodo - HV

l:’ll.“l“l
Tubo de vidro  «——— ’
Gerador AC-HV

Descarga primaria

Fluxdmetro

-
vilvula B .

Apoio de vidro
para a amostra

Gas

Fonte: Elaborado por Kostov, 2015.
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3.3 Determinacdo dos parametros fisicos do plasma com atividade inibitoria
frente a Aggregatibacter actinomycetemcomitans

O screening da atividade inibitéria do PBTPA foi realizado pela metodologia
do halo de inibigéo.

A capacidade do PBTPA em reduzir a Vviabiidade de A.
actinomycetemcomitans foi analisada frente a cepa padrédo. Aliquotas de 100 pl de
suspensdes bacterianas de A. actinomycetemcomitans foram padronizadas partindo
de culturas frescas de 24 horas, crescida em aerobiose. As aliquotas com 3 x 108
células/.mlt, com uma densidade 6ptica de 0,80, A 600nm foram distribuidas, com
auxilio de alca Drigalski estéreis, sobre placas de Petri (90 x 15 mm) contendo TSA
(Tryptic soy agar). Apos o espalhamento do in6culo, as placas foram deixadas a
temperatura ambiente no fluxo laminar por 15 minutos para secagem. A seguir, as
placas foram expostas ao jato de plasma a uma distancia de 1,5 cm, nos tempos de
1; 2,5; 5 e 7 minutos, em triplicata (Abonti et al., 2016; Nishime et al., 2016). As placas
foram incubadas apds 24 horas de incubacéo, a 37°C em aerobiose. Como controle
negativo, foram utilizadas placas expostas apenas ao fluxo de gas hélio. Os testes
foram realizados em triplicata. E depois foi observada a formacéo de halos de inibicé&o

do crescimento bacteriano.

3.4 Determinacdo dos parametros fisicos do plasma com atividade anti-biofilme

frente a Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Tendo como base os parametros estabelecidos no screening, as condicfes
do PBTPA efetivas frente a biofilmes de cepa padrdo de A. actinomycetemcomitans
foram estabelecidos. Partindo de culturas frescas de 24 horas, crescidas em
aerobiose em TSA (Tryptic soy agar), suspensfes padronizadas de A.
actinomycetemcomitans foram preparadas em TSB (Tryptic Soy Broth) utilizando-se
0s parametros de uma densidade 6ptica de 0,2 e comprimento de onda (A) de 500 nm

equivalente a 3x108 células.mlt. 200uL da aliquota foram depositados em placas de
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96 pocos por 24 horas para formacdo de biofilmes em aerobiose, conforme
metodologia proposta por Yamazaki et al. (2011). Apos este periodo, o meio de cultura
foi removido, as células foram lavadas com 100uL de solucédo salina 0,9% por 3 vezes
e na sequéncia os biofilmes foram expostos ao PBTPA em tempos 1; 2,5 e 5 minutos.
A diluicdo seriada foi realizada e semeados em meio de cultura TSA, por meio do
método da gota para determinacéo de células viaveis nos biofilmes ap6s 24 horas de
incubacdo em aerobiose. Como controle biofilmes foram expostos ao fluxo de gas,
sem a presenca do hélio e da ativacdo do plasma. Os testes foram realizados em
triplicata e os resultados expressos em UFC/ml.

3.5 Avaliacdo do PBTPA como adjuvante no controle da doenca periodontal

induzida in vivo por A. actinomycetemcomitans

Os experimentos in vivo foram iniciados apds aprovacdo do Comité de Etica
no Uso de Animais — CEUA sob o numero 01/2018, anexo A.

Foram utilizados 30 ratos machos adultos (Rathus norvegicus, variacao
albinus), com 6-8 semanas de idade, peso de 150-250 gramas, mantidos em biotério
com temperatura e umidade controladas em ciclo de 12 horas de luz-escuro. Os
animais receberam agua e racéo ad libitum.

O protocolo experimental adotado foi o proposto por Schreine et al. (2003) e
Campi et al. (2016). A fim de diminuir a flora bucal residente dos ratos foi realizada
higiene oral diaria com auxilio de um cotonete embebido em solucdo de gluconato de
clorexidina a 0,12% (Schreiner et al., 2003). A seguir, o procedimento de inducao da
periodontite foi realizado. Para inducéo da periodontite experimental os animais foram
pesados e anestesiados com quetamina (80 mg/kg, i.m.; Francotar, Virbac do Brasil
Ind. e Com. Ltda, Brasil) e xilazina (20 mg/kg, i.m.; Kensol, Konig S.A., Brazil).

Em seguida, foi fixada ligadura, uma volta, com fio de algodao 3.0 (Ethicon®,
Germany) na regido cervical dos dentes primeiros molares inferiores da mandibula
esquerda. Os dentes contralaterais, mandibula direita, passaram pelos mesmos
procedimentos, mas sendo removida a ligadura imediatamente apés a fixacdo da

mesma no momento cirdrgico, servindo como controle. (Campi et al., 2016; Herreira
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et al, 2015; Schreine et al., 2003) (Figura 2).

Figura 2 - Regido onde foi instalada a ligadura na regiao cervical do dente primeiro

molar inferior da mandibula esquerda

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os animais foram divididos em 3 grupos: i) Grupo C (Controle) (n=11) - insercao
de ligadura no dia 0, protocolo de inoculagéo de A. actinomycetemcomitans por 8 dias
e eutanasia no dia 17; ii) Grupo R (Raspagem) (n=9) - insercao de ligadura no dia O,
protocolo de inoculagéo de A. actinomycetemcomitans por 8 dias, remocéao da ligadura
e raspagem no dia 11 e eutanasia no dia 17; iii) Grupo RP (Raspagem + PBTPA)
(n=10) - insercdo de ligadura no dia 0, protocolo de inoculacdo de A.
actinomycetemcomitans por 8 dias, remocdo da ligadura e raspagem no dia 11,
aplicacdo do PBTPA nos dias 11, 13 e 15 e eutanasia no dia 17 conforme

delineamento experimental (Figura 3).
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Figura 3 - Esquema do delineamento experimental de modelo de periodontite induzida

por A. actinomycetemcomitans em ratos
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Legenda: Grupo controle — C, Grupo raspagem — R, Grupo raspagem + PBTPA — RP.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Apoés instalacéo da ligadura e por periodo de 48 horas, foi administrado dipirona
sodica (50mg/kg peso), via oral, a cada 8 horas para controle da dor.

O protocolo de inoculacdo de A. actinomycetemcomitans foi realizado de
acordo com Schreiner et al. (2013). Ap6s um periodo de 4 horas em jejum os ratos
foram alimentados com mistura alimentar controlada acrescida do inéculo bacteriano,
conforme descrito por Schreiner et al. (2013). Para o preparo do inéculo foram
utilizadas culturas frescas de A. actinomycetemcomitans crescidas em meio de cultura
TSA, em anaerobiose, a 37°C, por 24 horas. O in6culo foi padronizado em PBS com
3% de sacarose contendo 108 células.ml, densidade 6ptica de 0,80, A 600nm. O
regime de inoculacao de A. actinomycetemcomitans pela alimentacao foi realizado da
seguinte forma: 1 ml do inéculo foi adicionado a 1 grama da racéo para cada animal.
O alimento foi colocado no alimentador e o animal foi observado até o consumo de
toda a racéo inoculada. Esse regime foi repetido diariamente por 8 dias (Schreine et
al., 2003; Campi et al., 2016).

Apbs o periodo de inoculacao, foi realizada coleta de biofilme subgengival da

regido da ligadura para confirmacgéo da presenca de A. actinomycetemcomitans. A
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coleta do biofilme foi realizada inserindo um cone de papel estéril no sulco gengival
na regiao da ligadura por 20 segundos e imerso imediatamente em meio reduzido
tioglicolato para transporte de amostra de micro-organismos anaerobios (Figura 4). As
coletas foram feitas em dias alternados, iniciadas 2 dias apGs o inicio da inoculacéo,
e mantidos no 6° e no 9° dia imediatamente apds a inoculagdo. Para a confirmacédo
da presenca do micro-organismo inoculado, os tubos contendo tioglicolato e os cones
de papel foram incubados, em aerobiose, por 48 horas, a 37°C. ApGs o periodo de
incubacéo, foi realizada verificacdo da turvacdo do meio de cultura e confirmacgéao
microscopica e pelo teste de catalase (Campi et al., 2016). Para o teste de catalase
uma aliquota de 100uL do caldo tioglicolato contendo o cone foi semeado com al¢ca
Driglasky em placa de TSA (Tryptic soy agar) e incubado por 24 horas a 37 °C.

Figura 4 - Coleta com cone de papel estéril de amostra microbiana sub gengival do
animal estudado; procedimento realizado sob contengdo mecénica, sem auxilio de

anestesia

Fonte: Elaborado pelo autor.
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No 11° dia do periodo experimental os animais foram anestesiados e as
ligaduras removidas. O tratamento experimental com o PBTPA foi aplicado nos
animais do grupo plasma nos dias 11°, 13° e 15° dia, com 0s animais sob anestesia.

A operacao de aplicagdo do PBTPA (Figura 5) foi realizada por 2 operadores,
um que operou 0 equipamento e aplicou o plasma, e o0 outro que promoveu O
afastamento das mucosas e manteve o animal na posicdo mais adequada para
receber a aplicagdo PBTPA. O animal foi posicionado em decubito lateral esquerdo
(Figura 5). Essa operagéo foi repetida nos dias 13° e 15° dia de tratamento mantendo
as posicoes tanto dos operadores, como dos animais. A distancia da saida do jato de
plasma até a mucosa do animal foi mantida em 1,5 cm para cada animais e o tempo
de tratamento foi mantido em 5 minutos para cada animal.

Apos finalizagdo do periodo experimental, os animais foram eutanasiados no

décimo sétimo dia por dose excessiva de anestésico

Figura 5 - Procedimentos de aplicacdo do plasma frio em pressao atmosférica. Em A:
momento da aplicacéo do plasma na regiao do primeiro molar inferior esquerdo de um
animal do grupo plasma e em B: detalhe da aplicacdo do plasma e a distancia do jato

de plasma até a area alvo

Distancia do jato de
plasma=1,5cm

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Em seguida foi realizada analise tomogréfica das mandibulas dos animais para
determinacado dos efeitos da doenca periodontal experimental nos tecidos de suporte
do dente. A perda Gssea foi avaliada pela medida em mm da distancia entre a juncao
esmalte-cemento (JCE) e a crista 0ssea alveolar na face disto-vestibular, disto-
proximal e disto-lingual dos primeiros molares, de acordo com protocolo definido por
Schreiner et al. (2003) e Campi et al. (2016)

3.6 Avaliacao tomografica para avaliacédo da perda 6éssea alveolar

As tomografias das mandibulas foram realizadas em um tomografo I-CAT Next
Generation (Imaging Science International, Hattfield, PA, USA), localizado na clinica
de Radiologia do ICT-UNESP. O protocolo utilizado para obtencdo das imagens
considerou um voxel de 0,120mm, com padrdo de aquisicdo de imagem de 26,9
segundos. O FOV (field of view) abrangeu a regido de interesse e foi determinado
apos a consideracao do exame clinico e baseado na evidéncia cientifica. A tomografia
foi realizada de toda a mandibula em posicéo axial em uma porta amostra. Em seguida
os dados foram avaliados pelo software OnDemand3D (Cybermed Inc., Tustin, CA,
EUA) no formado DICOM (Digital Imaging and Communications in Medicine). As
medidas foram realizadas por um Unico avaliador cego ao tipo de tratamento
previamente calibrado. A ROI (Region of Interest) foi mantida com ajustes de brilho,
contraste, zoom e filtro de nitidez nos parametros: Zoom de x3 (0,082mm), WL
(window level/center) de 600, WW (wide window) de 3200.

O avaliador foi calibrado realizando todas medidas por 3 dias consecutivos. O
teste de correlacao interclasses foi aplicado e o avaliador considerado apto ao atingir
concordancia de 90% dos dados avaliados. Os resultados estdo expressos pelas
medidas obtidas apds trés tempos diferentes e consecutivos de andlises das

tomografias. O software utilizado foi o On Demand 3D®, apés ICC-test.
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A perda 6ssea alveolar foi medida em milimetros, em cortes parassagitais. A
medida foi obtida da distancia entre a juncdo esmalte-cemento e a crista 6ssea

alveolar da mandibula do animal (Figura 6).

Figura 6 - Exemplos de imagens mandibulares em cortes paracoronal, parassagital,

axial e mandibula escaneada - em uma tela do software On Demand 3D®
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram coletadas a medidas em milimetros de 6 pontos equidistantes no plano
parassagital da imagem analisada considerando os limites entre a juncédo esmalte-
cemento e a crista 6ssea alveolar do 1° molar inferior de cada animal para cada grupo

analisado em triplicatas (Figura 7).



Figura 7 - Detalhe da coleta das medidas em milimetros de 6 pontos equidistantes no
plano parassagital da imagem analisada considerando os limites entre a jungéo

esmalte-cemento e a crista 6ssea alveolar
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a analise das medidas obtidas em milimetros os dados foram colocados

em tabelas e realizada a analise estatistica.

3.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente com a ferramenta do
programa GraphPad Prism versdo 7.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA). Foi realizado teste de distribuicdo amostral D’Agostino & Pearson Test e
Shapiro-Wilk test. Em seguida, os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis
e teste de Dunn para comparac¢des multiplas. O nivel de significancia adotado foi de
5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacdo dos parametros fisicos do plasma com atividade inibitoria
frente a Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Foi observada a formacdo de halos de inibicdo de bordas uniformes com
aproximadamente 1 cm de diametro nas placas submetidas ao PBTPA nos tempos de

5 e 7,5 minutos de exposicao (Figura 8).

Figura 8 - Halos de inibicio em placas de Petri inoculadas com A.
actinomycetemcomitans apds aplicacdo de PBTPA para os tempos de 1; 2,5;5e 7,5
minutos em A, B C e D respectivamente

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Efeito do PBTPA sobre a viabilidade dos biofilmes de A.

actinomycetemcomitans

Houve reducdo na contagem de células viaveis nos biofilmes de A.
actinomycetemcomitans apds exposi¢do ao PBTPA por 5 min (6,0 x 10° UFC/mL) em
relacéo grupo controle (2,33 x 10° UFC/mL). Reducdes inferiores foram observadas
apos exposicdes por 2,5 min (1,07 x 106 UFC/mL) e 1 min (2,33 x 10 UFC/mL).

4.3 Avaliacdo do PBTPA como adjuvante no controle da doenca periodontal

induzida in vivo por A. actinomycetemcomitans

O tempo que demonstrou maior atividade anti-biofilme de A.
actinomycetemcomitans foi de 5 minutos. Considerando que estudo anterior realizado
pelo grupo com o mesmo dispositivo gerador de plasma e mesmos parametros
adotados nesse estudo por 5 minutos apresentou baixa toxicidade para células Vero

(Borges et al., 2018), este protocolo foi aplicado nos experimentos in vivo.

4.3.1 Controle do alimento inoculado

Foi realizado controle diario da quantidade de alimento consumido. Cada
animal consumiu 1 grama da racéo inoculada, todos os dias durante os 8 dias que

durou o periodo de inoculacéo.



4.3.2 Verificacdo da viabilidade de A. actinomycetemcomitans apds protocolo
de inoculagéo

Na inspecéao da viabilidade de cepas de A. actinomycetemcomitans, foi utilizado
método presuntivo da presenca de micro-organismo anaerobio facultativo em caldo
com a presenca de turvacéo concentrada no fundo do tubo contento o meio de cultura.
No teste de Gram foi observada a presenca de micro-organismo cocobacilo Gram
negativo. No teste de catalase foi observado producdo de bolhas apés 1 gota de
peroxido e hidrogénio ser depositada sobre uma col6nia contida na placa inoculada
para o teste de viabilidade do A. actinomycetemcomitans.

4.3.3 Analise da perda 0ssea por tomografia computadorizada

Os valores das medidas obtidas em milimetros nas tomografias, buscando a
perda 0ssea em 6 pontos diferentes na face distal do dente primeiro molar inferior,
foram organizados em tabelas apés trés tomadas diferentes e consecutivas das
medidas, utilizando o software On Demand 3D® e o ICC-test Em seguida os dados
foram analisados estatisticamente.

O grupo tratado com plasma apresentou valores menores no nivel de perda
o0ssea alveolar, medida em milimetros, exibindo resultado com diferenca estatistica
significativa (p <0,001) quando comparado tanto com 0 grupo raspagem quanto com
0 grupo controle. Apesar da comparag¢ao entre 0s grupos controle e raspagem nao
apresentar diferenca estatistica significativa, observou-se uma tendéncia de reducéo

do nivel de perda 6ssea no grupo raspagem (Figura 9).
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Figura 9 - Valores de mediana e da distancia entre a juncdo esmalte-cemento e a
crista 6ssea alveolar observada apoOs periodo experimental entre 0s 3 grupos
avaliados: o grupo controle, que ndo sofreu tratamentos, o grupo que sofreu o
tratamento convencional (raspagem) e o grupo submetido a exposi¢cdo ao jato de

plasma
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Legenda: *diferenca estatistica pouco significativa (p<0,5), **diferenca estatistica significativa (p<0,05),

***diferenca estatistica muito significativa (p<0,005). Valor obtido p<0,001.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

A aplicacdo da tecnologia do plasma frio sob pressao atmosférica nas areas
médicas é relativamente nova e, atualmente, é considerada uma ferramenta de
grande potencial (Brany et al., 2020). Nas areas medicas, o PBTPA ja é utilizado como
adjuvante no tratamento de feridas infectadas em pé diabético (Stratmann et al.,
2020), na terapia antineoplasica (Tavares-da-Silva et al., 2021), na perfuséo periférica
(Martirosyan, 2021), na regeneracdo tecidual e inducdo de apoptose celular
(Estarabadi et al., 2021; Jablonowski et al., 2019).

Especificamente, na odontologia o PBTPA tem mostrado potencial na aplicacéo
em cariologia, implantodontia, endodontia, oncoterapia e no tratamento da candidose
oral. Em periodontia, apesar de estudos serem reportados, ainda é limitado o numero
de trabalhos in vivo, tendo como area alvo de tratamento a regido do periodonto, como
0 proposto neste trabalho. Assim, a utilizacdo da técnica do plasma frio como
adjuvante no tratamento da periodontite induzida torna-se uma das motivacfes na
investigacao de seu potencial na periodontia.

A etiologia das doencas periodontais continua sendo desafiadora devido seu
carater multifatorial, complexidade e alto custo no seu controle e tratamento,
acometendo 11% da populacdo mundial (Lee et al., 2020). A bactéria Aggregatibacter
actinomycetemcomitans foi selecionada para este estudo pois esta presente tanto no
estabelecimento como na manutencdo da doenca periodontal (Fine et al., 2021)
induzindo resposta imunolégica no hospedeiro, como ativacdo das cascatas
inflamatorias, as quais levardo a destruicdo do ligamento periodontal, reabsorcao
0ssea e consequente perda dentaria (Fine et al., 2021).

Neste contexto, este estudo visa oferecer evidéncias cientificas que embasem
a sua aplicabilidade na clinica odontolégica como adjuvante no tratamento das
periodontites.

A raspagem supra e sub gengival ainda € utilizada no tratamento da
periodontite inicial antes da abordagem cirargica no combate das doencas
periodontais. Essas terapias sdo relativamente de baixo custo e exigem profissional

menos especializado (Wong et al., 2021). No entanto, novas terapias sdo necessarias.
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A manutencédo do controle da doenca é dificil e exige comprometimento do paciente
nos cuidados, incorrendo em recidivas recorrentes da doenca (Wong et al., 2021).
Outro fator que dificulta o tratamento, mostrando a necessidade de novas terapias na
area sao as especificidades anatémicas da regiao do periodonto dificultando o acesso
no momento da remogao manual do biofilme ou da biomassa de acumulos bacterianos
retidos na regido supra e sub gengival (Akram et al., 2019). A antibioticoterapia quase
sempre esta associada ao tratamento periodontal tanto ao nivel sistémico como local,
mas também hé limita¢cdes como a dificuldade em atingir a area alvo, a impossibilidade
da prescricéo orientada por exames laboratoriais, alto custo na identificacdo do micro-
organismo envolvido na patogenia e a questao da resisténcia antibacteriana cada vez
mais presente na atualidade (Akram et al., 2019, Giannelli et al., 2018). Por isso, o
plasma frio pode ser viavel na periodontia e este trabalho foi desenvolvido com o
intento de contribuir nesta area do conhecimento.

A hipotese de que o PBTPA pode ter acgdo inibitoria sobre A.
actinomycetemcomitans baseia-se na relatada acdo do plasma frio sobre bactérias
Gram-negativas (Laroussi, 2019; Laroussi et al., 2003). Esses estudos sugerem que
o principal mecanismo de acao se faz pela diferenca em espessura da parede celular
das cepas Gram-negativas (Laroussi et al., 2003). A peroxidacao de fosfolipidios e
polissacarideos da parede celular de bactérias Gram-negativas € facilitada em relacéo
as Gram-positivas pela diferenca na espessura da parede celular e disposicdo dos
lipopolissacarideos (Laroussi et al.,, 2003; Mai-Prochnow et al., 2016). Os
lipopolissacarideos na parede das Gram negativas estdo mais expostos as forcas
moleculares, ibnicas e de estresse provenientes das espécies reativas do plasma
(Mai-Prochnov et al., 2016).

No presente estudo, verificou-se que o PBTPA gerado a partir de hélio mostrou
atividade inibitéria frente a A. actinomycetemcomitans apds exposicdo a partir de 5
minutos. Este resultado esta de acordo com estudos anteriores. Abonti et al. (2016)
aplicou o plasma sobre cepas bucais de A. actinomycetemcomitans, semeados em
placas de agar ou aderidos ao calculo gengival ex vivo em diferentes tempos. Apés o
periodo experimental, concluiram que o plasma foi eficiente em eliminar
completamente os micro-organismos presentes na placa de agar e no calculo gengival
em tempos e distancias diferentes. Nesse experimento utilizaram um jato de plasma

experimental, com mistura gasosa de oxigénio, nitrogénio e argbnio (Abonti et al.,
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2016). A efetividade do plasma na eliminacdo de biofiimes de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans formados em saliva também ja foi observada com 100% de
efetividade ap6s 12 minutos de tratamento (Annunziata et al., 2016). O grupo utilizou
uma metodologia diferente com camara contento gas argénio sobre os biofilmes. Os
resultados foram estatisticamente significativos justificando a aplicacdo do PBTPA na
eliminacdo de biofiimes de Aggregatibacter actinomycetemcomitans como foi
proposto no nosso estudo, com o diferencial de que nosso equipamento utilizou o hélio
em forma de jato sobre os biofilmes e no tempo de 5 minutos.

A metodologia selecionada para a inducdo da periodontite em ratos foi a
ligadura retentiva, associada com inoculacdo por  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Esta selecdo levou em conta as similaridades anatdomicas
da regido dental dos molares do animal em relagdo aos humanos e do padréo de
perda Ossea alveolar apos infeccdo com A. actinomycetemcomitans (Oz, Puleo,
2011). O modelo murino escolhido é o mais empregado em estudos investigando os
efeitos de novas terapias na periodontia. O rato pode desenvolver a doenca
periodontal naturalmente ou de forma induzida, seu tamanho permite facil manuseio,
a avaliacdo clinica é possivel e o custo é acessivel. Estudos em microbiologia e
imunologia também consideram o rato um bom modelo para estudo de novas terapias
pelo seu padréo de reprodutibilidade (Salavastru, Ovidiu, 2020). O dispositivo gerador
de plasma utilizado neste estudo permite a variacdo dos parametros de aplicacao
conforme a amostra estudada e o tipo de efeito desejado. Modificagdes na distancia,
no tempo, no tipo de gas, na quantidade de energia oferecida para a producéo do gas
podem ser ajustadas manualmente (Martirosyan et al., 2021). Esses parametros
variaveis do equipamento sdo vantagens que podem favorecer a prospecc¢ao de novas
aplicacdes. No presente trabalho, o tempo e a distancia foram determinados com base
nos estudos conduzidos anteriormente pelo nosso grupo e outros da literatura
cientifica onde a aplicacdo do plasma é investigada determinando-se principalmente
a toxicidade sobre células eucaridticas (Chiodi et al., 2018; Delben et al., 2016; Hara,
Adachi, 2021). Borges et al. (2018), utilizando o mesmo dispositivo deste estudo,
relatou que os tempos de 3 e 5 minutos ndo foram toxicos sobre células Vero. Delben
et al. (2016) em estudo in vitro utilizou epitélio oral reconstrutivo EpiOralR® para avaliar

a citotoxicidade do plasma de baixa temperatura e relatou nenhuma ou muito pouca
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toxicidade. Estes autores também relataram que néo foi detectada nenhuma alteracao
histoldgica no epitélio exposto ao plasma.

No presente trabalho, foi utilizado o gas hélio para geracdo do plasma, com
tempo de tratamento de 5 minutos e com distancia definida de 1,5 cm entre a saida
do plasma e a regido alvo. Os resultados mostraram diferenca estatistica significativa
na reducao da perda 6ssea alveolar do grupo tratado com plasma em relacéo ao grupo
submetido & raspagem. E importante considerar a influéncia dos parametros de
aplicacdo sobre os efeitos do plasma. Estudos recentes mostram que a distancia do
jato de plasma da amostra pode influenciar diretamente a quantidade de espécies
reativas produzidas pelo hélio. (Kewitz et al.,, 2021, Kong et al., 2021). Os
pesquisadores avaliaram varios parametros que podem interferir na producédo e
estabilidade da nuvem de plasma e concluiram que quanto maior a distancia do jato
de gas hélio da amostra, maior sera o contato desse gas com o oxigénio e o nitrogénio
atmosférico. Este contato diminui o nivel de excitacdo das espécies reativas e facilita
a reducdo nos niveis das mesmas e consequentemente suas interacdes bioldgicas
(Kewitz et al., 2021, Kong et al., 2021).

A andlise tomografica computadorizada por feixe cénico foi utilizada para
mensuracao indireta da perda 0ssea alveolar dos animais estudados. A técnica foi
desenvolvida e € utilizada principalmente na odontologia para andlise tridimensional
de estruturas Osseas e dentarias da face, justamente pelas especificidades
anatémicas da regido como a dos primeiros molares inferiores, regido de interesse
neste estudo (Assiri et al., 2020). Os dados obtidos na analise tomografica mostraram
gue a perda 6ssea alveolar, medida expressa em milimetros da regido entre a crista
Ossea alveolar e a juncdo esmalte-cemento, teve diferenca estatistica significativa
entre 0s grupos plasma e raspagem e entre 0s grupos plasma e controle, o que reforga
0 uso da técnica na avaliacdo da perda 0ssea alveolar.

Observou-se no presente estudo que a diferenca da perda 6ssea entre o grupo
tratado com raspagem e o grupo controle sem tratamento foi significativa. Este
resultado corrobora estudos anteriores (Ahram et al., 2019, Giannelli et al., 2018). A
raspagem e aplainamento radicular tem sido o tratamento de escolha na terapia
periodontal e sua efetividade pb6de ser confirmada pelos resultados obtidos neste
trabalho. No entanto, a recidiva é recorrente e o tratamento cirirgico com abordagem

medicamentosa sdo as escolhas no caso de intensificacdo da doenca, com possiveis
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efeitos sistémicos e com maior desconforto para os pacientes (Ahram et al., 2019;
Giannelli et al., 2018). Nosso resultado mostrou diferenca significativa entre o grupo
tratado com plasma e o grupo tratado com raspagem reforgcando o potencial da técnica
no tratamento da periodontia

As hipoteses para o efeito positivo do plasma, observado nos nossos resultados
na diminuicdo da perda 6ssea nos grupos tratados com plasma podem ser o fato das
espécies reativas presentes no plasma terem auxiliado na reducao da invaséao tecidual
pelo A. actinomycetemcomitans ou favorecido a reparacgao tecidual através de efeitos
na cascata inflamatéria (Martirosyan et al., 2021; Motaln et al., 2021). Os mecanismos
de acédo do plasma sobre células do sistema imune ainda ndo estdo bem elucidados,
mas as evidéncias apontam que as espécies reativas do plasma podem alterar ou
ativar de forma positiva o sistema de cascatas MAPK (Mitogen-activated protein
kinase) modulando a resposta imunolégica (Jungbauer et al., 2021). A MAPK é capaz
de regular uma variedade de processos complexos relacionados com a homeostase
celular, a diferenciagéo celular, proliferacédo e apoptose tanto no processo patolégico
como em condi¢cBes de saude (Estarabadi et al., 2021; Motaln et al., 2021).

A presenca do micro-organismo no sulco gengival é capaz de estimular reacdes
de resposta de defesa do hospedeiro, como os fibroblastos gengivais e células
epiteliais e a aplicacéo do plasma pode ter reduzido a invasao tecidual. Bekeschus et
al. (2016) através de citometria de fluxo conseguiu mostrar as alteracfes positivas das
espécies reativas presentes na nuvem de plasma sobre células do sistema imune e
sobre algumas citocinas produzidas durante o processo inflamatorio in vitro (Hara,
Adachi, 2021; Von Woedtke et al., 2019).

Outra hipotese a ser considerada para a diminuicéo da perda 6ssea na regiao
do periodonto pode ter sido pela influéncia do plasma sobre as células do ligamento
periodontal. Kleineidam et al. (2019), estudando a influéncia do plasma sobre células
do ligamento periodontal observou efeito positivo na atividade celular, na producéo de
matriz extracelular, na proliferacdo celular e na degradacao de genes.

Através deste trabalho pudemos avaliar a potencialidade do PBTPA no
tratamento da doenca periodontal com resultados favoraveis, mas muito ainda precisa
ser feito para translar o conhecimento para clinica odontoldgica. Analises histologicas
e de imuno-histoquimica precisam ser empregadas para avaliar os efeitos benéficos

e de possivel citotoxicidade da técnica no tecido do periodonto in vivo, como seréao
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realizadas na proxima fase deste estudo. Os trabalhos na literatura cientifica ainda
estdo concentrados em modelos animais que fornecem evidéncias, mas nao
mimetizam os efeitos no humano, essa limitacdo s sera superada com novos estudos

direcionando o emprego do PBTPA na clinica odontoldgica.



6 CONCLUSAO

Foi possivel determinar os parametros e avaliar os efeitos da terapia PBTPA
como adjuvante no tratamento da periodontite induzida em modelo murino, a PBTPA
reduziu a perda Ossea alveolar nos casos de periodontite induzida por A.

actinomycetemcomitans em modelo murino.
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