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RESUMO

INTRODUGCAO: Em Implantodontia, ndo raro na pratica clinica, ocorre exposico
na cavidade bucal de membranas reabsorviveis usadas nos procedimentos para
regeneracao de alvéolos ou rebordos com deficiéncia 6ssea, podendo acarretar
resultados clinicos indesejados. PROPOSICAO: O objetivo deste estudo foi
analisar, in vitro, a contaminacdo microbiana em membranas de colageno
reabsorviveis e o0 potencial de descontaminacdo pela terapia fotodindmica
antimicrobiana. MATERIAL E METODOS: Amostras de 3 tipos de membranas
de colageno reabsorviveis foram utilizadas: Lumina Coat® (LC), Jason® (J) e Bio-
Gide® (BG). Para a andlise microbiol6gica, as amostras (n=36) foram divididas
nos seguintes grupos: grupo E (controle) — membranas estéreis; grupo C —
membranas contaminadas com biofilme microbiano; e grupo aPDT — membranas
contaminadas com biofilme microbiano e tratadas com terapia fotodinamica
antimicrobiana (TBO 100ug/mL, 1min; laser 660nm, 100mW, 9J, 90s). Essas
amostras foram analisadas por meio da contagem de unidades formadoras de
colénias (UFCs). Para a analise histoldgica, as amostras (n=15) foram divididas
nos seguintes grupos: grupo E (controle) — membranas estéreis; e grupo C —
membranas contaminadas com biofilme microbiano. Essas amostras foram
analisadas quanto a estrutura das membranas e a infiltracdo microbiana. A
analise estatistica utilizou teste ANOVA a um critério de selecao e pos-teste de
Tukey para comparacdo quanto a contaminacdo, descontaminacdao, infiltracao
microbiana e para comparacao intergrupos, com nivel de significancia de 5%.
RESULTADOS: As analises mostraram contaminacdo semelhante (p=0,564)
nos trés tipos de membranas estudadas, com menor infiltracdo em J (25,28um;
p=0,000). A terapia fotodindmica antimicrobiana foi eficaz na descontaminacao
de todas as membranas, com melhor resultado em LC (0,38x108; p=0,034).
CONCLUSAO: Conclui-se que as membranas de colageno se contaminam de
forma semelhante em quantidade, mas diferem na infiltragcdo microbiana, e que
a terapia fotodinamica antimicrobiana foi eficaz na descontaminacdo das
membranas estudadas.

Palavras-chave: Regeneracdo Tecidual Guiada. Terapia Fotodinamica.

Biofilme. Biomateriais.



ABSTRACT

INTRODUCTION: In Implantology, it is not uncommon in clinical practice, to
occur exposition, in the oral cavity, of resorbable membranes used in
regeneration procedures of alveolar or ridges with bone deficiency, which may
lead to undesirable clinical results. PROPOSITION: This study aimed to analyze,
in vitro, microbial contamination in resorbable collagen membranes and the
potential for decontamination by antimicrobial photodynamic therapy. MATERIAL
AND METHODS: Samples of 3 types of resorbable collagen membranes were
used: Lumina Coat® (LC), Jason® (J), and Bio-Gide® (BG). For microbiological
analysis, samples (n=36) were divided into the following groups: group E (control)
— sterile membranes; group C — membranes contaminated with microbial biofilm;
and aPDT group — membranes contaminated with microbial biofilm and treated
with antimicrobial photodynamic therapy (TBO 100ug/mL, 1min; laser 660nm,
100mW, 9J, 90s). These samples were analyzed by counting colony-forming
units (CFUs). For histological analysis, samples (n=15) were divided into the
following groups: group E (control) — sterile membranes; and group C -
membranes contaminated with microbial biofilm. These samples were analyzed
for membrane structure and microbial infiltration. Statistical analysis used a one-
way ANOVA test and Tukey's post-test for comparison regarding contamination,
decontamination, microbial infiltration, and intergroup comparison, with a
significance level of 5%. RESULTS: Analyzes showed similar contamination
(p=0.564) in the three types of membranes studied, with lower infiltration in J
(25.28um; p=0.000). Antimicrobial photodynamic therapy was effective in the
decontamination of all membranes, with better results in LC (0.38x108; p=0.034).
CONCLUSION: It was concluded that collagen membranes are similarly
contaminated in quantity but differ in microbial infiltration and that antimicrobial
photodynamic therapy was effective in decontaminating the studied membranes.
Keywords: Guided Tissue Regeneration. Photodynamic Therapy. Biofilm.

Biomaterials.



Figural -

Figura 2 -

LISTA DE FIGURAS

Corte histolégico representativo utilizado na analise quantitativa
da infiltragdo microbiana. Linha tracejada amarela: medida
retilinea da infiltracdo microbiana calculada no sentido
periferia/centro da membrana a partr de um ponto fixo
estabelecido como referéncia. (Coloragédo HE; aumento de 10x)..
Cortes histolégicos representativos das membranas de
colageno. A e B) Membranas LC. A. LC estéril — fibras colagenas
delgadas, ndo continuas e espacadas. B. LC contaminada —
distribuicdo microbiana (setas amarelas) homogénea e fibras
colagenas desestruturadas e espacadas. (Coloracdo: HE;
aumento 10x). C e D) Membranas J. C) J estéril — fibras
colagenas densas e continuas, distribuidas em camadas da
periferia para o centro membrana. D) J contaminada — focos de
contaminacao superficiais (setas amarelas) e fibras colagenas
mantidas com a mesma disposicéo. (Coloracdo: HE; aumentos
10x e 40x, respectivamente). E e F) Membranas BG. E) BG
estéril — fibras colagenas densas e continuas superficialmente,
justapostas. F) BG contaminada — maior contaminacdo nas
camadas mais superficiais (setas amarelas) com disposi¢cao das

fibras colagenas sem alteracdo. (Coloracdo: HE; aumento 10x)...

24

28



Tabela 1 -
Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

LISTA DE TABELAS

Parametros dO aSer...........evuveviiiiiiiei e
Valores médios e desvios-padrdo da comparacao dos trés tipos
de membranas quanto a contaminag¢do microbiana (grupos C) e
guanto a descontaminagdo com terapia fotodinamica
antimicrobiana (grupoS aPDT)......cc.uuuuiiiiiiiiiiiieeieee e
Valores médios e desvios-padrdo da comparacao intergrupos
NOS trés tipos de MemMbBranas...........eevvvviiiiiiiiiiiiiee e
Valores médios e desvios-padrdo da comparacao dos trés tipos
de membranas quanto a infiltracdo microbiana (grupos C)............

25

26



aPDT

BG

LC
RTG
TBO
UFCs

LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

Antimicrobial photodynamic therapy
antimicrobiana

Membrana de colageno Bio-Gide®
Membrana de colageno Jason®
Membrana de colageno Lumina-Coat®
Regeneracao Tecidual Guiada
Toluidine blue O — azul de toluidina O
Unidades formadoras de col6nias

Terapia fotodinamica



A

SUMARIO

INTRODUGCAO ..ot 15
ARTIGO ...ttt 18
CONSIDERAGCOES FINAIS ...oooviiieeeeceeeeeeeeee e, 35
RELEVANCIA E IMPACTO DO TRABALHO PARA A

SOCIEDADE ...ttt 36
REFERENCIAS ..ottt 37

ANEXOS .. 41



15

1. INTRODUCAO

A demanda pela reposicdo de dentes perdidos por implantes dentérios vem
crescendo bastante, todavia, frequentemente limitada pela quantidade de tecido
0sseo disponivel (OH et al., 2003). Visando dar condi¢cdes para este tipo de
reabilitacdo e possibilitar a instalacdo de implantes dentérios, uma gama de técnicas
e biomateriais tém sido utilizados para preservacao do rebordo alveolar, com ou sem
0 uso de enxertos 0sseos. A despeito de ndo haver técnica considerada melhor em
relacdo a outra, algumas abordagens parecem ter resultados mais favoraveis nas
preservacdes alveolares (AGHALOO; MQY, 2007).

Dentre essas técnicas, destaca-se a regeneracao tecidual guiada (RTG),
indicada para tentar minimizar a reabsorgéo 0ssea fisioldgica do rebordo alveolar pos-
exodontia ou em casos de aumento de rebordo. Esse procedimento envolve a
colocacdo de uma membrana, atuando como barreira, para favorecer a migracéo de
células com potencial para formar novo tecido 6sseo no local do defeito (MELCHER,
1976).

Nesse sentido, o uso de membranas é bem estabelecido como uma das
principais modalidades para o tratamento de defeitos 6ésseos alveolares (GARCIA et
al., 2018), sendo as membranas de colageno reabsorviveis as mais comumente
utilizadas nos casos em que os defeitos apresentam adequada estrutura Ossea
remanescente, com eficacia comprovada em modelos animais e humanos (KLINGER
et al., 2010). Essas membranas exibem alta biocompatibilidade, baixa antigenicidade,
baixa citotoxicidade e degradacao fisioldgica ao longo do tempo, favorecendo o
tratamento (KLINGER et al., 2010).

O conceito de RTG tem larga aplicacdo dentro das especialidades de
Periodontia e, também, de Implantodontia uma vez que deiscéncias, fenestracdes e
perda 6ssea alveolar ndo sdo incomuns na prética relacionada aos implantes
dentarios. Trata-se de uma técnica bem conhecida e aceita para tratar defeitos 6sseos
gue dependam, dentro outros fatores, da sustentacao funcional de uma barreira para
a adequada formacédo de novo tecido 6sseo (SCHEYER; MCGUIRE, 2015). Décadas
de experiéncia clinica e pesquisas experimentais fizeram com que esta modalidade
de tratamento alcangasse uma boa previsibilidade (EL HELOW; EL ASKARY AEL,
2008).
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Apesar dessas vantagens, complicacbes sdo passiveis de ocorrer nos
procedimentos de RTG sendo, a principal delas, a contaminagéo frente a exposi¢ao
prematura da membrana no ambiente bucal, facilitando o acimulo microbiano e
culminando em pobres resultados clinicos (LING et al., 2003; SANZ-SANCHEZ et al.,
2015; GARCIA et al., 2018; WESSING; LETTNER; ZECHNER, 2018) reduzindo,
assim, o ganho de tecido neoformado (SANDER; KARRING, 1995).

A possibilidade de microrganismos contaminarem as membranas expostas na
cavidade bucal de fato existe (SIMION et al.,, 1994), uma vez que se trata de um
ambiente com uma variedade de elementos biolégicos como dentes, mucosa e fluidos
presentes, compartiihado com diferentes mecanismos de imunidade, onde,
ocasionalmente, séo introduzidos os biomateriais (MOLGATINI et al., 1998).

Além dos muitos fatores que podem influenciar nos resultados da regeneracéo
utilizando as membranas de colageno, como idade do paciente, fumo, doencas
sistémicas, morfologia do defeito e experiéncia e habilidade do cirurgido (KLINGER et
al., 2010), clinicamente, a exposicdo dessas membranas pode comprometer todo o
resultado do tratamento, dependendo do grau em que ocorram. Em um trabalho
realizado com defeitos periodontais em macacos, Sander e Karring concluiram que a
contaminacdo das membranas compromete a adesdo de novos tecidos nos
procedimentos de RTG, particularmente a formacédo 0ssea (SANDER; KARRING,
1995).

Segundo Klinger e Oh, a frequéncia de exposi¢cédo prematura de membranas de
colageno em procedimentos de RTG pode variar de 30 a 50% (OH et al., 2003;
KLINGER et al., 2010). Esta exposi¢cdo prematura pode resultar em decréscimo na
formacdo Ossea, acompanhada por colonizacdo bacteriana que demanda
retratamento precoce e pode levar a resultados desfavoraveis (MOSES et al., 2005),
chegando a até 81% de reducdo na quantidade do tecido O6sseo regenerado
(KLINGER et al., 2010).

Nesse sentido, evitar ou reduzir a incidéncia de exposicdo das membranas,
sustentando a sua integridade fisica e funcional, pode melhorar as taxas de sucesso
em RTG (SCHEYER; MCGUIRE, 2015). Numa eventual exposicdo dessas
membranas na cavidade bucal, diversas modalidades tém sido citadas como
tratamento, sem um consenso a respeito, como irrigacdo do local exposto com

clorexidina 0,12% nas primeiras 6 a 8 semanas, reconstruc¢des cirargicas com novos
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retalhos cobrindo os defeitos e remoc¢édo da membrana e substituicdo por outra fixada
por parafusos (EL HELOW; EL ASKARY AEL, 2008).

Ainda, dependendo do tamanho da exposicdo e do grau de contaminacao
microbiana, pode ser necesséria a remocao da membrana e, consequentemente, a
possibilidade de uma nova abordagem cirtrgica apds o periodo de cicatrizacdo local.
Por conseguinte, buscar formas de descontaminar essas membranas, uma vez
expostas ao ambiente bucal, pode ser uma alternativa interessante para melhorar o
prognostico nestes casos e, até mesmo, viabilizar a continuidade do tratamento sem
a necessidade de uma nova abordagem cirirgica e sem prejuizos aos resultados
clinicos.

Um estudo in vitro concluiu que agentes antimicrobianos disponiveis no
mercado e aplicados em membranas na RTG podem prevenir a colonizacdo de
microrganismos, levando a melhores resultados no tratamento da regeneragao
periodontal (MEHROTRA et al., 2017). Ha também alguns trabalhos sugerindo
alternativas, normalmente cirdrgicas, para descontaminacdo e tratamento da
membrana exposta e contaminada (ALMUTAIRI, 2018).

Nesse cenario, surge a possibilidade da utilizacdo da terapia fotodinamica
antimicrobiana também como uma opc¢éo de agente descontaminante. Trata-se de um
meétodo fotoquimico que utiliza um laser em baixa intensidade associado a aplicacéo
de uma substancia fotossensibilizante (QIN et al., 2008). O mecanismo de acéo
envolve mudancas na membrana e/ou proteinas da membrana plasmatica e/ou danos
ao DNA microbiano mediados pela geracdo de oxigénio singleto e espécies reativas
de oxigénio (BHATTI et al., 1998).

A terapia fotodinamica antimicrobiana € segura para os tecidos humanos e
seletiva em eliminar células afetadas por patégenos (PRAZMO et al., 2016), por este
motivo apresenta algumas aplicacdes em especialidades da Odontologia, como na
Periodontia e na Implantodontia (PASSANEZI et al., 2015; SCULEAN et al., 2015;
CHAMBRONE; WANG; ROMANOQOS, 2018).

Uma variedade de trabalhos in vitro sugerem a descontaminacédo da superficie
de implantes pela terapia fotodinamica antimicrobiana (HAAS et al., 1997; MAROTTI
etal., 2013; SALMERON et al., 2013; BATALHA et al., 2021) e, também, como terapia
adjuvante na descontaminacéo de bolsas periodontais (SCHAR et al., 2020; MORO

et al., 2021), com resultados bastante promissores.
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No entanto, até onde sabemos, ndo existe na literatura trabalhos que versem
sobre a descontaminacao, pela terapia fotodinAmica antimicrobiana, da superficie de
membranas de colageno expostas a cavidade bucal nos procedimentos de RTG.
Sendo assim, o0 objetivo deste estudo foi analisar, in vitro, a contaminag&o microbiana
de membranas de colageno e o potencial de descontaminacdo pela terapia

fotodinamica antimicrobiana.

2. ARTIGO

O artigo apresentado foi escrito de acordo com as normas da Revista The
International Journal of Oral & Maxillofacial Implants (Anexo I).

Terapia fotodinamica antimicrobiana foi eficaz na descontaminacéo in vitro de

membranas de colageno reabsorviveis usadas em RTG

RESUMO

PROPOSICAO: Em Implantodontia, ndo raro na pratica clinica, ocorre exposi¢éo na
cavidade bucal de membranas reabsorviveis usadas nos procedimentos para
regeneracdo de alvéolos ou rebordos com deficiéncia 0ssea, podendo acarretar
resultados clinicos indesejados. O objetivo deste estudo foi analisar, in vitro, a
contaminacao microbiana em membranas de colageno reabsorviveis e o potencial de
descontaminacdo pela terapia fotodindmica antimicrobiana. MATERIAL E
METODOS: Amostras de 3 tipos de membranas de colageno reabsorviveis foram
utilizadas: Lumina Coat® (LC), Jason® (J) e Bio-Gide® (BG). Para a andlise
microbiolégica, as amostras (n=36) foram divididas nos seguintes grupos: grupo E
(controle) — membranas estéreis; grupo C — membranas contaminadas com biofilme
microbiano; e grupo aPDT — membranas contaminadas com biofilme microbiano e
tratadas com terapia fotodindmica antimicrobiana (TBO 1ug/mL, 1min; laser 660nm,
100mW, 9J, 90s). Essas amostras foram analisadas por meio da contagem de
unidades formadoras de colonias (UFCs). Para a analise histol6gica, as amostras
(n=15) foram divididas nos seguintes grupos: grupo E (controle) — membranas

estéreis; e grupo C — membranas contaminadas com biofilme microbiano. Essas
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amostras foram analisadas quanto a estrutura das membranas e a infiltracao
microbiana. A analise estatistica utilizou teste ANOVA a um critério de selecéo e pos-
teste de Tukey para comparacdo quanto a contaminacdo, descontaminacao,
infiltracdo microbiana e para comparacao intergrupos, com nivel de significancia de
5%. RESULTADOS: As analises mostraram contaminacdo semelhante (p=0,564) nos
trés tipos de membranas estudadas, com menor infiltracdo em J (25,28um; p=0,000).
A terapia fotodindmica antimicrobiana foi eficaz na descontaminacdo de todas as
membranas, com melhor resultado em LC (0,38x108; p=0,034). CONCLUSAO:
Conclui-se que as membranas de colageno se contaminam de forma semelhante em
guantidade, mas diferem na infiltracdo microbiana, e que a terapia fotodinamica

antimicrobiana foi eficaz na descontaminacdo membranas estudadas.

Palavras-chave: Regeneracdo Tecidual Guiada. Terapia Fotodinamica. Biofilme.

Biomateriais.

2.1 INTRODUCAO

Com frequéncia, na pratica clinica envolvendo a reabilitacdo com implantes
dentarios, ha indicacdo de minimizar a perda 6ssea fisioldgica por meio de técnicas
para preservacdo do rebordo alveolar pos-exodontia ou em casos de aumento de
rebordo envolvendo o uso de membranas [1], que servem como barreiras a
invaginacdo de tecido mole para o interior dos defeitos 0sseos, favorecendo a
migracao de células com potencial de formacédo de um novo tecido ésseo no local [2].
Esse conceito caracteriza a chamada regeneracéo tecidual guiada (RTG).

O uso de membranas pode ser ou ndo associado a enxertos e representa uma
técnica bem conhecida e aceita para tratar defeitos 6sseos que dependam da
sustentacao funcional de uma barreira para a adequada formac&o de novo tecido
0sseo [3], sendo as membranas de colageno reabsorviveis as mais comumente
utilizadas quando ha remanescente de tecido ésseo adequado, com eficacia
comprovada em modelos animais e humanos [4]. Essas membranas exibem alta
biocompatibilidade, baixa antigenicidade, baixa citotoxicidade e degradacao
fisiol6gica ao longo do tempo [4].

Apesar dessas vantagens, complicacbes sdo passiveis de ocorrer nos

procedimentos de RTG sendo, a principal delas, a contaminagéo frente & exposi¢ao
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prematura da membrana no ambiente bucal, facilitando o acimulo microbiano [1, 5-7]
e reduzindo o ganho de tecido neoformado [8].

Na literatura, a frequéncia relatada de exposicdo das membranas de colageno
em procedimentos de RTG ¢ alta, podendo variar de 30 a 50% [4, 9], e pode resultar
em decréscimo na formacao 6ssea, chegando a até 81% de reducdo na quantidade
do tecido 6sseo regenerado [4].

Clinicamente, a contaminacdo dessas membranas pode prejudicar todo o
resultado do tratamento, dependendo do grau em que ocorra. Isso porque a
contaminacdo compromete a adesdo de novo tecido, particularmente a formacao
O0ssea [8]. Logo, evitar ou reduzir a incidéncia de exposicdo prematura das
membranas, sustentando a sua integridade fisica e funcional, pode melhorar as taxas
de sucesso em RTG [3].

Numa eventual exposicdo dessas membranas na cavidade bucal, algumas
modalidades de terapias séo citadas, como irrigacéo do local exposto com clorexidina
0,12% nas primeiras 6 a 8 semanas [10], ainda sem um consenso sobre um
tratamento ideal. Dependendo do tamanho da exposicdo e/ou do grau de
contaminacdo microbiana, pode ser necessaria a remocdo da membrana, e
consequentemente, a possibilidade de uma nova abordagem cirdrgica apos o periodo
de cicatrizacao local.

A literatura relata o uso de agentes antimicrobianos aplicados em membranas
na RTG para prevenir a colonizacdo de microrganismos, levando a melhores
resultados no tratamento da regeneracdo periodontal [11]. Ha também alguns
trabalhos sugerindo alternativas, normalmente cirirgicas, para descontaminacéo e
tratamento da membrana exposta e contaminada [12].

Considerando esse contexto, buscar formas de descontaminacdo das
membranas apos exposicao na cavidade bucal pode ser uma alternativa interessante,
melhorando o progndstico nesses casos e, até mesmo, viabilizando a continuidade do
tratamento sem a necessidade de uma nova abordagem cirdrgica e sem prejuizos dos
resultados clinicos.

Nesse cenario, a terapia fotodindmica antimicrobiana surge como uma
alternativa promissora. Trata-se de um método de descontaminacédo fotoquimica que
utiliza laser em baixa intensidade associado a um agente fotossensibilizador [13], que

promove alteracbes na membrana e/ou proteinas da membrana plasmatica e/ou
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danos ao DNA microbiano mediados pela geracdo de oxigénio singleto e espécies
reativas de oxigénio [14].

Uma variedade de trabalhos in vitro demonstram o potencial antimicrobiano da
terapia fotodindmica antimicrobiana sobre superficies de implantes dentarios [15-18]
e, também, como terapia adjuvante na descontaminacédo de bolsas periodontais [19,
20], com resultados bastante promissores.

Entretanto, até onde sabemos, ndo existe na literatura trabalhos que versem
sobre a descontaminacdo, por essa terapia, de membranas expostas a cavidade bucal
nos procedimentos de RTG. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi analisar, in vitro,
a contaminacao microbiana em diferentes membranas de colageno reabsorviveis e o

potencial de descontaminacédo pela terapia fotodinamica antimicrobiana.

2.2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Centro Universitario Inga — UNINGA, sob protocolo nimero 5.108.632
(Anexo II) para utilizacdo de membranas de colageno reabsorviveis associadas a
contaminacao por biofilme bucal de doadores humanos voluntarios.

Apoés realizacéo de calculo amostral, baseado em um nivel de significancia alfa
de 5% (0,05) e beta de 20% (0,20), para atingir um poder de teste de 80% e detectar
uma diferenca média de 1,13 com desvio padrao de 0,45 para a analise microbiologica
[21], verificou-se a necessidade de 4 membranas de colageno em cada grupo

experimental.

2.2.1 Membranas de coladgeno

Foram utilizados 3 tipos de membranas de colageno reabsorviveis, disponiveis

comercialmente:

o Lumina-Coat® (LC) (Critéria Biomateriais — Sdo Carlos/Brasil) no tamanho
de 20 mm x 30 mm. Membrana reabsorvivel organica, derivada da
estrutura 6ssea bovina desmineralizada, composta basicamente por

colageno tipo 1.



22

o Jason® (J) (Straumann — Basileia/Suica) no tamanho de 20 mm x 30 mm.
Membrana reabsorvivel de coldgeno de pericardio suino, em estrutura de
multiplas camadas.

o Bio-Gide® (BG) (Geistlich Biomaterials — Wolhusen/Suica) no tamanho de

25 mm x 25 mm. Membrana de colageno tipo |, camada dupla.

2.2.2 Coleta de biofilme bucal e contaminacdo das amostras

Apo6s a aprovacdo do CEP/UNINGA e assinado o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), um voluntério saudavel, com idade entre 18 e 50 anos,
nao fumante e que n&o fez uso de antibiéticos nos 6 meses anteriores a coleta, doou
uma amostra de biofilme bucal localizada sobre as superficies dentarias, proximas a
regido da margem gengival, que foi coletada com sonda periodontal Carolina do Norte
(HuFriedy Mfg. Co. — Chicago/EUA). Ap0s a coleta, a amostra de biofilme foi colocada
em meio de cultura contendo 15% de glicerol e, depois, cultivada e realizada
caracterizacao morfotinturial com identificacdo de cocos e bacilos, gram-positivos e

gram-negativos.

2.2.3 Analise microbioldgica

Trinta e seis amostras de 5 x 5 mm [21] foram recortadas a partir de cada marca
comercial de membrana de colageno, utilizando régua endodéntica milimetrada estéril
(Millennium® — Golgran Industria e Comércio de Instrumentos Odontolégicos — Séo
Caetano do Sul/Brasil), em capela de fluxo laminar, por um uUnico operador. As

amostras foram distribuidas, aleatoriamente, nos seguintes grupos experimentais:

o GRUPO E - controle (n=12): membranas estéreis.
o GRUPO C (n=12): membranas contaminadas com biofilme bucal.
o GRUPO aPDT (n=12): membranas contaminadas com biofilme bucal e

tratadas com terapia fotodinAmica antimicrobiana.

As amostras dos grupos C e aPDT foram contaminadas in vitro, por um periodo

de 7 dias, em estufa a 37°C, imersas em tubos de ensaio contendo meio de cultura
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com biofilme bucal. As amostras do grupo E foram colocadas em tubos de ensaio
contendo meio de cultura estéril, para validacdo e controle da esterilidade das
membranas de fabrica. Passados os 7 dias, o grupo aPDT foi descontaminado
utilizando terapia fotodindmica antimicrobiana. As amostras desse grupo foram
dispostas em placas de 24 pocos e imersas em 1 mL de azul de toluidina O (100
pg/mL), durante 1 minuto. Depois, foram irradiadas com laser vermelho Duo (MMO —

Séo Carlos/Brasil), nos parametros apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros do laser

Laser Semicondutor - InGaAIP
Modo de emisséo Varredura
Comprimento de onda (nm) 660 (vermelho)
Poténcia (mW) 100

Tempo (s) 90

Densidade de energia (J/cm?) 300

Area da ponta (mm?) 3

Energia (J) 9

Por fim, todas as amostras de todos os grupos foram colocadas em tubos de
ensaio contendo meio de cultura estéril e armazenadas em estufa a 37°C, durante 24
horas. Foram, entdo, realizadas as diluicbes e semeaduras em placas acrilicas
contendo meio de cultura, em duplicata. As placas foram armazenadas em jarras de
CO- durante 48 horas, em estufa a 37°C, permitindo o crescimento das coldnias.
Essas placas, jA semeadas, foram utilizadas para contagem das unidades formadoras

de colbnias (UFCs), a olho nu, por um unico examinador calibrado e experiente.

2.2.4 Analise histolégica

Quinze amostras de 5 x 5 mm [21] foram recortadas a partir de cada marca
comercial de membrana de colageno, seguindo a mesma padronizacao descrita para

a analise microbioldgica, e distribuidas nos seguintes grupos experimentais:

o GRUPO E - controle (n=3): membranas estéreis.

o GRUPO C (n=12): membranas contaminadas com biofilme bucal.
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As amostras do grupo C foram contaminadas e as amostras do grupo E foram
colocadas em meio de cultura estéril da mesma forma como descrito no item 2.2.3

Andlise microbioldgica para os grupos C e E, respectivamente. As amostras do grupo

E, por ndo conterem microrganismos, foram utilizadas apenas como controle para
analise histoldgica descritiva qualitativa e caracterizacdo estrutural e morfologica das
membranas.

ApOs essa etapa, todas as amostras foram fixadas em formaldeido 10% por 24
horas e processadas segundo a histotécnica convencional. Cada amostra foi dividida
transversalmente ao meio e cortes semi-seriados de 4 pym de espessura foram
transferidos para laminas histolégicas e corados com hematoxilina e eosina (HE), de
acordo com o protocolo padrao.

A andlise histoldgica qualitativa descritiva foi realizada por um patologista
calibrado e experiente, por meio do uso do microscopio optico (Medilux) pertencente
ao Laboratorio de Patologia e Histotécnica do Centro Universitario Inga — UNINGA.
Essa analise foi realizada utilizando imagens capturadas com camera digital (Moticam
2000), ao longo da extensdo do corte histolégico e em toda sua espessura, para
caracterizacao estrutural e morfologica de cada marca comercial.

A analise histologica quantitativa, referente a infiltracdo microbiana nas
membranas, foi realizada pelo mesmo patologista calibrado e experiente. Os cortes
teciduais foram fotografados com camera digital (Moticam 2000) e a infiltracdo foi
medida a partir da margem externa para o centro das membranas, no aumento de
10x. Medidas retilineas da infiltracdo microbiana foram calculadas de acordo com o
sentido periferia/centro, ao longo de toda extensdo longitudinal das membranas,

sendo adquiridos 12 campos/corte (Figura 1).
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Figura 1 — Corte histolégico representativo utilizado na analise quantitativa da
infiltracdo microbiana. Linha tracejada amarela: medida retilinea da infiltracdo
microbiana calculada no sentido periferia/centro da membrana a partir de um ponto
fixo estabelecido como referéncia. (Coloracdo HE; aumento de 10x)

2.2.5 Andlise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Foi
utilizado o teste ANOVA a um critério de selecdo e poés-teste de Tukey para
comparacao dos trés tipos de membranas quanto a contaminacao, descontaminacao
e infiltragcdo microbiana, e para comparacao intergrupos de cada membrana. Todos
os testes foram realizados com auxilio do software Statistica (Statistica for Windows
versdo 10.0, Statsoft — Tulsa/Oklahoma/EUA) e os dados foram considerados

significativos para p<0,05.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Analise microbioldgica

A comparacdo entre os trés tipos de membranas ndo mostrou diferenca
significativa quanto a contaminacdo microbiana (grupos C) (p = 0,564). Com relacéo
a descontaminacdo (grupos aPDT), apenas a membrana LC foi diferente
estatisticamente das demais (p=0,034), apresentando o menor numero de UFCs

(Tabela 2).
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Tabela 2 — Valores médios e desvios-padréo da comparacao dos trés tipos de
membranas quanto a contamina¢do microbiana (grupos C) e quanto a

descontaminagdo com terapia fotodinamica antimicrobiana (grupos aPDT)

Membranas LC J BG
Grupos Média (UFCs)xdp Média (UFCs)tdp = Média (UFCs)dp P
C 91,63 x 108+82,022 71,63 x 108+72,872 | 111,00 x 108+61,21* | 0,564
aPDT 0,38 x 108+0,742 11,25 x 108+9,30° 10,69 x 108+11,81° | 0,034*

*Estatisticamente significativo para p<0,05. Letras diferentes nha mesma linha indicam diferenca
estatisticamente significativa.

Na comparacao intergrupos houve diferenca significativa entre o grupo C e os
grupos E e aPDT nos trés tipos de membranas. O grupo aPDT néo foi diferente
estatisticamente do grupo controle em nenhum dos trés tipos de membranas
estudadas (Tabela 3). Considerando os valores de reducédo de UFCs, LC e BG
apresentaram reducdo da contaminacdo em 99,6% e 90,4%, respectivamente,

enquanto J apresentou reducao de 84,3%.

Tabela 3 — Valores médios e desvios-padrao da comparacao intergrupos nos trés

tipos de membranas

Grupos E C aPDT
Membranas | Média (UFCs)xdp @ Média (UFCs)xdp @ Média (UFCs)xdp g
LC 0,00 x 10%+0,002 91,63 x 10%+82,02° 0,38 x 10%+0,742 0,000*
J 0,00 x 10%+0,002 71,63 x 10%+72,87° 11,25 x 10%49,30% | 0,006*
BG 0,00 x 10%+0,002 111,00 x 108+61,21° 10,69 x 10°+11,81® | 0,000*

*Estatisticamente significativo para p<0,05. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatisticamente significativa.

2.3.1 Analise histoldgica qualitativa descritiva

A partir dos cortes microscopicos das membranas estéreis e contaminadas
foram observadas diferencas quanto a caracterizacdo estrutural e morfolégica, bem
como na distribuicdo da contaminacdo microbiana, entre as diferentes marcas
comerciais analisadas.

As membranas LC estéreis apresentaram fibras colagenas delgadas e

ausentes de continuidade, distribuidas de forma aleatoria e espacadas ao longo da
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espessura transversal da membrana. Destacou-se uma superficie irregular e com
fiboras sem continuidade entre si no sentido longitudinal. Nas amostras LC
contaminadas foi observada distribuicdo microbiana homogénea e intensa no sentido
periferia/centro ao longo de toda extensdao longitudinal das membranas,
caracterizando fibras colagenas mais desestruturadas e espacadas em relacdo ao
grupo LC estéril (Figura 2 — A e B).

Em contrapartida, as membranas J estéreis apresentaram fibras colagenas
densas e continuas no sentido longitudinal, distribuidas em camadas no sentido
superficie/centro ao longo da espessura da membrana. Assim, as amostras
contaminadas de J apresentaram focos de distribuicdo microbiana superficiais e de
menor intensidade em relacdo aos demais grupos, permanecendo a disposi¢ao inicial
das fibras colagenas observada nas membranas J estéreis (Figura 2 — C e D).

Nas membranas BG estéreis foram observadas fibras colagenas mais densas
e continuas superficialmente quando comparadas as membranas LC, porém com
distribuicdo aleatoria e mais justaposta no sentido transversal em profundidade. Suas
amostras contaminadas demonstraram distribuicdo microbiana intensa homogénea
no terco mais periférico da membrana e em toda sua extensao longitudinal. No sentido
periferia/centro foi observado reducao da intensidade microbiana, apesar da presenca
de microrganismos em por¢des mais profundas. A disposicao das fibras colagenas na
presenca de contaminacdo se manteve semelhante a das membranas estéreis BG
(Figura2 —EeF).
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Figura 2 — Cortes histologicos representativos das membranas de colageno. A e B)
Membranas LC. A. LC estéril — fibras colagenas delgadas, ndo continuas e
espacadas. B. LC contaminada — distribuicdo microbiana (setas amarelas)

homogénea e fibras colagenas desestruturadas e espacadas. (Coloracéo: HE;
aumento 10x). C e D) Membranas J. C) J estéril — fibras coldgenas densas e
continuas, distribuidas em camadas da periferia para o centro membrana. D) J
contaminada — focos de contaminacgéo superficiais (setas amarelas) e fibras
coldgenas mantidas com a mesma disposicdo. (Coloracdo: HE; aumentos 10x e 40x,

respectivamente). E e F) Membranas BG. E) BG estéril — fibras coldgenas densas e

continuas superficialmente, justapostas. F) BG contaminada — maior contaminagéo
nas camadas mais superficiais (setas amarelas) com disposicéo das fibras

coldgenas sem alteracdo. (Coloracéo: HE; aumento 10x)
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2.3.2 Anélise histoldgica quantitativa

Houve diferenca estatisticamente significativa entre os trés tipos de membranas
estudadas com relacdo a infiltracdo microbiana (grupos C) (p=0,000), sendo BG a que
apresentou a maior infiltragdo microbiana, seguida de LC e J, respectivamente (Tabela
4).

Tabela 4 — Valores médios e desvios-padréo da comparacao dos trés tipos de
membranas quanto a infiltracdo microbiana (grupos C)
Membranas LC J BG p

Grupo C
o 87,682+49,142 25,28+12,79° 151,46+31,83° | 0,000*
Média (um)xdp

*Estatisticamente significativo para p<0,05. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatisticamente significativa.

2.4 DISCUSSAO

Este estudo mostrou boa eficacia in vitro da terapia fotodinamica antimicrobiana
na descontaminacdo dos trés tipos de membranas de colageno reabsorviveis
analisadas, com destaque para LC e BG que tiveram percentuais de reducdo da
contaminacao acima de 90%.

Clinicamente, a exposicdo prematura das membranas de colageno
reabsorviveis, utilizadas nos procedimentos de RTG, pode comprometer todo o
resultado do tratamento, prejudicando a formacé&o de novo tecido 6sseo no defeito [4,
8]. Nesse sentido, buscar meios de promover a descontaminacao dessas membranas
e evitar que sua remocao seja necessaria, trataria um enorme ganho do ponto de vista
clinico, evitando procedimentos cirdrgicos a mais e mantendo os resultados
desejados.

Nesse sentido, até onde sabemos, este é o primeiro estudo que investigou o
potencial de descontaminacao da terapia fotodinamica antimicrobiana em membranas
de colageno reabsorviveis. Justamente buscando resultados que pudessem indicar
uma possivel aplicacdo dessa terapia nesses casos de exposicdo prematura das

membranas.
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Assim, o potencial de descontaminacédo da terapia fotodinamica antimicrobiana
foi comprovado neste estudo in vitro com a diminui¢ao significativa dos valores de
UFCs encontrados nos grupos aPDT para os trés tipos de membranas quando
comparados aos grupos C, e sem diferencas estatisticas para os grupos E, na
comparacao intergrupos em cada um dos tipos de membranas estudadas. A literatura
nao apresenta esse tipo de resultado para comparacdo, mas mostra resultados
semelhantes com relagcdo ao potencial de descontaminacdo em superficies de
implantes [17, 22-24] e & acdo antimicrobiana da terapia fotodindmica [25-27],
inclusive em estudos realizados por este mesmo grupo de pesquisa [18, 28].

Considerando dados ja apresentados na literatura, a porosidade parcial das
membranas pode atrasar sua contaminacao por até 3 a 4 semanas [29], neste estudo
verificamos contaminagdo significativa com apenas 7 dias de incubagéo em todos os
tipos de membranas estudadas. Segundo Simon et al. [29], a possibilidade de
microrganismos contaminarem as membranas expostas na cavidade bucal de fato
existe e isso ficou bastante claro nesse ensaio in vitro. Sendo assim, a questdo é: a
estrutura da membrana interfere ou favorece a infiltragcdo microbiana de alguma
forma? Os resultados aqui apresentados mostraram que sim. Embora seja necessario
interpretar esses dados com cautela e considerando alguns aspectos.

A auséncia de diferenca estatistica entre os grupos C na comparacgao entre 0s
trés tipos de membranas, por exemplo, foi um achado interessante. Todas as
membranas apresentaram numeros parecidos de UFCs na analise microbioldgica,
demonstrando que essas membranas, independentemente da sua estrutura, vao se
contaminar de maneira semelhante em termos de quantidade.

Por outro lado, a analise histolégica mostrou dados um pouco diferentes ao
compararmos as trés membranas, que foram estatisticamente diferentes entre si com
relacéo a infiltracdo microbiana (p=0,000). BG foi a membrana que apresentou a maior
infiltracdo microbiana (151,46 um; p=0,000), seguida de LC e de J. Se associarmos
esse resultado ao resultado da andlise microbiolégica, tem-se que o padrdo de
distribuicdo das fibras colagenas e a propria estrutura fisica das membranas interferiu
nos valores de infiltracdo. BG, embora tenha apresentado maior valor de infiltracdo, a
distribuicdo da contaminacédo nessa membrana ndo foi homogénea ao longo de toda
a sua espessura, diferente do observado em LC. A infiltragdo microbiana em BG se
concentrou mais no terco superficial, com pouca densidade nas camadas mais

profundas.
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O fato de o parametro infiltragdo microbiana ter sido aferido como uma medida
retilinea em profundidade, chegando até onde havia poucos ou até um Unico
aglomerado de microrganismos, pode néo ter refletido a contaminagéo total das
membranas, mas foi importante na associagdo com o0s resultados da
descontaminacéao.

Teoricamente, microrganismos concentrados nas camadas mais superficiais
das membranas seriam mais faceis de serem atingidos pela acdo da terapia
fotodindmica antimicrobiana, logo, membranas J teriam um certo favorecimento
durante o processo de descontaminacéo. E isso ndo acorreu. Na verdade, o padréo
estrutural da membrana J fez sim com que a contaminagdo ficasse distribuida
superficialmente e fosse, portanto, de menor intensidade, com menor infiltracéo (25,28
um; p=0,000), mas esse fator néo foi suficiente para despontar J, que teve a menor
reducdo da contaminacgéo dentre as trés membranas (84,3%).

Na membrana LC, por sua vez, devido a composi¢cao mais delgada e espacada
de suas fibras colagenas, distribuidas mais aleatoriamente, a infiltracdo microbiana foi
homogénea e intensa em toda sua extensao e ao longo de sua espessura, com focos
de contaminacdo em regides profundas. Com relacdo a descontaminacdo na analise
microbioldgica, observou-se diferenca significativa na comparacao intergrupos para
todas as membranas, mas apenas a membrana LC foi diferente das demais, na
comparacao entre os grupos aPDT, com menor quantidade de UFCs. Associando
esses valores ao padrdo estrutural das membranas LC, pode-se especular que a
distribuicdo aleatoria de fibras mais espacadas e delgadas permitiu a acdo da terapia
fotodindmica antimicrobiana, provavelmente, através da penetracdo do
fotossensibilizador e do laser, o que fez com que LC também tivesse resultado
satisfatorio com a descontaminacao.

Diante do exposto, essa medida retilinea em profundidade é uma das limitacdes
deste estudo, mas, uma vez associada aos demais resultados, tem-se a interpretacéo
do todo e, nesse sentido, os dados apresentados sdo bastante condizentes e
plausiveis com o observado nas analises realizadas. Ainda como limitacdo, destaca-
se a possibilidade de pequenas alteracfes estruturais nas membranas durante o
processamento de histotécnica, considerando que foi realizada apenas andlise
histologica para a caracterizacdo das membranas.

Ainda é importante ressaltar que a quantificacdo da infiltracdo microbiana foi

medida a partir da periferia para o centro em todas as membranas estudadas. Isso é
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um dado importante, uma vez que as membranas J e BG apresentam indica¢gdes do
fabricante quanto a posicdo dessa membrana no defeito 6sseo, tendo um lado
especifico voltado para a regido externa, que fica em contato com o retalho. Nas
laminas histolégicas, essa camada foi identificada e as medidas foram realizadas a
partir dessa superficie externa em direcdo ao centro.

Diante dos resultados obtidos, € possivel concluir que as membranas de
colageno reabsorviveis estudadas se contaminaram de forma semelhante em termos
de quantidade, mas diferentemente em relacao a infiltracdo microbiana e que a terapia
fotodinamica antimicrobiana apresentou-se eficaz na descontaminacgéo dos trés tipos

de membranas.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Embora com algumas limitages, este estudo in vitro verificou que ndo ha
diferencas em termos de quantidade de contaminagdo entre as membranas
estudadas, mas a infiltragcdo microbiana é sim influenciada pelas caracteristicas
estruturais de cada membrana. Também verificou que a terapia fotodindmica
antimicrobiana é eficaz na descontaminacdo das membranas in vitro. Sendo assim,
estudos pré-clinicos e clinicos controlados séo importantes para determinar os reais
efeitos e confirmar a terapia fotodindmica antimicrobiana como uma opcédo de
tratamento nos casos de exposicao prematura de membranas de colageno ao meio

bucal nos procedimentos de RTG.
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4. RELEVANCIA E IMPACTO DO TRABALHO PARA A SOCIEDADE

A relevancia deste trabalho consiste em sua contribuicdo para o avanc¢o do
conhecimento na busca de melhores resultados clinicos frente a complicacdo que
envolve a exposicdo prematura das membranas reabsorviveis nos procedimentos de
RTG. Os resultados aqui apresentados poderdo nortear futuras pesquisas que trarao
respostas e a possibilidade da elaboracao de um protocolo clinico.
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FACULDADE INGA / Plataforma
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Continuagaa do Parecer: & 108512

Consideragbes Finals a critério do CEP:
Ressalta-se que cabe ao pesquisador responsavel encaminhar os relatérics parciais e final da pesquisa, por
meio da Plataforma Brasil, via notificagdo “relatdrio” para que sejam devidamente apreciades no CEP,

conferme Norma Operacional CN3 n® 001713, item XI, 2.d.

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquive Postagem Autor Situacao
Infermagtes Bisicas|PE_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 18/10v2021 Aceito
| do Projeto ROJETO 1835660 pdf 16:03:45
Declaragao de Infragstrutura_Laboratorio_Patologia_Hi | 181072021 | SAMIRA Aceito
Instituicaio & stotecnica.pdf 16:02:51 | SALMEROMN
Infraestrutura
Declaragao de Infragstrutura_Laboratorio_Microbiologia| 18/10/2021 | SAMIRA Aceito
Instituicaio & pdf 16:02:42 |SALMERON
Infragstrutura
Projeto Detalhado [ |Projeto_de_pesquisa.pdf MMW2021 |SAMIRA Aceito
Brochura 12:02:21 | SALMERON
Investigador
TCLE ! Termos de | TCLE.pdf TIMN2021 | SAMIRA Aceito
Assentimento [ 11:55:40 |SALMERON
Justificativa de
LAuséncia
Folha de Reosto Folha_de_rosto. pdf 11102021 | SAMIRA Aceito

11:459:48 |SALMERCN

Situacdo do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciacio da CONEP:
Mao

MARINGA, 16 de Novembro de 2021

Assinado por:

Dalane Pereira Camacho
(Coordenador{a))

Enderegco: Rodowvia BR 317, n 6114 - Blooo G, Sala 24

Bairra: Saida para Astorga CEP: B7.035-510

UF: PR Municipio: MARINGA

Telefone: (44)3033-5040 Fax: (44)3225-5009 E-mail: comitedesticagiuninga edu b



