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RESUMO

Atualmente, os agentes antimicrobianos disponiveis ndo séo eficazes contra
biofilmes orais maduros. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do plasma
de baixa temperatura de argbénio no controle de biofilmes maduros formados sobre
esmalte dentario humano. Adicionalmente, verificou-se também o efeito da
irradiacdo neste esmalte subjacente ao biofilme. Biofilmes de Streptococcus
mutans UA159 foram formados sobre os blocos de esmalte humano, utilizando meio
de cultivo suplementado com extrato de levedura e incubados a 37°C em atmosfera
parcial de 5% de CO:2 durante cinco dias. No 5° dia, os espécimes foram submetidos
a um dos seguintes tratamentos: ST (sem tratamento), NaF (solugcéo de fluoreto de
sédio 0,05% por dez minutos), CHX (solugéo de clorexidina 0,12% por dez minutos),
ARG1 (fluxo de argbnio por um minuto), ARG5 (fluxo de argdnio por cinco minutos),
ARG10 (fluxo de argbdnio por dez minutos), PLAL1 (plasma por um minuto), PLAS
(plasma por cinco minutos) e PLA10 (plasma por dez minutos). O biofilme foi
coletado para ser analisado quanto a viabilidade bacteriana (através da contagem de
UFC e microscopia confocal a laser) e quanto a quantidade de polissacarideos
extracelulares (analise colorimétrica). Parte dos blocos foram submetidos ao teste de
microdureza superficial, espectroscopia de Raman e microscopia eletronica de
varredura (MEV). O tratamento com plasma mostrou uma reducgéo significativa da
viabilidade dos biofilmes de S. mutans, com diferenca estatistica significativa entre
0S grupos controle e os grupos testes PLA5 e PLA10. Quanto a analise dos
polissacarideos solluveis e insoliveis da matriz extracelular foram observadas
diferencas apenas entre o grupo clorexidina e os grupos de aplicagéo do plasma nos
polissacarideos solluveis. Na Microscopia Confocal a Laser, a aplicacdo do fluxo de
argonio e plasma foi suficiente para gerar alteracdes visiveis em 2dimensées (2D). A
perda de dureza (%PMS) foi semelhante estatisticamente entre os grupos. Na
microscopia de Raman, nédo houve diferenca estatistica entre os grupos submetidos
aos diferentes tratamentos. A MEV demonstrou regides homogéneas e lisas no
esmalte. Em concluséo, o PBT aplicado por 5 e 10 minutos foi eficaz na redugéo do
biofiilme maduro de S. mutans sem prejudicar a superficie do esmalte sob biofilme

tratado.

Palavras-chave: Gases em plasma. Placa Dentaria. Carie dentaria. Streptococcus

mutans.



ABSTRACT

Currently available antimicrobial agents are not effective against mature oral biofilms.
This work aimed to evaluate the effect of low temperature argon plasma in the control
of mature biofilms formed on human dental enamel. Additionally, the effect of
irradiation on this enamel underlying the biofiilm was also verified. UA159
Streptococcus mutans biofilms were formed on the human enamel blocks using
culture medium supplemented with yeast extract and incubated at 37°C in a 5% CO2
partial atmosphere for five days. On the 5th day, the specimens were submitted to
one of the following treatments: ST (no treatment), NaF (0.05% sodium fluoride
solution for ten minutes), CHX (chlorhexidine solution 0.12% for ten minutes), ARG1
(argon flux for one minute), ARG5 (argon flux for five minutes), ARG10 (argon flux for
ten minutes), PLA1 (plasma for one minute), PLA5 (plasma for five minutes) and
PLA10 (plasma for ten minutes). The biofilm was collected to be analyzed for
bacterial viability (through counts of CFU and confocal laser microscopy) and the
amount of extracellular polysaccharides (colorimetric analysis). Part of the blocks
were submitted to the surface microhardness test, Raman spectroscopy and
scanning electron microscopy (SEM). Plasma treatment showed a significant
reduction in the viability of S. mutans biofilms, with a statistically significant difference
between the control groups and the PLA5 and PLA10 test groups. As regards the
analysis of the soluble and insoluble polysaccharides of the extracellular matrix,
differences were observed only between the chlorhexidine group and the groups of
plasma application in the soluble polysaccharides. In Confocal Laser Microscopy, the
application of the argon and plasma flux was sufficient to generate visible changes in
2dimensions (2D). The loss of hardness (%SML) was statistically similar between the
groups. In Raman microscopy, there was no statistical difference between the groups
submitted to the different treatments. SEM showed homogeneous and smooth
regions in the enamel. In conclusion, the PBT applied for 5 and 10 minutes was
effective in reducing the mature S. mutans biofilm without damaging the surface of

the enamel under treated biofilm.

Keywords: Plasma Gases. Dental plague. Dental caries. Streptococcus mutans.
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1 INTRODUCAO

A cérie dentaria esta entre as doencas cronicas humanas mais prevalentes.
Os relatorios da Organizacdo Mundial da Saude descrevem que a prevaléncia de
carie € de 60% a 90% em criancas em idade escolar e praticamente universal entre
adultos e a saude bucal deficiente tem um profundo efeito na saude geral e na
qualidade de vida destes individuos (PETERSEN et al., 2005), levando a situacdes
como o edentulismo e a dados como: no Brasil, observa-se a necessidade de
prétese em 13,7% dos individuos examinados adolescentes, em 68,8% dos adultos
e em 92,7% dos idosos (BRASIL, 2010). E uma doenca bucal dependente de
biofilme e carboidratos dietéticos fermentaveis sdo os principais fatores ambientais
envolvidos em sua iniciacdo e desenvolvimento. Entretanto, dentre os carboidratos,
a sacarose é considerada a mais cariogénica, pois, além de ser fermentada por
bactérias orais, € um substrato para a sintese de polissacarideos extracelulares
(PEC) e intracelulares. Portanto, enquanto o ambiente de baixo pH desencadeia o
deslocamento da microflora da placa residente para uma mais cariogénica, o PEC
promove mudancas na composicdo da matriz dos biofiimes (PAES LEME et al.,
2006).

Em geral, os biofilmes sdo comunidades estruturadas de células microbianas
aderidas a uma superficie e envolvidas em uma matriz de polissacarideos
extracelulares. A matriz extracelular promove a adesao microbiana as superficies e a
coesdo, além de dificultar a difusdo de agentes antimicrobianos (FLEMMING;
WINGENDER, 2010). As bactérias em biofilmes mostram uma patogenicidade mais
elevada em comparacdo com os seus homdlogos plancténicos (DE MELO et al.,
2013; HOJO et al., 2009) em virtude de possuirem propriedades e padrédo de
expressao génica distintos das células planctdnicas, incluindo variacdes fenotipicas
na atividade enzimatica, composicdo da parede celular e estrutura superficial
(KARYGIANNI et al., 2014).

O biofilme oral é Unico entre os varios tipos de biofimes (HUANG; LI;
GREGORY, 2011), uma vez que normalmente requer glicoproteinas salivares para
anexar ao substrato. E composto por estruturas tridimensionais complexas, formado
por comunidades multi-espécies microbianas sobre o tecido oral (HE et al., 2015).

Um numero estimado de mais de 700 espécies bacterianas, incorporadas em matriz
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rica em polissacarideo extracelular foram encontradas dentro do biofilme oral (AAS
et al., 2005). Apesar dos biofilmes microbianos serem responsaveis por uma
variedade de infecgcbes microbianas, tais como gengivite, cérie, periodontite (DE
MELO et al.,, 2013), somente uma pequena fracdo dessa populacdo bacteriana

parece estar envolvida no surgimento de doencas.

Apesar da complexidade da comunidade bacteriana que coloniza o biofilme
dental, existem evidéncias consideraveis de que a presenca de Streptococcus
mutans esteja diretamente relacionada aos estagios iniciais da formacéo das lesdes
de carie em humanos. Isso se da devido a sua presenca em altos niveis
imediatamente antes do surgimento das lesGes, a sua habilidade em rapidamente
degradar carboidratos fermentaveis promovendo a formacdo abundante de &cido,
além da sua capacidade de tolerar ambientes com baixo pH (SVENSATER et al.,
2001; PARK et al., 2014). Em adicdo, S. mutans tem alta afinidade a superficie
dentaria mediada pela presenca de adesinas e polissacarideos extracelulares que
contribuem para a sua patogenicidade (SENADHEERA et al., 2005). Desta forma, na
presenca de sacarose, S. mutans passa a sintetizar enzimas glicosiltransferases (B,
C e D) cuja acdo integrada € essencial para adesdo celular ao dente (COLBY;
RUSSELL, 1997).

A remocao do biofilme das superficies dos dentes pode ser facilitada por meio
de estratégias que interferem com a matriz do biofilme ou interrompendo o préprio
desenvolvimento do biofiilme maduro ou ainda prevenindo que as bactérias
produtoras de matriz habitem o biofilme, limitando estas e outras bactérias de uma
forma mais ampla. No entanto, nenhum dos agentes antiplaca disponiveis
atualmente no mercado € eficaz contra biofilmes maduros (KARYGIANNI et al.,
2016). As técnicas desenvolvidas para erradicar bactérias indesejaveis incluem a
utilizacdo de antibidticos, de calor, de pressao, de ultravioleta (UV) e, mais
recentemente, de terapia fotodindmica, de antimicrobianos nano particulados, de
superficies nano estruturadas, de peptideos antibacterianos e de Plasma de Baixa
Temperatura (PBT) (WILSON; PATTERSON, 2008; BROGDEN; BROGDEN, 2011;
HASAN; CRAWFORD; IVANOVA, 2013; CARJA et al.,, 2009; REN et al., 2009,
GHERARDI; TONINI; COLOMBO, 2017).

O plasma €é o quarto estado da matéria, sendo constituido por gas ionizado

neutro, gerado a partir de uma variedade de gases ou misturas de gases como: 0



15

argonio, o hélio, o 0z6nio ou gas oxigénio. E constituido por particulas em interacéo
permanente, que incluem fotons, elétrons, ions positivos e negativos, atomos,
radicais livres e moléculas excitadas e ndo excitadas (MOREAU; ORANGE;
FEUILLOLEY, 2008), os quais podem contribuir para suas propriedades
antibacterianas. Em geral, existem dois tipos de plasmas gasosos, que s&o
classificados de acordo com as condi¢cdes em que sao criados. Os plasmas térmicos
sdo obtidos a alta presséo (210° Pa), precisam de um maior poder substancial (até
50 MW), a temperatura do gas é similar para todos os componentes do plasma e
pode ser muito elevada (5 a 20 x 103 K). Os plasmas ndo térmicos ou de baixa
temperatura sdo obtidos a pressdes mais baixas e usam menor poder substancial
sendo caracterizados por uma temperatura mais elevada dos elétrons do que a do
gas (temperatura macroscépica) e consequentemente nao apresentam um equilibrio
termodinamico local (MOREAU et al., 2008; SCHOLTZ et al., 2015).

Sladek et al. (2007) demonstraram os efeitos inibitérios de um tratamento com
plasma atmosférico ndo térmico contra um biofiime de S. mutans. Koban et al.
(2011) avaliaram o efeito de trés diferentes dispositivos plasmaticos na reducédo de
S. mutans e biofilmes multi-espécies de saliva humana que foram cultivados em
discos de titanio (Ti) in vitro em comparacdo com clorexidina. Idlibi et al. (2013)
avaliaram a degradacédo de biofilmes orais cultivados in situ em discos de Ti
usinados por plasma atmosférico frio. Delben et al. (2016) avaliaram o efeito
antimicrobiano do plasma frio de pressao atmosférica em biofilmes orais patogénicos
de Candida albicans e Staphilococcus aureus.

Os resultados dos estudos acima confirmam a eficacia antimicrobiana do
Plasma de Baixa Temperatura (PBT) contra bactérias associadas ao biofilme oral.

Entre as vantagens do PBT sobre o uso de antibi6ticos é que ele pode ser
usado para um tratamento localizado, fornecendo uma resposta bactericida em
segundos, o que torna a probabilidade do desenvolvimento de resisténcia bacteriana
ao PBT baixa. Além disso, a terapia tem demonstrado efeitos colaterais minimos; a
seguranca bioldgica do plasma frio a pressao atmosférica foi avaliada no epitélio oral
reconstituido in vitro (Delben et al., 2016). Baixa citotoxicidade e alta viabilidade do
epitélio oral foram observadas apds a exposi¢cdo ao plasma. Além disso, nenhum
sinal de necrose e manutencdo da proliferacdo celular no epitélio tratado com

7z

plasma foi observado. A temperatura do PBT €& compativel com os tecidos
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mamiferos, o que também incentiva a sua utilizacdo in vivo (FLUHR et al., 2011;
PARTECKE et al., 2012).

Espécies reativas sdo geradas transitoriamente pelo PBT atravées de diversas
vias de colisbes e dissociacdes. Estas espécies reativas oxidantes tém fortes efeitos
sobre as estruturas externas das células, seja um revestimento de esporos ou de
uma membrana celular. As gorduras insaturadas na bicamada lipidica das
membranas celulares sdo susceptiveis ao ataque por radicais de hidroxila,
comprometendo a fungcdo da membrana e as proteinas em membranas. Uma vez
gque a membrana celular foi parcialmente degradada, as espécies reativas podem
danificar o material genético e as moléculas dentro do microrganismo, levando a sua
destruicdo (HOFFMANN; BERGANZA; ZHANG, 2013; MAI-PROCHNOWA et al.,
2014; SCHOLTZ et al., 2015).

O tratamento com PBT pode inibir completamente a formacdo de um biofilme
rico em matriz (DUARTE et al.,, 2011). Assim, a tecnologia do PBT tem recebido
crescente atencdo como uma possivel terapia para o controle e/ou prevencdo da
formacdo de biofilmes. Muitos estudos sugerem a terapia com PBT como um
importante agente antibacteriano, mas relatam terapias utilizando uma variedade de
diferentes dispositivos geradores de plasma com diferentes tipos de gases e tempo
de tratamentos dos biofilmes diferentes, o que torna um desafio mostrar a
reprodutibilidade dos resultados. Em contraste com seu efeito antimicrobiano, ainda
ndo esta elucidado como o PBT afeta o biofilme, especificamente as propriedades
da matriz. Além disso, € necessario determinar que o regime de tratamento com PBT
seja seguro para os tecidos dentais antes que este seja recomendado para 0 uso
clinico (KOBAN et al., 2011; DU et al., 2012).

Em adicdo ao tratamento dentario fornecido aos pacientes em uma pratica
odontoldgica geral, o PBT poderia ser usado em varias situacdes de cuidados orais
onde a remogdo mecéanica do biofilme € indicada. O paciente em risco poderia por
exemplo ser submetido ao tratamento de PBT até que a sua saude oral fosse
restabelecida. O tratamento pode ser realizado no consultorio ou, se necessario, a
portabilidade dos equipamentos de PBT permitirdo que no futuro a terapia seja
efetuada em diferentes locais.

Este trabalho teve como intuito estabelecer condi¢cdes para uso do PBT
(plasma de baixa temperatura) no controle do biofiime maduro formado sobre

esmalte dentério.



17

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral:

Estabelecer condi¢bes para uso do PBT (plasma de baixa temperatura) no
controle do biofilme maduro de Streptococcus mutans formado sobre esmalte

dentario in vitro.

2.2 Objetivos Especificos:

e Avaliar os efeitos do PBT em trés diferentes tempos de exposicéo (1, 5 e 10
minutos) na viabilidade celular e na quantidade de polissacarideos
extracelulares sollveis e insolUveis presentes na matriz de biofilmes maduros
de Streptococcus mutans.

e Avaliar o efeito do plasma nas propriedades mecanicas do esmalte dentario

humano sob o biofilme irradiado.
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3 METODOLOGIA

Aspectos Eticos

Como a realizacdo desta pesquisa incluiu experiéncias com seres humanos
ou parte deles (dentes humanos, extraidos por razées que ndo a da pesquisa), este
trabalho foi submetido & aprovacdo do Comité de FEtica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara via Plataforma Brasil, tendo sido aprovado sob
CAAE: 80206617.7.0000.5054 (ANEXO A), segundo a Resolucdo do CNS 466 de
12/12/2012 e a Norma Operacional 001/2013.

Preparacédo dos espécimes

Para obtencdo dos blocos de esmalte foram utilizados trezentos terceiros
molares higidos extraidos por razdes que nao as desta pesquisa e armazenados em
solugéo de timol a 0,1% a temperatura de 4°C durante pelo menos 30 dias (WHITE;
FEATHERSTONE, 1987; CURY et al., 2000; ZANIN et al., 2006). Foram excluidos os
dentes com fraturas e rachaduras. Os blocos dentais foram fixados em pecas
acrilicas e cortados com o auxilio de uma cortadeira elétrica e discos de diamante.
Para isso, blocos foram cortados a partir da porgao central de coroas usando discos
de diamante (Extec Corp®, Enfield, CT, EUA) refrigerados em agua destilada e uma
maquina de corte (Isomet Low Speed Saw, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) (MELO et
al., 2010). Apds o corte das raizes e da face oclusal, foi obtido um fragmento dental
da porcéo central da coroa com 4mm de espessura, o qual foi novamente fixado a
peca acrilica e cortado para a obtencdo de blocos dentais medindo 4x4x2mm. O
ajuste do esmalte a fim de obter blocos planos foi feito com o auxilio da politriz em
baixa velocidade (Arotec, Aropol 2V-PU, Cotia, SP, Brasil) e lixa de granulagao 320
(Carbimet Paper Discs, Buehler-met®, IL, USA) sob refrigeracéo, deixando os blocos
dentais com altura de 2mm.

Em seguida, os blocos foram fixados em resina acrilica, utilizando-se para isto
uma placa de vidro com fio ortodéntico 0,18 adaptado, um disco de acrilico e godiva
em bastdo (FGM) para a fixagdo do espécime. Os blocos foram polidos com lixas de
granulacado decrescentes (GRIT 400 por 15 segundos, GRIT 600 por quarenta
segundos e GRIT 1200 por dois minutos, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) na politriz
automatica (Automet® 250, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). Entre a utilizacdo de uma
lixa e outra, os blocos foram limpos em cuba ultrassénica (ULTRA SONIC,

Odontobras, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) com agua destilada por dez minutos. O
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polimento final foi feito com disco de feltro e pasta de suspensao de diamante 1um
(Buehler®, lllinois, USA) sem refrigeracdo por trés minutos. A fim de evitar a
desidratacdo, os espécimes foram armazenados em gaze umedecida em agua

destilada até serem utilizados.
Selecdo dos espécimes

Este polimento serviu para a determinacdo da microdureza de superficie
inicial e subsequente selecdo dos espécimes (MELLBERG; PETROU; GROTE,
1992), sendo utilizados somente os blocos com dureza de esmalte entre 276 e 345
Knoop (MEREDITH et al., 1996). As andlises foram realizadas através de um
microdurémetro (Future-Tech®, Toquio, Japao) acoplado a um software FM-ARS®
Corp e penetrador do tipo Knoop, com carga de 25¢g e duracédo de aplicagdo de 5
segundos, sendo realizadas cinco penetracbes no esmalte de cada bloco de dente,
com distancia de 100um entre as mesmas. Apds este processo, 0s blocos
selecionados foram retirados do disco de acrilico e esterilizados em autoclave a
121°C por 15 minutos e armazenados em umidade a 4°C até a sua utilizacdo
(TEIXEIRA et al., 2012).

Os blocos selecionados a partir do Teste de Microdureza Knoop foram
aleatorizados utilizando uma planilha no Excel, do pacote Microsoft Office e

distribuidos em 9 grupos conforme o quadro abaixo.
Figura 1 — Descricdo dos tratamentos aos quais os biofilmes sobre os blocos de esmalte

humano foram submetidos.

Cdédigo Tratamento realizado

ST Sem tratamento por 10 minutos (Controle negativo)

NaF Fluoreto de sddio 0,05% por 10 minutos (Controle anti-carie)
CHX Clorexidina 0,12% por 10 minutos (Controle anti-placa)
ARG1 F|uxo de argbnio por 1 minuto

ARG5S Fluxo de argdnio por 5 minutos

ARG10 Fluxo de argdnio por 10 minutos

PLAL Jato de plasma por 1 minuto

PLAS Jato de plasma por 5 minutos

PLA10 Jato de plasma por 10 minutos




20

Delineamento experimental

Apo6s a formacdo dos biofilmes e realizagdo dos tratamentos, as amostras de
biofilme e os blocos de esmalte humano foram analisados conforme descrito abaixo.

Figura 2 — Desenho do experimento.

Biofilme

: C Analise Bioquimica - Viabilidade celular por

Contagem microbiologica Polissacarideos Microscopia Confocal
Bloco

Microscopia Eletrbnica de
Varredura

Dureza superficial inicial e

final Espectroscopia Raman

Formacéo da pelicula adquirida

A pelicula adquirida foi formada a partir de saliva humana clarificada diluida
em um tampéo de adsorcédo e foi colhida de um doador saudavel (em jejum e sem
higienizagdo oral prévia) por estimulagédo com filme flexivel (Parafiim M, Pechiney
Plastic Packaging, Akron, Ohio, EUA). O tampao de adsorcdo (KClI 50mM,
KPO4 1,0mM, CaCl 1,0mM, MgCl2 0,2mM, pH = 6,5) foi adicionado a saliva na
proporcdo de 1:1 e o fluoreto de fenilmetilsulfénico - PMSF foi adicionado na
proporcdo de 1:1000. Apds agitacdo a solucdo foi clarificada por centrifugacao
(centrifuga refrigerada NT 815, Novatécnica, Piracicaba, SP, Brasil) a 8.500rpm
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durante 10 minutos, a 4°C e filtrada a vacuo com um filtro de 0,22um de tamanho de
poro (Stericup, Millipore, St Louis, MO, EUA) (DUARTE et al., 2006). Para formacao
da pelicula adquirida os blocos de esmalte humano estéreis foram incubados
durante 1 hora a 37°C em um agitador orbital (Te-145, Piracicaba, SP, Brasil)

imediatamente antes da inoculacdo das amostras.
Crescimento do biofilme in vitro

Oito colonias de Streptococcus mutans UA159 ATCC (Manassas, Viriginia,
EUA) foram obtidas a partir do crescimento em BHI, infusdo cérebro e coracéo,
(DIFCO, Detroit, Michigan, USA) agar suplementado com 5% de sangue de carneiro.
As colénias foram inoculadas em caldo TSB, caldo soja triptcaseina, (DIFCO,
Detroit, Michigan, USA) suplementado com extrato de levedura contendo glicose
(9mL de meio e 1mL de glicose a 10%) e incubadas durante 18 horas a 37°C sob
condicdes de microaerofilia a 5% de CO2, Apos a formacéo da pelicula adquirida, os
biofiimes de Streptococcus mutans UA159 foram formados sobre os blocos de
esmalte humano em placas de poliestireno contendo 24 pocos, tendo como in6culo
a bactéria cultivada (durante 18h) 100uL e TSB suplementado com extrato de
levedura contendo sacarose (45mL de meio para 5mL de sacarose a 10%). A cada
24h, o meio de cultivo foi trocado sem a adicdo de novo inéculo. Os biofilmes foram
incubados a 37°C em atmosfera parcial de 5% de CO:durante 5 dias na estufa
(Forma™ 310 Direct-Heat, Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts, EUA)

(CURY et al., 2010).
Aplicagéo do plasma

O PBT foi gerado através da ionizacdo do gas argbénio (Ar) a pressao
atmosférica através de um dispositivo operatorio portatii - Kinpen 09 (INP,
Greifswald, Alemanha), desenvolvido pelo Instituto Leibniz de Ciéncias e Tecnologia
de Plasma (INP). O dispositivo consiste de uma unidade de mao (170mm de
comprimento, 20mm de didmetro e 170g de peso) para a geracdo de um jato de
plasma a pressdo atmosférica, uma fonte de alimentacdo de corrente continua
(energia do sistema: 8W a 220V, 50/60Hz) e uma unidade de fornecimento de gas.
O PBT foi gerado a partir do topo central do eletrodo e expandiu-se para o ambiente
no exterior do bocal. O tratamento foi conduzido uma Unica vez, no 5° dia do

experimento por um operador calibrado com uma distancia da ponta até a amostra
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de 03mm durante 01, 05 e 10 minutos. O fluxo de gas argonio (Ar) foi ajustado para
5L/min e a taxa de fluxo controlada por um controlador de fluxo (MKS Instruments,
Munique, Alemanha). A selecdo dos tempos de exposigao foi baseada em estudo
prévio (ALVES, 2016). Os blocos dos grupos NaF e CHX ficaram imersos em 2mL
da respectiva solucdo por 10 minutos e os blocos do grupo ST ndo passaram por
nenhum tratamento aguardando em temperatura ambiente por 10 minutos, sendo
este o controle negativo. A seguir, os blocos de todos os grupos foram mergulhados
3 vezes em 1mL de solugédo salina (NaCl 0,89%), a fim de remover o biofilme

fracamente aderido e foram coletados para analise. (Duarte et al., 2006).
Determinacgao das alterag6es no biofilme

Analise microbiolégica do biofilme formado in vitro

Os tratamentos foram realizados em triplicata dentro da camara de fluxo
laminar (Filtracom, Valinhos, SP, Brasil). Ap6és a realizacdo dos tratamentos,
amostras dos biofilmes formados foram coletadas com espatulas plasticas estéreis
em tubos 50mL estéreis, contendo 5mL de solu¢cdo de NaCl(cloreto de sodio) a
0,89%. O material foi vortexado (vortex AP-56, Phoenix Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos LTDA, Araraquara, SP, Brasil) e sonicado (Digital Sonifer
450, 50/60Hz, 4A, Branson Ultrassonics Corporation, Danbury, EUA) com 3 pulsos
de 15 segundos a 6 watts com intervalo de 15 segundos entre eles (repouso em
gelo). A suspensao foi entdo diluida em série decimal (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000,
1:100000, 1:1000000, 1:10000000) e plaqueada em duplicata em placas de Agar
Sangue, mantidos, apés o plagueamento em condicdes de microaerofilia a
temperatura de 37°C, por 48 h. Decorrido o tempo de incubacdo, a contagem das
unidades formadoras de colbénia (UFC) foi realizada e o niumero de UFC/mg de
biofilme estabelecido apés a determinacao do peso seco de cada amostra.

Determinacgao do peso seco do biofilme

Para a determinagado do peso seco, aproximadamente 15mL de etanol frio (-
20°C) foram adicionados a suspensdo do biofilme, o qual ficou armazenado na
geladeira por 18 horas. Apds este periodo, o precipitado resultante foi centrifugado
(3500rpm, durante 10min, a 4°C). O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento lavado
com 1mL de etanol frio, transferido para tubos de microcentrifuga pré-pesados (um

para cada amostra de cada grupo), centrifugado novamente, o excesso de alcool foi
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cuidadosamente removido e o pellet dessecado a vacuo por 48 horas, sendo

realizada a pesagem final apés este periodo.

Analise da composicdo bioquimica da matriz dos biofilmes (analise dos

polissacarideos)

Foram realizados mais trés experimentos microbiolégicos para esta analise.
ApOs a realizacdo dos tratamentos propostos, os biofiimes formados foram
coletados, lavados, sonicados para a separacdo das células bacterianas e
centrifugados e o0 sobrenadante coletado para analise dos polissacarideos
extracelulares-PEC. Sucintamente, uma aliquota (5mL) da suspensao dos biofilmes
foi sonicada (Digital Sonifer 450, 50/60Hz, 4A, Branson Ultrassonics Corporation,
Danbury, EUA), usando um pulso de 30s com uma poténcia de 6W e centrifugada
(centrifuga refrigerada NT 815, Novatécnica, Piracicaba, SP, Brasil) durante 10min a
4°C. O sobrenadante foi coletado e o precipitado foi novamente suspenso e lavado
em 4mL de agua Milli - Q; este procedimento foi repetido trés vezes. Todo o
sobrenadante recolhido foi utilizado para o ensaio de PEC solavel em 4gua e o
precipitado foi utilizado para os ensaios de PEC insoluvel em agua. Apés a coleta,
os polissacarideos presentes no sobrenadante foram precipitados no alcool absoluto
gelado por 18 horas (trés vezes o volume de alcool/ o volume da amostra). Para
analise dos polissacarideos solUveis em agua, foi utilizado 200uL da amostra, 200uL
do fenoL a 5% e 1mL de &cido sulfarico, a solucdo foi cuidadosamente
homogeneizada e apés o repouso de 20 minutos, as amostras foram lidas em
espectrofotometro (DU 730, UV — VIS, Beckman, Coulter, Brea, California, EUA) com
comprimento de onda de 490nm. O pellet resultante foi utilizado para a extracdo dos
polissacarideos insolUveis em agua. A extracdo dos polissacarideos insoluveis em
agua foi realizada com NaOH 1N (1 mg de peso seco de biofiime/ 0.3 mL de 1N
NaOH), ap6s o calculo foi feito a adicdo da substancia, aguardou-se duas horas em
repouso e depois a amostra ficou sob agitacdo durante 1 h e 10 min, a 37°C. O
sobrenadante foi rejeitado e 0 processo realizado mais trés vezes. Apos a
preparacdo com NaOH, acrescentou-se alcool absoluto (na proporcdo de 3 vezes o
valor de NaOH calculado) e os tubos para centrifuga foram armazenados na
geladeira a -20°C por 18h. Para a leitura, os tubos foram centrifugados por vinte
minutos, o sobrenadante rejeitado e ao pellet acrescentado NaOH. Utilizados 200uL
da amostra, 200uL do fenol a 5% e 1mL de acido sulfdrico para a leitura no
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equipamento citado acima. Os PEC solluveis em agua e em alcali foram submetidos
a analise colorimétrica descrita por DUBOIS et al. (1956) tendo uma curva de glicose
como padrdo. O conteudo de polissacarideo foi expresso por mg de peso seco do
biofilme. O peso seco foi feito como descrito anteriormente. As leituras foram

realizadas em triplicata.
Analise estrutural do biofilme irradiado

A presenca de bactérias mortas e vivas foi observada por microscopio
confocal de varredura a laser (CONFOCAL ZEISS LM 710, Oberkochen, Baden-
Wirttemberg, Alemanha) e analisada pelo software ZEN 2.3 SP1 (black) (verséo
14.0.0.0 Carl Zeiss Microscopy GmbH). Para tanto, as amostras de biofilme de cada
grupo foram coradas com kit de viabilidade bacteriana LIVE/DEAD® BacLight™
Bacterial Viability (Molecular Probes — Invitrogen. Eugene, Oregon, USA) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Foram preparados 10mL de solu¢éo no total,
contendo 3pl do corante (1,5mL do SYTO9® e 1,5mL do iodeto de propidio) e 1mL
desta solucdo foi adicionada cuidadosamente no poco de cada amostra evitando
perturbacdo de modo que as amostras coradas foram incubadas em ambiente no
escuro durante 30 minutos antes de serem examinadas no equipamento. Cada
amostra foi processada e analisada individualmente e cinco imagens de cada
biofiime foram retiradas de areas escolhidas aleatoriamente. Todas as amostras
foram analisadas com uma objectiva com abertura numérica 20X, NA 1.3, | = 488nm,
Z = 4,56. Cinco leituras aleatérias de cada biofilme foram realizadas e as imagens
em 2D foram confecionadas para produzir projecdes XY (a soma total de brilho de
pixel no eixo z) e projecdes sagitais parciais (ZANIN et al., 2005), utilizando o

mesmo software usado para as analises (ZEN 2.3 SP1 (black) versao 14.0.0.0).
Determinacdo das alteracfes da superficie do esmalte

Porcentagem da perda da dureza

Para a determinacéo de alteragcbes na superficie do esmalte apds a exposi¢ao
aos diferentes tratamentos, os vinte e sete blocos (um bloco de cada grupo de cada
uma das triplicatas para o ensaio microbiolégico) foram novamente submetidos aos
teste de dureza superficial final. As analises foram realizadas através de um
microdurémetro Future-Tech®, acoplado a um software FM-ARS® e penetrador do

tipo Knoop, através da aplicacdo da carga de 25g e duracdo de aplicacdo de 5
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segundos, sendo realizadas cinco novas penetracdes. Apos os dados tabulados, foi
calculada a perda mineral superficial (%0PMS) em cada bloco. A porcentagem de
perda de dureza da superficie (% PMS) foi obtida por subtracdo dos valores de
dureza inicial da superficie (Mdi) e dureza final (Mdf) da seguinte forma: [% PMS =
(Mdf — Mdi) x 100 / Mdi] (GONCALVES et al.,2014).

Espectroscopia de Raman

Os espectros foram recolhidos num espectrdmetro (Xplora, Horiba Scientific,
Paris, France) utilizando um laser infravermelho com comprimento de onda de
638nm, a 1% e grade 600 no programa LabSpec6 (Horiba). A amostra (bloco de
esmalte humano) foi colocada sobre uma lamina e entdo examinada por um
microscopio Olympus acoplado ao sistema Raman e trés pontos foram escolhidos
para medicdo Raman com uma exposi¢do de 10 segundos. O primeiro ponto foi
localizado na regido central do bloco de esmalte e os outros foram localizados a
direita e a esquerda deste primeiro ponto. A distancia entre os pontos foi de 1Tmm. O
feixe de luz foi focado na superficie da amostra com uma objetiva x 100. O raio do
feixe foi de 1uym e a irradiagcao de poténcia do laser sobre as amostras foi de 17mW.
O sistema Raman foi calibrado com um semicondutor de silicio, utilizando o pico
Raman a 600cm'. Todos os espectros foram coletados na regido de 800 a 2000cm™"
e permitiram a caracterizagdo dos componentes minerais (hidroxiapatita). A fim de
normalizar as medigdes e permitir a sua comparagao foi utilizado o parametro de
superficie de banda, que corresponde a area sob a curva para o “n” analisado. A
curva foi identificada para cada banda usando um sistema de software OriginPro 9.0
de 32 bits (Sistema Operacional: 7, Copyright 2012 by OriginLab Corporation,
Northampton, MA, EUA). Nove blocos, um de cada grupo de cada uma das trés
triplicatas do experimento microbioldgico, foram submetidos a este teste em um total
de 27 blocos.

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A fim de se observar possiveis alteracbes na superficie do esmalte, a
microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada nos blocos selecionados, nao

submetidos a dureza superficial final.

As amostras foram sonicadas em agua destilada, secadas a vacuo por vinte e

quatro horas, fixadas em stubs de MEV (discos de aluminio), com fita adesiva de
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carbono dupla face, codificadas e montadas em stubs de aluminio com Acheson
Silver DAG (Agar Scientific, U.K.). e depois revestidas com uma camada de ouro de
aproximadamente 20nm de espessura, utilizando uma unidade de revestimento
Polaron. Os espécimes foram examinados sob vacuo com uma MEV (Inspeccionar
™ S50, Jeol, Téquio, Japao). As imagens foram capturadas visualmente utilizando
um software especifico (EDS Software para SEM, instrumentos de Oxford) e em
quatro ampliagdes diferentes tiradas (500X, 1000X, 5000X e 10000X).
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4 ANALISE ESTATISTICA

O tamanho da amostra foi calculado apos a realizacdo de um estudo piloto,
tendo nivel de significancia de 5% e poder estatistico de 95%. Ao final, foram
utilizados cento e sessenta e dois blocos. O software de programa BioEstat 5.3 para
o Windows (verséo 5.3 de 2007, Belém, Para, Brasil) foi utilizado. A normalidade dos

dados foi verificada usando o teste estatistico Kolmogorov-Smirnov.

A média e o desvio padrdo dos niameros de microrganismos sobreviventes
para cada tratamento foram calculados. Unidades formadoras de col6nias foram
transformadas em log de base 10 a fim de reduzir a variancia heterogeneidade. Foi

realizado o teste ANOVA de uma via, seguido pelo teste Tukey.

Quanto a andlise dos polissacarideos extracelulares soluveis, ndo foi possivel
realizar teste paramétrico, as diferencas entre os periodos experimentais foram
entdo avaliadas por teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido por método de
Dunn, p< 0,0001. Ja na avaliacdo dos polissacarideos extracelulares insollveis em
adgua/soluveis em A&lcali entre os grupos experimentais foi realizado teste

paramétrico, dados submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA).

O teste de variancia (ANOVA) foi também utilizado para comparar a dureza
superficial final. Ja a perda de dureza superficial (% PMS) foi analisada por meio do

teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis.

Com o objetivo de padronizar as medi¢cdes e permitir a comparacédo, ao
analisarmos as leituras obtidas pelo Raman, foi escolhida a 4rea sob o pico mais alto

e utilizado o teste de variancia, apos transformacao linear(ANOVA).
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5 RESULTADOS
Viabilidade Microbiolégica

O Plasma de Baixa Temperatura aplicado durante 05 e 10 minutos produziu
uma reducao significativa de biofilmes de S. mutans (p< 0,0001), cerca de 3logs de
magnitude, como pode ser observado na Figura 3. Ja o tratamento Gnico com
clorexidina a 0,12%, como esperado, durante 10 minutos nao afetou a viabilidade de
biofilmes maduros, ndo tendo sido observada diferenca relevante entre este grupo e
0s demais grupos controle. O gas argbénio por 1, 5 e 10 minutos assim como o
plasma por 1 e 5 minutos também foram responsaveis por diminuir a contagem
destas bactérias apesar de ndo ter produzido numericamente uma resposta tédo

efetiva quanto o plasma utilizado por 10 minutos.

Figura 3 - Efeito dos diferentes tratamentos na viabilidade de Streptococcus mutans. Os dados foram
convertidos em log de base 10 para diminuir a varidvel heterogeneidade. Os dados representam
valores médios e barras de erro representam desvio padrdo. Os dados seguidos por diferentes letras
diferem estatisticamente. (p< 0,05).
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Analise de Polissacarideos

Podemos ver o comparativo entre 0s grupos tratados quanto aos
polissacarideos extracelulares soluveis na figura 4. Ao analisarmos os dados
referente aos polissacarideos soluveis, pelo método de Dunn, observou-se diferenca
estatistica (p<0,0001) entre o grupo clorexidina a 0,12% e os grupos plasma por 01
minuto, plasma por 05 minutos e plasma por 10 minutos, sendo observada menor

guantidade de PEC solavel nos grupos tratados com PBT. Adicionalmente, ndo
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foram observadas diferencas entre os grupos (p=0,9844) quando a quantidade de

polissacarideos extracelulares insoltveis em agua foi analisada (figura 5).

Figura 4 — Efeito dos diferentes tratamentos nos polissacarideos extracelulares solliveis em agua.
Os dados representam valores médios e barras de erro representam desvio padrdo. Os dados
seguidos por diferentes letras diferem estatisticamente. (p< 0,05).
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Figura 5 — Efeito dos diferentes tratamentos nos polissacarideos extracelulares insollveis em agua.
Os dados representam valores médios e barras de erro representam desvio padrdo. Os dados
seguidos por diferentes letras diferem estatisticamente. (p< 0,05).
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Microscopia Confocal a Laser

As alteracdes na biomassa do biofilme apos a realizacdo dos tratamentos
propostos e a utilizacdo do corante LIVE/DEAD BacLight™ Bacterial Viability
(Molecular Probes — Invitrogen. Eugene, Oregon, USA) podem ser visualizadas na
Figura 6. A area total das imagens foi de 415 x 415um, utilizando a lente Plan-
Apochromat 20x/0.8 M27. Um uanico tratamento de clorexidina por 10min sobre os
biofilmes maduros ndo produziu efeito significativo na quantidade de células vivas,
enguanto a aplicacédo do fluxo de argbénio e do PBT produziu imagens caracteristicas

de morte celular pela andlise qualitativa utilizada.

Figura 6 - Efeito dos diferentes tratamentos ST, NaF, CHX, ARG1 PLA1 e PLA10 através da
proporcao bactérias vivas (verde)/mortas (vermelho) por meio da analise microscopia confocal a
laser.
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Microdureza superficial final

Apoés terem sido submetidos ao experimento microbiolégico, um bloco de
cada grupo, de cada uma das triplicatas foi novamente submetido ao teste de
microdureza superficial, sendo aplicada uma carga de 25g por 5 segundos, a 100um
do local anteriormente submetido aos testes para selecdo dos espécimes. Todos os
blocos sofreram perda mineral pelo modelo de biofilme, confirmando que ele é
cariogénico nas condi¢Oes testadas. Nao foram observadas diferencas estatisticas
entre 0os grupos na comparacao das leituras finais (p=0,3024), como também na
comparacao na perda da dureza (p=0,2207). [% PMS = (Mdf — Mdi) x 100 / Mdi].

Tabela 1 - Dados da dureza superficial final (Mdf) e perda de dureza dos blocos submetidos a
diversos tratamentos(%PMS).

Tratamento Microdureza Supercial (Mdf) Perda de dureza
Antes Depois (%PMS)
Sem tratamento 316,4 +6,59a 14,9+0,46b -92,1+0,24A

NaF a 0,05% 306,3+29,80a 21,4+11,78b -93,143,62A
Clorexidina a 0,12% 298,3 £22,57a 71,9+34,51b -75,6112,4A
Argbnio por 01 min 300,4 £22,59a 46,8+21,34b -84,0+7,98A
Argonio por 05 min 286,7110,29a 28,9+16,98b -89,846,01A
Argbnio por 10 min 305,3+16,70a 19,6+3,14bb -90,615,26A
Plasma por 01 min 308,3+14,8a 31,6%8,33b -89,6+6,01A
Plasma por 05 min 317,8+26,88a 83,6196,73b -71,8+34,38A
Plasma por 10 min 314,07+16,51a 33,4+35,61b -89,5+11,12A

Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas (p <0,05). As letras mailsculas
comparam as colunas; letras mindsculas comparam as linhas. PMS = perda mineral de superficie.

Espectroscopia de Raman

Os espectros Raman médios para 0s nove grupos de tratamento na regido de
800 a 2000 cm™ sdo mostrados na figura 7. Foi realizada a leitura da area sob os
picos do fosfato (958cm™) e do carbonato (1070cm™), feita a média das areas dos
trés pontos estudados e analisado estatisticamente 0s grupos, constatada a
inexisténcia de diferenca significante entre os grupos Fosfato (p=0,3982) e
Carbonato (p=0,5307).
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Figura 7 — Espectro de Raman plotados juntos.
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Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Os resultados da microscopia eletronica de varredura do esmalte indicaram

que a analise revelou topografia superficial lisa e homogénea do esmalte em todos

0S grupos, o que pode ser observado no aumento x5000 (Figura 8). Nao houve

diferenca visual significativa entre as superficies de diferentes grupos.



Figura 8 — Andlise MEV, respectivamente, aos tratamentos ST, NaF, CHX, ARG1, ARG5, ARG10,
PLAL, PLA5 e PLA10 em 5000x na regido desmineralizada do esmalte.
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6 DISCUSSAO

Como principal achado do presente estudo, temos que o Plasma de Baixa
Temperatura(PBT) foi efetivo contra o biofilme oral maduro de S. mutans formado in
vitro, 0 que € um achado importantissimo visto que ndo possuimos nenhum produto
no mercado efetivo contra este biofilme maduro. O biofilme cultivado sem
pertubacdo foi tratado no quinto dia, nesse estado, a agregacdo de células
microbianas esta unida por uma matriz extracelular de polissacarideos e proteinas e
0S microrganismos tornam-se capazes de tolerar desafios antimicrobianos (MAH;
O’TOOLE, 2001), tendo apresentado reducédo de cerca de 3 ordens de magnitude

em comparacgao aos grupos controle.

Este estudo comparou o efeito de diversos tratamentos sobre o biofilme oral
de S. mutans. A presenca de bactérias gram-positivas ocorre em fendas muito
estreitas de um dente que limita a sua acessibilidade para vérios tratamentos (PARK
et al., 2014). Neste estudo, observou-se ineficiéncia da clorexidina a 0,12% por dez
minutos em inativar as bactérias do grupo mutans. Vitkov et al. (2005) relatou que
uma solucdo de CHX de 0,1% parece ser ineficaz contra biofilmes orais maduros. O
PBT apresentou um melhor resultado em reduzir a viabilidade bacteriana do que a
clorexidina, uma substancia considerada padrdo ouro para inativar ou prevenir a
formacdo de placas dentarias (MATTHEWS, 2011). Em nosso estudo, o tratamento
com plasma de argbnio por 5 e 10 minutos apresentou melhores resultados do que a
CHX na reducéo de S. mutans presentes em biofilmes orais maduros formados in
vitro, a semelhanca dos resultados encontrados por Koban et al. (2011) usando o

tratamento PBT contra biofilmes orais formados sobre discos de titanio.

Segundo Park et al. (2014), é possivel que varios componentes trabalhem
juntos para produzir um efeito sinérgico que contribua para a esterilizacdo. PBT
parece produzir uma grande gquantidade de espécies reativas de oxigénio (SRO)
guando passa pelo ar e, em patrticular, niveis elevados de OH séo gerados quando o
plasma reage com agua ou fluido do tecido. Além disso, a meia-vida de SRO gerado
por plasma é muito curta e, portanto, a retencédo na cavidade oral € baixa e menos

propensos a induzir efeitos nocivos nos tecidos (GOREE et al., 2006).

Blumhagen et al. (2014) usou o plasma de argbnio contra Streptococos

mutans e Lactobacillus acidophilus e observou que o mesmo foi eficaz na reducao
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do nimero de S. mutans apos 11 a 15 segundos num estudo in vitro, sobre disco de
hidroxiapatita com uma concentracdo baixa de células plancténicas e utilizando
outro dispositivo de plasma. No nosso estudo, o plasma foi utilizado contra biofilmes
maduros de S. mutans, utilizando substratos de dentes humanos, o que dificulta a
destruicdo das bactérias em grande parte devido a presenca dos polissacarideos na
matriz (DUARTE et al., 2011).

Neste estudo, foi possivel observar reducdo dos polissacarideos solUveis dos
grupos tratados com PBT em comparagdo com 0s grupos controle. Esta capacidade
de reducao dos polissacarideos é importante, visto que os polissacarideos formados
em superficies microbianas melhoram as interagfes adesivas entre S. mutans e
outros organismos, enquanto aumenta a coesao celular global (CROSS et al., 2007;
GREGOIRE et al.,, 2011), sendo essencial para a manutencdo de biofilmes
cariogénicos (MARSH et al.,, 2004). Usando sacarose principalmente como
substrato, o PEC é sintetizado principalmente por glicosiltransferases (GTFSs)
bacterianas (BOWEN, 2002). As GTFs de S.mutans sintetizam uma mistura de
glicanos insoluveis (ligagdo a 1-3) e glicanos soluveis (ligagao a 1-6) (LEME, 2006),
devido a solubilidade estes ultimos sdo, portanto, mais facilmente removidos. Quanto
a comparacao dos polissacarideos insolliveis em agua, ndo observamos diferencas
significativas estatisticamente. O PEC € em grande parte insoluvel (ligacédo a 1-3) e
tem uma estrutura complexa (KOPEC et al., 1997; BOWEN; KOO, 2011), explicando
possivelmente, a dificuldade em reduzir este tipo de polissacarideo neste estudo.
Lima (2014) também né&o observou reducdo na quantidade de polissacarideos
insoliveis quando a terapia fotodindmica foi aplicada num Unico momento sobre o

biofilme maduro de S.mutans.

Quanto a microscopia Confocal, tratamento com plasma e o fluxo de argbnio
reduziram visivelmente o nimero de bactérias viaveis nos biofilmes, o que nao foi
observado no grupo da clorexidina a 0,12%. Estudo realizado por DU et al., (2012)
apresentou reducdo na viabilidade bacteriana tanto para grupos plasma como
clorexidina a 2%, o que pode ser explicado por tratar-se de um biofilme de 48 horas
e uma concentracdo maior do agente antimicrobiano, enquanto no nosso estudo um
biofilme maduro de cinco dias e uma concentragcdo de clorexidina a 0,12% foi

testada.
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Neste estudo, apos cinco dias de acumulo de biofilme em alta frequiéncia de
exposicao a sacarose, a desmineralizacdo do esmalte foi observada (Tabela 1).
Observou-se um reducgéo da microdureza superficial do esmalte (PMS) devido ao
desafio cariogénico a que foram submetidos os blocos de esmalte. A PMS é
considerado um método muito sensivel de avaliacdo da lesdo precoce da cérie
(ZERO, 1995). Tenuta et al. (2003) sugerem que leva cerca de 3 a 4 dias para que a
placa dental demonstre sua cariogenicidade no substrato dental. Assim, a perda
mineral encontrada em nosso estudo é semelhantes aos achados para o esmalte
humano por outros autores (Park et al., 2004). Além disso, o tratamento com plasma
de argbnio, fluxo de argdnio, clorexidina a 0,12% e solucao de NaCl 0,89% néao teve
efeito sobre PMS%, sugerindo que o tratamento com plasma néo interfere na dureza
do esmalte em condi¢cOes testadas. Estes resultados indicaram que o tratamento
com plasma nao induziu danos na superficie do esmalte, apesar de os esmaltes
terem sofrido desafio cariogénico. Chen et al. (2013) também ndo observaram a
modificacdo superficial de varios substratos dentarios submetidos ao tratamento com
PBT.

A espectroscopia Micro-Raman é uma técnica nao-invasiva que depende da
frequéncia caracteristica de vibragcdo da molécula para identificar a composicao
quimica de materiais tanto sintéticos como biologicos. O pico do espectro micro-
Raman pode fornecer a composicdo molecular especifica de uma substancia.
Devido a estas vantagens, a espectroscopia Micro-Raman ja foi aplicada no campo
da pesquisa odontolégica para investigar o tecido duro dental (SA et al.,2017). A
leitura em trés pontos diferentes nos permite comparar estatisticamente todos os
tratamentos, no entanto, ndo foi observada nenhuma diferenca significativa na area
média sob os picos analisados para fosfato e carbonato (v= 958cm™ e 1070 cm™,
respectivamente), o que corrobora com o trabalho de Alves (2016), o primeiro ao

analisar através do Raman blocos de esmalte submetidos ao tratamento de plasma.

No nosso estudo, ndo foram observadas alteragbes visiveis na estrutura
superficial do esmalte entre os blocos submetidos aos diferentes tratamentos ao
serem comparados por meio das imagens obtidas do microscépio eletrbnico de
varredura. Kovalovd et al. 2014, também n&o observou nenhuma alteragédo
significativa na estrutura superficial do dente mesmo apés 10 minutos de exposicao

dos blocos sob biofilmes ao plasma de baixa temperatura diante da analise
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comparativa do MEV, o que é positivo a utilizacdo do dispositivo, visto que confirma
que o PBT néo altera a estrutura do esmalte, ndo provocando nenhum dano fisico
ao tecido mineral (KIM et al., 2014).

Dessa forma, nossos resultados demonstraram que o tratamento com PBT de
argonio foi eficaz em reduzir a viabilidade de S. mutans inseridos em biofilmes
maduros sem danificar a superficie do esmalte, sob o biofilme irradiado nas

condicdes testadas, sendo uma técnica promissora no controle de biofilmes orais.
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7 CONCLUSAO

O Plasma de Baixa Temperatura — PBT sob as condi¢des utilizadas em
biofilme maduro de S. mutans sobre esmalte dentario humano in vitro mostrou-se

eficaz, caracterizando-se por:

¢ reducdo de bactérias, o que ocorreu, principalmente, quando o dispositivo foi
aplicado por 5 e 10 minutos, assim como, reducdo de polissacarideos
extracelulares solUveis em agua;

e equivaléncia entre a perda mineral de superficie nos grupos controle e nos
grupos teste, portanto ndo houve reducdo da dureza superficial do esmalte
em virtude da aplicagdo do PBT, garantindo-se assim a manutencao das

propriedades mecanicas do esmalte sob o biofilme irradiado.
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