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INTRODUÇÃO 

A utilização de implantes dentários tem se difundido amplamente, resultando em um aumento dos 

casos de mucosite e peri-implantite (Costa et al., 2021), que são processos inflamatórios dos tecidos ao 

redor dos implantes. O sucesso dos implantes está diretamente relacionado à manutenção e aos cuidados 

dos tecidos periodontais (Esposito et al., 1998). Portanto, é imprescindível aprofundar os estudos sobre 

descontaminação e tratamento das doenças peri-implantares. 

O tratamento da peri-implantite inclui procedimentos tanto cirúrgicos quanto não-cirúrgicos, que 

podem envolver instrumentação mecânica, terapias antimicrobianas, fototerapia e lasers (Renvert et al., 
2008; Subramani & Wismeijer, 2012). No entanto, ainda não há um tratamento padrão-ouro definido. As 

terapias de descontaminação mecânica incluem a debridamento do implante com curetas de titânio, escovas 

de polimento, dispositivos ultrassônicos e sistemas de pó abrasivo (Schwarz et al., 2005; Gosau et al., 2010). 

Embora essas terapias mecânicas mostrem sucesso na limpeza da superfície dos implantes, elas também 

podem danificar as microestruturas e a geometria dos implantes (Al-Hashedi et al., 2017), afetando sua 

longevidade e funcionalidade.  

Uma alternativa aos tratamentos mecânicos é a terapia fotodinâmica, que age de duas maneiras 

principais. Indiretamente, utiliza moléculas fotossensíveis que, ao serem ativadas por um comprimento de 

onda específico, geram espécies reativas de oxigênio, que oxidam e desestruturam os microrganismos 

(Kwiatkowski et al., 2018). Diretamente, a terapia fotodinâmica utiliza fótons de alta energia, como o 

ultravioleta, que danificam o DNA bacteriano e outras estruturas vitais da célula (Schuch & Menck, 2010). 

Dentre os tratamentos fotodinâmicos indiretos, destaca-se o uso do ácido aminolevulínico (ALA), um 
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precursor natural da molécula fotossensível protoporfirina IX. Embora a protoporfirina IX seja produzida 

naturalmente na mitocôndria, o ALA pode ser administrado exogenamente como uma pró-droga 

(Wachowska et al., 2011). A preferência pelo uso do precursor em vez da molécula fotossensível em si 

deve-se à melhor absorção intracelular do precursor, resultando em maior efeito oxidante (Peng et al., 

1997). O ALAD é um gel contendo esse precursor em uma concentração de 5%, que é ativado por luz com 

comprimento de onda de 630 nm ± 10 nm. Sua fotoativação desencadeia a produção de espécies reativas 

de oxigênio dentro da célula bacteriana. No entanto, pouco se sabe sobre o efeito do Gel ALAD contra 

biofilmes microbiologicamente complexos, como os encontrados ao redor dos implantes dentários. 

Portanto, dado o potencial promissor do ALAD na terapia fotodinâmica para descontaminação de 

implantes, pesquisas devem investigar detalhadamente sobre seu efeito em biofilmes patogênicos peri-
implantares e possível aplicabilidade clínica. Desta forma, a terapia fotodinâmica pode emergir como uma 

alternativa eficaz e menos danosa às terapias mecânicas tradicionais no combate às doenças peri-

implantares. 

 

METODOLOGIA 

1 Aspectos Éticos 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de 

Piracicaba (FOP/Unicamp) para anuência da participação dos voluntários no estudo in situ. Apenas os 

voluntários que concordarem e assinarem o termo de consentimento serão incluídos no estudo. O número 

CAAE do projeto é 77316924.2.0000.5418.  

2 Preparo das Amostras  

Discos cpTi grau II (Realum Indústria e Comércio de Metais Puros e Ligas Ltda., São Paulo, SP, Brasil) 

foram polidos com lixas de SiC de granulação #320 e #400 (Carbimet 2, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) em 

polidora automática (EcoMet 300 Pro com Auto- Met 250; Buehler) para padronizar as condições da 

superfície. Para reproduzir o perfil morfológico das superfícies dos implantes comerciais, o tratamento 

“sandblasted and acid-etched” (SLA) foi realizado. Para isso, as superfícies de SLA foram obtidas por 

jateamento de óxido de alumínio (Al2O3) a uma distância de 50 mm com 90 de angulação e 0,45 MPa de 

pressão por 30 s e tratadas quimicamente com uma solução aquosa contendo 18% de HCl (v/v) e 49% de 

H2SO4 (v/v) a 60 C por 1 h, de acordo com procedimentos padrão (Costa et al., 2020). 

3 Modelo microcosmos de biofilme polimicrobiano 

Para mimetizar a complexa microfauna do biofilme oral formado ao redor dos implantes, foi usado nesse 

estudo um modelo de microcosmo oriundo de saliva humana para a formação de biofilme multiespécie. 

Além disso, o inóculo de saliva será submetido a duas condições de incubação, uma aeróbica e outra 

anaeróbica, a fim de imitar a transição das condições de mucosite para peri-implantite. Para isso foram 

coletados saliva de quatro pacientes saudáveis, os quais estavam em jejum de no mínimo de 2 h (Souza et 

al., 2019b). 

As amostras de titânio foram cobertas com saliva humana filtrada por 30 minutos à 37°C, a fim de promover 

a adsorção de proteínas e criar uma réplica da película salivar. Após a formação da película, todas as 

amostras foram transferidas para uma placa de 24 poços contendo o inóculo de saliva não filtrada, meio de 

cultura contendo 90% 'brain heart infusion' caldo (BHI) e sacarose 10%. Posteriormente, as amostras foram 

incubadas por 24 horas em condições estáveis a 37°C e em CO2 a 10%. As amostras foram diariamente 
lavadas com a solução de NaCl 0,9% e imersas em um meio de cultura fresco; esse procedimento foi 

repetido por dois dias sob condições aeróbicas, para simular a condição supragengival. Em seguida, as 

amostras foram submetidas à condições anaeróbias (10% H2, 5% CO2, 85% N2, 37°C), e o meio de cultura 

mFUM (modified fluid universal medium) foi renovado a cada 24 horas por 48 horas, para que haja um 

bom crescimento de patógenos peri-implanteres. 

4 Formação dos grupos experimentais 

As amostras foram preparadas e randomizadas nos seguintes grupos: 

 1) Controle: discos sem tratamento; 2) Controle positivo: discos tratados com gel de clorexidina (CHX) 

2%; 3) Discos tratados com gel fotossenbilizante à base de ácido 5-aminolevulínico 5% (ALADENT, 

Melzo, Itália); 4) Discos irradiados com Luz tipo LED vermelha (l = 630 ± 10nm); 5) Fototerapia com Gel 

+ Luz: discos foram tratados com gel ALADENT e irradiação com LED. 
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5 Descontaminação dos discos 

Após a formação do biofilme, os discos foram submetidos aos tratamentos de acordo com os seus 
respectivos grupos. Para o grupo Gel, após a aplicação do gel os discos ficaram incubados por 7 minutos 

no escuro. Para o grupo Gel + Luz, as amostras foram expostas a uma luz LED com comprimento de onda 

de 630nm ± 10 nm por 7 minutos, com potência de 380 mW/cm2. A fonte de irradiação ficou 

aproximadamente 0,5mm de distância da amostra. 

6 Análise do biofilme  

6.1 Contagem de unidade formadora de colônia (UFC) 

Após os respectivos tratamentos, os discos tratados foram transferidos para tubos criogênicos contendo 1 

mL de NaCl 0,9%, agitados em vortex (AP-56, Phoenix) por 10 s e então sonicados (7 W por 30 s) (S 150D, 

Branson Ultrasonics Corp.) para destacar as células da superfície (Costa et al., 2020). Uma alíquota de 100 

μL da suspensão sonicada foi diluída sequencialmente em 900 μL de NaCl 0,9% e 10 μL de cada diluição 

foi semeada em duplicata em placas de petri contendo meio Columbia Blood Agar (CBA) acrescido de 5% 

de sangue de carneiro desfibrinado para contagem de microrganismos totais. As placas de CBA foram 

incubadas por 48 h. A contagem de UFC foi realizada com auxílio de um microscópio estereoscópico. 

6.2 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) e análise de viabilidade por confocal 

As amostras foram avaliadas no microscópio eletrônico de varredura após os tratamentos. O biofilme sobre 

o disco foi fixado em solução Karnovsky (PBS, pH 7,2) por 2 horas, desidratado em banhos com 

concentrações crescentes de álcool etílico (70% etanol por 10 minutos, 95% etanol por 10 minutos e 100% 

etanol por 20 minutos) e secos em ar em temperatura ambiente (Nagay et al., 2019b). Os discos foram 

montados em stubs, revestidos com ouro e examinados em microscópio eletrônico de varredura (JEOL 
JSM-5600LV), a uma voltagem de aceleração de 15 kV (Pereira-Cenci et al., 2008). Para análise de 

viabilidade (presença de células vivas/mortas), as amostras foram analisadas por um microscópio invertido 

(DMI 600 CS) acoplado ao sistema operacional de confocal (Leica Microsystems CMS). As células vivas 

foram coradas em verde com 1 μL/mL de reagente SYTO-9 (480−500 nm) e células mortas foram coradas 

em vermelho com 1 μL/mL de solução de iodeto de propídio (490−635 nm). Os biofilmes foram incubados, 

protegidos da luz por 20 minutos à 30°C, e em seguida imagens foram capturadas em CLSM. As imagens 

foram analisadas por meio do software ZEN Blue (versão 2.3) para reconstruções (Souza et al. 2022). 

6.3 Atividade metabólica 

O ensaio de XTT foi utilizado para avaliar o efeito da terapia fotodinâmica com ALAD no metabolismo do 

biofilme. Para isso, o reagente XTT e o metossulfato de fenazina (PMS) foram preparados e misturados na 

proporção de 9:1. Em seguida, 100 µL da solução contendo biofilmes foi transferida para placas de 96 

poços junto com 100 µL da solução XTT/PMS, incubadas a 37ºC por 30 minutos no escuro. As alterações 

colorimétricas foram medidas a 492 nm usando um espectrofotômetro. 

6.4 Quantificação de biomassa do biofilme 

O peso seco do biofilme foi mensurado como um indicador de biomassa insolúvel. A princípio, 400 mL da 

solução vortexada contendo o biofilme coletado foi inserido em um tubo com peso verificado previamente. 
Posteriormente, o tubo contendo a amostra foi seco usando uma bomba à vacuo (SpeedVac™ SPD120) e 

pesado novamente para estimar o peso seco do biofilme em mg (Costa Oliveira et al. 2017). 

6.5 Teste de viabilidade celular  

Foi realizado o teste de viabilidade celular utilizando o teste BacLight LIVE/DEAD Viability Kit 

(Molecular Probes, Invitrogen detection technologies, Eugene, OR, USA). As porcentagens de células 

foram posteriormente calculadas entre os valores obtidos nas amostras examinadas, para que houvesse 

maior precisão. 

7 Análise Estatística 

Todos os dados foram submetidos à curva de normalidade para determinação do teste mais adequado 

(paramétrico versus não paramétrico), com nível de significância de 5%. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

       

 

 

Observa-se por meio da microscopia confocal que o complexo biofilme polimicrobiano, sofreu reduções 

nos grupos Clorexidina e Gel + Luz, indicando assim a efetividade similar, e potencialmente maior, do gel 

ALAD quando associado a luz LED. Conseguimos inferir também que o gel isolado também foi capaz de 

inviabilizar os microrganismos. As imagens do microscópio eletrônico de varredura (MEV) nos revela a 

caracterização de superfície dos grupos avaliados, nos quais averiguamos uma diminuição acentuada da 

matriz extracelular e da quantidade de microrganismos nos grupos CHX, Gel isolado e Gel + Luz. Essa 
ocorrência dialoga com os resultados obtidos nas imagens de viabilidade celular. Ademais, as imagens de 

MEV permitem visualizar a diversidade que o biofilme multiespécie possui após as fases aeróbica e 

anaeróbica, mas também a complexidade que uma condição peri-implantar pode apresentar. 

 

 

             

  

Figura 1: Imagens obtidas por microscopia confocal após a segunda etapa e por microscopia eletrônica de varredura, 

(aumentos 2000x e 4000x), após a segunda etapa (anaeróbica). 

 

Figura 2: Gráficos gerados por meio de análise estatística dos resultados dos experimentos microbiológicos 
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Os gráficos formados pela análise da contagem de unidades formadoras de colônia (UFC) corroboram com 

as imagens microscópicas ao evidenciar as reduções nas populações bacterianas dos grupos Clorexidina e 

Gel + Luz. Somado a isso conseguimos constatar que o cultivo de um biofilme multiespécie com uma 

matriz extracelular robusta dificulta a penetração de tratamentos químicos auxiliares, não obstante, o gel de 

ácido aminolevulínico obteve uma efetividade similar à clorexidina em gel e foram capazes de promover 

uma degradação do biofilme bacteriano.  

CONCLUSÕES 

Assim como os demais tratamentos aplicados, o gel ALADENT associado à luz LED pode ser uma 

estratégia eficaz para a descontaminação dos discos de titânio e, consequentemente, manejo de doenças 

peri-implantares.  
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