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INTRODUGAO:

A periodontite € uma doenca inflamatéria crénica e multifatorial que afeta os tecidos de suporte
dos dentes, sendo desencadeada por uma resposta imune-inflamatéria do hospedeiro frente a presenca
de microrganismos periodontopatogénicos no biofilme subgengival (Armitage, 1999). Em 2019, a
classificacdo das doencas periodontais e peri-implantares foi atualizada, unificando os antigos
diagnésticos de periodontite crOnica e agressiva em um apenas “periodontite”, sendo avaliada em
estagios (I, Il, Il e IV) e graus (A, B e C), que refletem, respectivamente, a severidade e a velocidade de
progressao da doenga (Caton et al., 2018).

O principal fator etiolégico da periodontite é o biofilme bacteriano periodontopatogénico, composto
por comunidades complexas e estruturadas de bactérias aderidas as superficies dentarias (Socransky
& Haffajee, 2002). Os microrganismos associados a doenga sao predominantemente gram-negativos,
anaerobios e dotados de motilidade (Socransky and Haffajee, 2002; 2005). Espécies sado reunidas em
complexos amarelo, verde, roxo e azul que foram associados a saude, ja as trés espécies do complexo
vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola, foram fortemente
relacionado ao aumento da profundidade de sondagem e do sangramento gengival (Socransky et al.,
1988). Essas espécies desempenham papel central na disbiose do microbioma subgengival e na
perpetuagao da resposta inflamatdria induzida pelo biofilme (Kinane et al., 2017).

A raspagem e alisamento radicular (RAR) constitui o tratamento de primeira escolha, pois é capaz
de reduzir os parametros clinicos de profundidade de sondagem e sangramento a sondagem, e
favorecer o ganho do nivel clinico de insercdo e a mudanga do perfil microbiano (Feres et al., 2015). Ela
consiste na remogao mecanica do calculo subgengival e, também, na desorganizagao do biofilme supra
e subgengival. Contudo, em areas com bolsas periodontais profundas ou de dificil acesso, como lesbes
infra-6sseas e regides de furca, a eliminacdo completa dos microrganismos é desafiadora, favorecendo
a recidiva (Cugini et al., 2000). Nestes casos, terapias regenerativas tém sido indicadas, com destaque
para a utilizacdo da fibrina rica em plaquetas (PRF), uma fonte de fatores de crescimento autégeno
derivados do sangue colhido do préprio paciente sem uso de anticoagulantes. Esta membrana forma
uma matriz de fibrina tridimensional, que atua como arcabougo para regeneracao de tecidos e veiculo
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de liberacao sustentada de fatores de crescimento e mediadores bioativos (Miron et al., 2017; Castro et
al., 2019).

Na odontologia, a PRF tem sido aplicada com sucesso em diferentes contextos clinicos, incluindo
regeneracao periodontal, fechamento de feridas e cicatrizagdo dos alvéolos pds extracdo. Em grande
parte desses procedimentos, a PRF é colocada abaixo dos retalhos gengivais da mucosa oral em contato
direto com os fibroblastos (Bi et al., 2020). Além disso, foi observado que a PRF obtida de pacientes
com doenca periodontal apresenta maior atividade inibitéria sobre  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans do que a PRF de pacientes saudaveis, sugerindo que a condi¢ao inflamatdria
do doador pode influenciar na composigao e na eficacia antimicrobiana da PRF (Pham & Tran, 2023).

No entanto, uma revisao sistematica publicada em 2023, que selecionou 16 artigos, em nenhum
dos trabalhos foi verificada a agdo da PRF em biofilme multiespécies. Apenas dois trabalhos avaliaram
a agao da PRF sobre o biofilme com duas espécies (Jasmine et al., 2020; Rafiee et al., 2020), alguns
dos outros trabalhos dessa revisédo coletaram biofilme diretamente de bolsas periodontais dos pacientes,
mas n&o avaliaram especificamente nenhuma bactéria (Joshi et al., 2016; Karde et al., 2017), e o
restante dos trabalhos analisou acdo da PRF em bactérias plancténicas.

Diante da escassez de dados sobre a acdo da PRF em modelos mais complexos, este estudo
propde avaliar sua atividade antimicrobiana, utilizando um modelo ex-vivo de biofilme subgengival
multiespécie. Serdo analisadas membranas de PRF obtidas de pacientes com diferentes condi¢des
periodontais, com o objetivo de verificar se a eficacia antimicrobiana do material varia de acordo com a
condicao periodontal (saudavel ou doente) deles.

METODOLOGIA:

Este projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da FOP-UNICAMP (CAAE N° 78356824.0.0000.5418). As amostras de PRF foram coletadas
de 4 participantes de cada um dos grupos descritos abaixo. O calculo amostral foi determinado por meio
do Software G-Power utilizando ANOVA (analise de variancia) com nivel de significancia a=0.05 e poder
do teste estatistico 80%. A diferenga minima a ser detectada entre as médias dos tratamentos foi
considerada de 20 e a estimativa de desvio padrao foi considerada como 10, valores estimados de
acordo com os resultados da atividade metabdlica dos artigos prévios com modelo de biofilme do
presente grupo de pesquisa.

Foram selecionados dois grupos de participantes: saudaveis (G1) e com doencga periodontal (G2).
Os participantes com doenga periodontal foram classificados como portadores de periodontite estagio Ill
ou IV, grau A ou B. As amostras de sangue de cada participante de cada grupo foram coletadas em
tubos plasticos a vacuo. A puncéo foi realizada conforme protocolos especificos para obtencao do PRF,
coletando a quantidade necessaria de tubos na mesma pung¢ao, em veias periféricas do braco, sem
remoc¢ao do garrote até o término da coleta.

Imediatamente, os tubos foram colocados na centrifuga DAIKI e centrifugados a 2110 rpm durante
10 minutos para formagao das membranas de PRF. Apds centrifugagéo, os coagulos de PRF foram
colocados em caixas metdlicas estéreis especificas “PRF box”, para desidratagdo e obtengédo das
membranas. Os fragmentos de membrana foram padronizados utilizando lamina punch para bidpsia e
utilizados para o tratamento dos biofilmes subgengivais multiespécies para avaliagdo dos possiveis
mecanismos de acao antimicrobiana da PRF.

A metodologia do biofilme multiespécie foi realizada de acordo com Velsko et al., 2018, onde
amostras do biofilme subgengival foram coletadas do sulco gengival do primeiro molar superior de cada
participante. Imediatamente apés a coleta foram armazenados em solugao salina a 4°C, enquanto 5mL
de saliva nao estimulada foram coletados e diluidos 1:10 em solucéo salina. As amostras de saliva
diluida foram centrifugadas a 1200g x 10 minutos e filtradas para remog¢éo de particulas grandes.
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As amostras de biofiime foram sonicadas em banho de agua para quebrar o biofilme e
armazenadas a 4°C enquanto os discos de hidroxiapatita (HA) foram preparados para inoculagao do
biofilme. Os discos de HA foram colocados em pocgos de placa de cultura de 24 pocos, revestidos com
a saliva do doador durante 2h a temperatura ambiente, cuja amostra de biofiime foi adicionada
posteriormente. Apds esse periodo, a saliva foi removida e 2mL de meio de cultura de triptona de soja
(TSB) suplementado com 5 pg/mL de hemina e 1 yg/mL de menadiona foram adicionados a cada pogo.
Em cada um desses pogos foram adicionados fragmentos da membrana de Fibrina Rica em Plaquetas,
do mesmo doador que o biofilme e a saliva. As amostras de biofilme foram agitadas em vortex para re-
suspensao e os pogos foram inoculados com 50 uL de amostra de biofilme do também mesmo doador
que a saliva utilizada para revestir os discos de HA. As placas foram colocadas em anaerobiose a 37°
par crescimento durante um periodo de 7 dias, sendo que houve troca do meio de cultura a cada 48
horas.

Apods 7 dias de formagao, os discos foram coletados em solugao salina e adicionados em banho
de ultrassom por 10 minutos para dispersao do biolfiime aderido ao disco. Em seguida, foi realizada a
analise a atividade metabdlica. A atividade metabdlica do biofilme foi avaliada por meio da reducéo do
XTT (2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida) e espectrofotometria. O XTT
diferencia células metabolicamente ativas e inativas, sendo o substrato amarelo reduzido a formazano
laranja soluvel por células bacterianas vivas devido a acdo de desidrogenases. A mudanca de cor é
medida por espectrofotometria para determinar a taxa de reducgao, que serve como medida indireta da
atividade metabdlica bacteriana. Para isso, as amostras de biofilme serao incubadas em meio BHI fresco
contendo hemina (1%) e solugédo de XTT (200 pg/mL), e a conversao do XTT sera lida a 450 nm apés 3
horas de incubagdo anaerdbica a 37 °C (Soares et al., 2015). Os resultados foram analisados
estatisticamente por ANOVA seguido do teste de Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados obtidos a partir das amostras de pacientes saudaveis periodontalmente e pacientes
com doenca periodontal esta mostrado abaixo. O resultado da analise das amostras de biofilme tratado
com PRF em sua forma de membrana coletado de pacientes saudaveis demonstrou uma reducéo de
20,5% da atividade metabdlica do biofilme tratado com PRF em relagdo ao biofilme sem tratamento
algum. A andlise estatistica por meio do teste ANOVA seguido do teste de Tukey revelou uma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,01), indicando que a membrana de PRF tem acgao
antimicrobiana, como podemos observar na figura 1A.

Ja no grupo composto por pacientes periodontais (Figura 1B), a analise das amostras revelou que
quando em contato com a membrana de PRF, ha uma reducao de 22,9% na atividade metabdlica, com
médias de 77,1% para membrana e 100% para controle, entretanto ndo ha diferenca estatistica
significativa (p = 0,05) entre as amostras, como podemos ver na figura 1B (letras iguais indicam que nao
ha diferenga estatistica). Isso pode indicar que a resposta do biofiime a membrana de PRF pode variar
conforme a condi¢ao periodontal do paciente, aspecto ja discutido por Pham et al. (2023) ao avaliar
diferencas na eficacia da PRF entre pacientes saudaveis e com doencga periodontal.
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Figura 1: A: Média e desvio padrao da atividade metabdlica de amostras de biofilme de pacientes saudaveis
periodontalmente tratados com membrana de PRF (membrana) e sem tratamento (controle); B: Média e desvio padréo da
atividade metabdlica de amostras de biofilme de pacientes periodontais tratados com membrana de PRF (membrana) e sem
tratamento (controle). Letras diferentes representam diferenga estatisticamente significante e letras iguais representam que nao
ha diferenca estatisticamente significante por meio do teste ANOVA seguido do teste de Tukey.

Quando comparados entre si (figura 2), os biofiimes tratados com PRF obtidos de pacientes
saudaveis e pacientes com periodontite ndo apresentaram diferenga estatisticamente (p = 0,55).
Sugerindo que a PRF pode agir de maneira semelhante independentemente da condi¢cdo do paciente.

Comparagao entre os Grupos Tratados com
Membrana de PRF

100,00 A A

Figura 2: Média e desvio padrdo de atividade metabdlica pacientes saudaveis periodontalmente e com doenca
periodontal. Letras iguais representam que n&o ha diferenga estatisticamente significante por meio do teste ANOVA seguido do
teste de Tukey.

CONCLUSOES:

A PRF demonstrou efeito antimicrobiano sobre biofilmes subgengivais, com redugéao significativa
da atividade metabdlica no grupo de pacientes saudaveis. No grupo periodontal, apesar da redugao
observada, ndo houve diferenca estatistica. A comparagdo entre os grupos também nao revelou
diferengas significativas, sugerindo que a condigéo periodontal do doador pode né&o influenciar de forma
relevante essa atividade. Os dados indicam que a PRF pode ser uma estratégia auxiliar no controle
microbiolégico em terapias periodontais e periimplantares, embora estudos futuros sejam necessarios
para validacéo.
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