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Marques AC. Avaliacdo da atividade antimicrobiana da cavitacdo do sistema
piezoelétrico sobre Candida albicans [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2022.

RESUMO

A Dbusca pela otimizagdo dos resultados clinicos, levou ao desenvolvimento de
novas tecnologias. O Sistema Piezoelétrico Odontologico (SPO), tem sido cada
vez mais difundido e sua principal caracteristica &€ o fendmeno da cavitacdo, que
€ 0 processo de vaporizacgdo, geracdo de bolhas e sua implosdo subsequente. Tais
fendmenos acusticos estdo diretamente relacionados a lise das membranas
celulares dos MO. O objetivo deste estudo foi investigar o fendmeno da cavitacéo
do sistema piezoelétrico, em diferentes poténcias de ativacdo, em relacdo ao efeito
antimicrobiano sobre Candida albicans. Para a execucdo do trabalho, foi utilizado
0 aparelho DENTSURG. Foi utilizada a cepa padrdo de Candida albicans
(18060), mantidas em freezer a -80°C no Laboratorio de Microbiologia e
Imunologia do ICT UNESP. Para ativacdo de Candida albicans a cepa foi
cultivada em &gar Sabouraud com cloranfenicol e incubada em estufa por 24 horas
a 37°C. ApoOs preparo dos MO, 100uL das celulas padronizadas foram
adicionadas em placas de 24 pogos e apds essa etapa, um Unico operador treinado
realizou a ativacdo, com os diferentes protocolos de ativacdo. Posteriormente,
foram realizadas dilui¢cGes seriadas que foram semeadas em placas contendo
meios de cultura especificos e entdo foi determinado o numero de Unidade
Formadoras de Colbnias por mililitro (UFC/mL). Apds anélise estatistica 0s
resultados mostraram que o grupo 1 (poténcia de 6,5W) e o0 grupo 2 (poténcia de
7,5W) néo apresentaram diferenca significativa. Ndo houve diferenca do grupo
em que houve a ativacdo do microrganismo, em relagdo ao grupo controle. Ja o
grupo 3 (poténcia de 13,6W) apresentou diferenca significante, havendo diferenca
significativa do grupo em que houve a ativagdo do microrganismo. Com base nos
resultados obtidos, conclui-se que uma poténcia mais elevada € mais eficaz na
acdo antimicrobiana de C. albicans.

Palavras-chave: Cavitacdo. Desinfeccdo. Ultrassom. Candida albicans.



Marques AC. Evaluation of the antimicrobial activity of the piezoelectric system
cavitation on Candida albicans [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Séo
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2022.

ABSTRACT

The search for the optimization of clinical results led to the development of new
technologies. The Dental Piezoelectric System (SPO) has been increasingly
widespread and its main feature is the phenomenon of cavitation, which is the
process of vaporization, generation of bubbles and their subsequent implosion.
Such acoustic phenomena are directly related to the lysis of OM cell membranes.
The aim of this study was to investigate the phenomenon of cavitation of the
piezoelectric system, at different activation potencies, in relation to the
antimicrobial effect on Candida albicans. To carry out the work, the DENTSURG
device was used. A standard strain of Candida albicans (18060) was used, kept
in a freezer at -80°C in the Laboratory of Microbiology and Immunology of ICT
UNESP. For Candida albicans activation, the strain was grown on Sabouraud
agar with chloramphenicol and incubated in an oven for 24 h at 37°C. After OM
preparation, 100uL of standardized cells were added in 24-well plates and after
this step, a single trained operator performed the activation, with the different
activation protocols. Subsequently, serial dilutions were performed and seeded in
plates containing specific culture media and then the number of Colony Forming
Units per milliliter (CFU/mL) was determined. After statistical analysis, the
results showed that group 1 (6.5W power) and group 2 (7.5W power) showed no
significant difference. There was no difference between the group in which the
microorganism was activated and the control group. Group 3 (13.6W power)
showed a significant difference, with a significant difference between the group
In which the microorganism was activated. Based on the results obtained, it is
concluded that a higher power is more effective in the antimicrobial action of C.
albicans.

Keywords: Cavitation. Disinfection. Ultrasound. Candida albicans.




1 INTRODUCAO

A busca pela otimizacéo dos resultados clinicos na Odontologia, levou ao
desenvolvimento de novas tecnologias que buscam fornecer melhor
previsibilidade para os tratamentos. Com isso, o0 Sistema Piezoelétrico
Odontoldgico (SPO), tem sido cada vez mais utilizado em diferentes areas, agindo

em uma frequéncia de 25 a 30 kHz (Eggers et al., 2004; Marques et al., 2020).

Piezoeletricidade € um fenémeno fisico que ocorre quando determinados
materiais sdo estimulados e assim determinam um diferencial elétrico. Quando a
corrente elétrica alternada é aplicada sobre certas ceramicas e cristais, resulta em
movimentos de contracdo e extensdo alternadamente, que podem ser traduzidos
em energia vibratéria de alta frequéncia, causando oscilagdes (Leclercq et al.,
2008).

O SPO foi idealizado inicialmente para superar as limitacbes das
ferramentas tradicionais, mais focado nas areas de piezocirurgia terapéuticas
(Torrella et al., 1998; Chiriac et al., 2005) como alternativa para procedimentos
ultrapassados. Atualmente, com o desenvolvimento desse dispositivo, ele possui
uma ampla gama de aplicacOes e a literatura demonstra seu uso em diversas areas
como Implantodontia, Cirurgia, Prétese, Periodontia, Endodontia, entre outras
especialidades (Wallace et al., 2007; Gelpi et al., 2015).

Uma caracteristica relevante acerca do SPO € o fendbmeno da cavitacao, que
€ 0 processo de vaporizagdo, geracdo de bolhas e implosdo subsequente em muitas
fracdes mindsculas de seu tamanho original (Tzanakis et al., 2016). Normalmente,
ocorre quando um liquido € submetido a uma rapida mudanca de pressdo devido
as ondas ultrassonicas, levando a formacao de cavidades dentro do liquido, onde

a pressdo é relativamente baixa (Yaman et al., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leclercq%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18083438

A cavitacdo resulta em bolhas de tamanho microscépico e este fenémeno
envolve a sua formacao, crescimento, pulsacdo e colapso das bolhas em liquidos
sob ondas de ultrassom de alta intensidade (Felver et al., 2008). Esse colapso
ocorre de forma instanténea e violenta, causando uma poderosa onda de choque
(Verhaagen et al., 2016).

As investigacOes sobre cavitagdo dentro da Odontologia mostraram que
pode ser poderoso o suficiente para desestruturar biofilme e o colapso das bolhas
perto de uma superficie resulta em micro jatos que impactam na superficie e
auxiliam a limpeza (Walmsley et al., 2013). A corrente acustica produz uma
desagregacéo do biofilme, e o colapso das bolhas esta diretamente relacionado a
um enfraquecimento da membrana celular de alguns microrganismos (Mozo et
al., 2012; Sarkinas et al., 2018).

Os mecanismos exatos pelos quais a cavitacdo pode limpar as superficies
ndo sdo totalmente compreendidos e ainda ndo ha um consenso sobre quais
parametros sao 0s mais importantes para uma investigacdo mais aprofundada.
Alguns autores apontam que a cavitacdo apresenta uma propriedade
antimicrobiana, sendo a principal causa de sua acdo o colapso de bolhas de gas
que através de forcas de cisalhamento, que afetam a parede celular do

microrganismo (Agarwal et al., 2014).

Entretanto, outros autores afirmam que as ondas acusticas tém efeito de
desinfeccdo, porém secundariamente em relacdo a alguma solugéo irrigante, ou
seja, seu efeito antimicrobiano é limitado (Griindling et al., 2011). Porém,
afirmaram que mais estudos devem ser realizados para avaliar a sua a¢do sobre os

microrganismos e aprofundar os estudos acerca da dindmica da cavitagéo.

Por outro lado, a literatura da &rea da Odontologia apresenta breves
informacdes a respeito da influéncia do tempo de irrigacdo ou influéncia da

poténcia de ativacdo da ponta. A intensidade de ativacdo, bem como a interacao
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do fluxo acustico com o0s microrganismos, e seu papel na descontaminagdo

bacteriana do ambiente oral precisam ser esclarecidos.

O estudo do fendmeno da cavitacdo pode ajudar a fornecer informacdes a
respeito da sua verdadeira acdo na remocdo do biofilme e acdo sobre
microrganismos. 1sso contribuird para aprimorar e compreender melhor a a¢do do
SPO. Além disso, permitird que os fabricantes desenvolvam instrumentos que

otimizam os efeitos antimicrobianos da cavitacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mecanismo de acéo

O efeito piezoelétrico foi descrito pelos fisicos Jacques e Pierre Curie, em
1880, na Franga, no qual afirmaram que certos materiais, como ceramicas e
cristais, sofrem deformacdes quando uma corrente elétrica passa atraves deles.
Tal fato resulta em movimentos de contracdo e extensdo alternadamente, que
podem ser traduzidos em energia vibratoria de alta frequéncia, causando
oscilagcBes (Vercellotti et al., 2004; Robbiony et al., 2004).

O termo “piezo” é derivado do latim piezen, que significa pressdo. O
piezoelétrico funciona segundo o principio da eletrificacdo por pressdo, ou seja,
quando a tenséo elétrica é aplicada em certos materiais, 0 material em questéo se
expande e se contrai, produzindo vibracdes ultrassénicas. Os materias sdo cristais
piezoelétricos que geralmente incluem quartzo, sal de Rochelle e certos tipos de

ceramicas (Yaman et al., 2013; Vercellotti et al., 2004).

No sistema piezoelétrico comercial, com indicacdes de uso Odontoldgico,
as micro vibracdes produzidas pela unidade piezoelétrica estdo em uma
frequéncia de 25 a 30 kHz. As amplitudes de vibracdo das pontas podem variar
de 60 micrémetros até cerca de 200 micrémetros (Seshan et al., 2009). O
dispositivo também é equipado com um sistema de irrigacdo de resfriamento com
60 mL/min de fluxo variavel (Eggers et al., 2004). Os insertos atuam em um
padrdo de vibracdo linear, com uma faixa espacial compreendida entre 60 e 210
m, movidos por uma poténcia ultrassénica que ultrapassa 5 W e pode chegar a 16
W, dependendo da marca do aparelho (Robbiony et al., 2004).



Os primeiros estudos visando adaptar a fonte ultrassénica piezoelétrica
foram realizados na década de 60 na area da cirurgia, onde McFall e colaboradores

ja experimentaram uma cirurgia de ultrassom em 0sso (Lynn et al., 1942).

Os avancos na tecnologia de ultrassom levaram a introducdo de sistemas
cirurgicos especializados, chamado de “Piezosurgery”, sendo 0 primeiro
dispositivo piezoeléetrico desenvolvido por Tomas Vercellotti em 1988 (Mectron,
Carasco, lItalia), para superar as limitacbes da instrumentacdo tradicional na
cirurgia oOssea oral pela modificacdo e melhora da tecnologia ultrassénica

convencional (Pavlikova et al., 2011).

O dispositivo “Piezosurgery” se tornou uma alternativa valiosa para
minimizar as desvantagens associadas aos instrumentos rotativos tradicionais
(Sohn et al., 2007), e diversos autores afirmam ser um método superior devido ao
corte seletivo (baixo risco associado de dano aos tecidos moles adjacentes),
(Junior et al., 2018; Seshan et al.,2009) menor incidéncia de edema e hematoma
pos-operatorio, reducdo da perda sanguinea intraoperatoria que sdo fatores
atribuidos a presenca do fendmeno da cavitagdo (Bensaha et al., 2011; Kawashima
et al., 2007).

Thomas et al.,, 2017 relataram que todos esses beneficios que a
piezocirurgia proporciona, como a alta previsibilidade e baixa morbidade em
cirurgia Ossea, sao atribuidos ao fenbmeno da cavitacdo, j& que mostra uma
propriedade antibacteriana por fragmentar a parede celular bacteriana, o que ajuda

a obter sitio cirdrgico seguro e claro durante a osteotomia.

Nesse contexto, estudos da cavitacdo do SPO foram se difundindo pela
odontologia, sendo estudado na Endodontia na desinfeccdo dos canais radiculares
(Herrera et al., 2017; Macedo et al., 2014) como uma desinfeccdo quimica,
limpeza de detritos e remocdo da camada de esfregaco, ja que a vibracdo do

instrumento ultrassonico pode estimular o efeito da cavitacdo e a reagdo de
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streaming acustico, que por sua vez tém efeitos de limpeza e desinfeccdo (Chen
et al., 2013)

Estudos aprofundados na Periodontia, para a utilizagdo do ultrassom na
terapia periodontal, também demonstraram acdo dos fendmenos acusticos sobre
0s microrganismos (Vyas et al., 2017; Wang et al., 2018; loannou et al., 2009).
Em 1997, O'Leary et al realizaram um estudo em patégenos periodontais (A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis) relacionando o efeito bactericida do
ultrassom. Eles admitiram que a oscilagdo mecénica da ponta, pode estar ligada
com o principal efeito bactericida do dispositivo, porém admitiram que uma

investigacdo mais aprofundada fosse necessaria.

2.2 Cavitacéo

Uma relevante caracteristica do sistema piezoelétrico é o fenbmeno da
cavitacdo, que se baseia no processo de vaporizacdo, formacdo de bolhas e
subsequente implosdo em muitas fragdes de seu tamanho original, que ocorre
devido a diminuicdo da pressdo como resultado da vibracdo ultrassénica (Arabaci
et al., 2007). Esse fenbmeno € caracterizado pela ruptura da coesdo molecular de
liquidos, quando atingido pelas ondas ultrassonicas (Leclercq et al., 2008).
Quando a pressdo aumenta, os vazios implodem e geraram uma onda de choque
intensa, que podem levar a remogdo de particulas e erosdo em superficies solidas.
O efeito da cavitacdo necessita de baixa pressdo de vapor da ponta oscilante.
(Wang et al., 2018)

Silva et. al 2012 realizaram um estudo sobre “acousting streamins”, que é
definido como as forcas fisicas das ondas sonoras que fornecem uma forga motriz

capaz de deslocar pequenas moléculas. A cavitacdo foi definida por eles como as
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forcas fisicas das ondas sonoras sobre 0s gases dentro do microambiente do fluido.
A medida que as ondas sonoras se propagam através do meio, a compressao e
rarefacdo caracteristica fazem com que as bolhas de gas microscopicas no tecido
fluido contraem e expandem. Dessa forma, tais mudancgas na pressao, causadas
por as arestas principais e de retardamento da onda de som, geram rapidas
mudancas na pressdao, ambas dentro e a volta da célula, e podem causar danos.
(Silva et al., 2012)

Vyas et al., 2016 descreveram os varios efeitos de cavitagdo fisica que
podem ser observados. S&o eles: a formacdo de um microjato reentrante quando
perto de um limite, como uma parede ou outras bolhas, que podem impactar uma
superficie em alta velocidade; geracdo de ondas de choque de grande amplitude;
micro-streaming no fluido circundante sendo pequenas oscilacdes de elementos
fluidos; micro-streamers como bolhas de cavitagdo se formando em direcOes
semelhantes; e a migracdo da bolha em direcdo aos nés de pressdo e antinodos

devido as forcas de Bjerknes.

Vyas et al., 2017 analisaram a dinamica da bolha de cavitagdo em torno dos
escaladores ultrassonicos, e mostraram 0s tamanhos médios das microbolhas e seu
tamanho e velocidade durante a variacdo duas fases de seu ciclo de vida. A
cavitacdo se formou em um aglomerado de bolhas crescendo e colapsando no final
da ponta. Em baixa poténcia, a cavitacdo pode ser vista em um ponto da ponta.
Em poténcias médias, ocorre mais cavitacdo em todo final da ponta e nas

poténcias superiores, aumenta ainda mais com microbolhas maiores.

A literatura também ilustra uma propriedade antibacteriana da cavitacéo,
que ajuda na obtencdo de alta previsibilidade e baixa morbidade em cirurgia d¢ssea.
A propriedade antibacteriana é atribuida a fragmentacdo da parede celular
bacteriana (Agarwal et al., 2014), baseado nos principios mecanicos e as reacdes

sonoquimicas produzidas pela cavitacdo acustica (Wang et al., 2018).
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No caso de células e macromoléculas em suspensdo aquosa, 0s ultrassons
podem altera-las estruturalmente e funcionalmente pela cavitacdo. Esta pressédo
mecanica aplicada pela onda produz movimento unidirecional do fluido ao longo
e em torno de membranas celulares (Silva et al., 2012). Os primeiros estudos que
investigam os efeitos do “acousting streaming” e cavitagdo em células mostraram
atraso no crescimento de células in vitro, aumentos na sintese de proteinas e
alteracbes na membrana. Combinados, estes resultados podem sugerir que o
ultrassom "danifica™ as células, resultando no atraso do crescimento. (Silva et al.,
2012).

Vyas et al., 2020a, investigaram a dinamica das bolhas da cavitacdo na
remocdo de biofilme nas superficies de implantes dentarios, a fim de compreender
como a cavitacdo remove biofilme. Os experimentos foram feitos usando imagens
de alta velocidade, microscopia eletronica de varredura e analise de imagens, em
biofilmes de Strepotococcus sanguinis, que € um dos primeiros colonizadores de
superficies de implantes dentarios. O grupo constatou que a poténcia do
instrumento estd positivamente correlacionada com o deslocamento da vibragéo
da ponta do escalador ultrassonico. Em alta poténcia, as bolhas de cavitacdo
estavam ativas em uma area maior ao redor da ponta, tanto paralela quanto
perpendicular a ponta, portanto, mais biofilme foi removido quando a ponta foi

operada em alta poténcia em comparacdo com a poténcia media.

Vyas et al.,, 2016 desenvolveram um estudo para avaliar a eficacia da
ruptura mecanica do biofilme de bactérias Gram-positivas (Streptococcus mutans)
em superficies de implantes através da aplicacdo da cavitacdo. Eles concluiram
que a remocdo do biofilme foi significativa e ocorreu devido a cavitacédo e que tal
fenbmeno tem potencial para ser usado como uma nova maneira de desinfetar

implantes dentarios.
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Walmsley et al., 2018 possuem resultados de estudos que sugerem que 0
efeito da cavitacdo fragmenta as paredes celulares das bactérias e, portanto, tem
um efeito antibacteriano. Eles também identificaram que a cavitagdo surge dentro
da agua ao redor da ponta ultrassonica e pode ser detectada e quantificada, e que
ao contrario do que se esperava, a cavitacdo maxima ndo ocorreu na extremidade
livre da ponta, mas sim em torno das regifes mais acima na ponta em direcdo a
sua curva em um antinodo de vibracdo. Eles verificaram também que o desenho
da ponta afetou tanto a distribuicdo espacial quanto temporal da cavitagdo, ou seja,
o0 design do instrumento tem uma grande influéncia na quantidade produzida. 1sso
tem implicacGes clinicas, pois a cavitacdo pode ser bem aproveitada, embora

sejam necessarios ensaios clinicos para determinar seu impacto total.

Em diversos estudos, os pesquisadores destacam a dificuldade em obter
resultados reproduziveis desse tema. Esse desafio se da pelo fato de que ndo ha
consenso sobre qual € a razdo final pela qual as bolhas podem limpar. Como o
efeito pode depender da técnica usada para gerar a bolha em primeiro lugar, ndo
¢ facil comparar experimentos realizados com ultrassom e cavitagcdo
hidrodindmica. Além disso, as escalas espaciais e temporais para colapso e

limpeza de bolhas podem ser diferentes, o que complica uma comparacdo direta.

Dessa forma, o estudo do fendmeno da cavitacédo se torna necessario e pode
ajudar a fornecer informag0es a respeito da sua verdadeira acdo na remocéo do
biofilme e acdo sobre microrganismos. Isso contribuira para aprimorar e
compreender melhor a acdo do SPO. Alem disso, permitird que os fabricantes

desenvolvam instrumentos que otimizam os efeitos de limpeza da cavitacao.
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2.3 Candida albicans

Candida albicans é uma espécie comum da microbiota humana saudavel,
podendo colonizar assintomaticamente varios nichos do corpo, sendo a espécie de
candida mais frequentemente isolada da cavidade oral. A incidéncia de portadores
de candidiase oral na populacdo em geral tem sido tradicionalmente relatada entre
35% -80%, dependendo da populagédo especifica estudada, e estima-se que esta
espécie seja responsavel por mais de 80% dos fungos orais. (Lewis et al., 2017,
Camargo et al., 2016).

Na maioria dos individuos com um sistema imunologico saudavel, C.
albicans € um comensal inofensivo que existe em harmonia com outros membros
da microbiota. No entanto, distdrbios neste delicado equilibrio, resultantes, por
exemplo, de variacbes no ambiente local (mudancas de pH ou alteracdes
nutricionais), uso de antibioticos ou alteragdes no sistema imunologico (causadas
por uma infeccdo ou terapia imunossupressora), podem permitir rapidamente a
proliferacdo de C. albicans e causar infec¢do (Gulati et al., 2016; Peters et al.,
2017).

A candidiase foi descrita desde os tempos de Hipdcrates (cerca de 460-370

(3

AC), sendo referido como “uma doenca do doente”, que destaca a natureza
oportunista da infeccé@o e o papel principal de uma defesa reduzida do hospedeiro

em seu desenvolvimento (Lewis et al., 2017).

Relativamente poucos medicamentos antifungicos estdo disponiveis em
comparacdo com a ampla gama de antibioticos para infec¢des bacterianas, o que
provavelmente reflete a dificuldade envolvida no desenvolvimento de um agente
com atividade contra um tipo de célula eucaridtica sem problemas inerentes de
toxicidade do hospedeiro associada (Urzua et al., 2008; Lewis et al., 2017; Peters
etal., 2017)
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Os medicamentos antifingicos podem ser classificados em quatro tipos de
acordo com o modo de acdo e o alvo: 1. Ruptura das membranas celulares dos
fungos, como nos antifungicos polienos (nistatina e anfotericina), 2. Inibicdo da
sintese de ergosterol, no grupo azol dos antifungicos (fluconazol e itraconazol),
3. Inibicdo das enzimas 1,3 D nos antifangicos equinocandinas (caspofungina),
4. Interferéncia com a sintese de RNA e replicagdo de DNA (flucitosina (Lewis
etal., 2017).

O género Candida, foi previamente implicado na doenca periodontal, no
qual estudos verificaram que o fungo era mais abundante em pacientes com
doenca periodontal do que em pacientes com saude bucal. Um estudo baseado em
cultura de 28 individuos periodontalmente saudaveis, 20 individuos com
periodontite agressiva e 26 individuos com periodontite cronica, observou que 0s
individuos com periodontite cronica eram mais propensos a serem portadores de
leveduras e tinham maior grau de colonizagdo de levedura, particularmente para
Candida albicans, Candida dubliniensis, e Candida glabrata, do que individuos
periodontalmente saudaveis. Houve associacdo estatistica entre a colonizagédo
subgengival de espécies de leveduras, principalmente C. albicans (Canabarro et
al., 2012; Peters et al., 2017).

Existe também uma base de dados significativa no qual indica que Candida
albicans € associada também a prevaléncia de carie e com base nessas
informacgdes coletadas, os niveis orais de Candida tém sido frequentemente
usados como indicadores de atividade de cérie por diversos pesquisadores (Lewis
etal., 2017; Peters et al., 2017).

Héa evidéncias que indicam uma preponderancia de C. albicans na dentina
em lesdes de carie de criancas com frequéncias variando de 66 a 97%. Além disso,
essa correlacdo também foi relatada entre os adultos, no qual 56,1% de adultos

com carie foram colonizados por Candida (Fragkou et al., 2016).
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Espécies de Candida podem aderir de forma eficaz e duradoura as
superficies orais, incluindo a parte radicular dos dentes, esmalte e biomateriais,
como superficies cobertas de hidroxiapatita, bem como dispositivos protéticos,

incluindo proteses acrilicas (Canabarro et al., 2012).
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi investigar o fenbmeno da cavitagéo do sistema
piezoelétrico, em diferentes poténcias de ativacdo, em relacdo ao efeito

antimicrobiano sobre Candida albicans.
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4 MATERIAL E METODOS

Para a execugdo deste estudo, foi utilizado o piezoelétrico odontologico
modelo DENTSURG (CVDentus — Clorovale Diamantes S.A., Sdo José dos
Campos, SP, Brasil) (Figura 1). Foi utilizado o inserto TOT de titanio, sendo ele

delgado de parte ativa longa, vibrando em uma frequéncia de aproximadamente
32 kHz (Figura 2).

Figura 1 — Ultrassom Piezoelétrico DENTSURG utilizado no estudo

Fonte: CVDentus — Clorovale Diamantes S.A., Sdo José dos Campos, SP, Brasil.

Figura 2 — Ponta TOT utilizada no estudo

N

K

Fonte: CVDentus — Clorovale Diamantes S.A., Sdo José dos Campos, SP, Brasil.
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4.1 Andlise da acdo antimicrobiana

4.1.1 Ativagdo dos microrganismos

Foi utilizada cepa padrao de Candida albicans (18804), no qual foi mantida
em freezer a -80°C no Laboratério de Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos Campos/UNESP. Para ativagdo de Candida
albicans a cepa foi cultivada em agar Sabouraud com cloranfenicol e incubada
emestufa por 24 ha 37°C.

4.1.2 Preparo da suspensdo padronizada

Apos este periodo, as células microbianas foram centrifugadas a 5000 rpm
durante 10 min, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspenso em 10
mL de solucdo fisiologica tamponada com fosfato (PBS). Esse procedimento foi
repetido novamente. A contagem do namero de células da suspenséo foi realizada

para obter uma concentracdo de 10° micro-organismos/mL de C. albicans.

4.2 Divisdo dos grupos

Os grupos deste estudo foram estabelecidos de acordo com as proprias
funcdes do dispositivo, no qual cada funcdo determina uma poténcia diferente.
As poténcias foram divididas em diferentes grupos, com suas repectivas funcoes

do dispositivo, como mostra a tabela 1.
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Tabela 1 — Divisdo dos grupos

GRUPO FUNCAO POTENCIA
1 (Irrigacdo ultrassénica 6,5 W
passiva) PUI
2 Diamond supra power 7,5W
3 Apicectomia 13,6W

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Protocolo de ativacéo dos grupos

Para a execucdo da ativacdo dos grupos, 100uL das celulas padronizadas
foram adicionadas em placas de 24 pocos, sendo n=5, contendo em cinco pogos 0
grupo controle (em que ndo foi realizada nenhum tipo de ativa¢do) e mais cinco
pOcos com 0 grupo cavitacdo, no qual foi realizada a ativagdo com o SPO. Um
unico operador treinado realizou a ativacdo das células padronizadas com seu
respectivo tipo de funcdo do aparelho, coma ponta TOT, por 60 segundos.

Posteriormente a realizacdo de toda essa etapa, foram realizadas diluicdes
seriadas e aliquotas de 10 pL de cada diluicdo foram semeadas em placas
contendo meios de cultura especificos (Sabouraud para C. albicans,) e entdo
foram incubadas emestufa a 37°C por 24 h.

Em seguida, foi determinado o numero de Unidade Formadoras de
Col6nias por mililitro (UFC/mL). Os resultados de UFC/mL foram submetidos a
analise estatistica com Teste T, com nivel de significancia de 0,05%, no programa

Minitab® 19 (Statistical Software Pensilvania /PRNewswir).
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Figura 3 — Placa de 24 pogos demonstrando a disposi¢ao dos grupos

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4 — Placa de 24 pocos demonstrando a padronizagdo da ativacédo, sendo

CO o grupo controle, em que ndo houve ativacdo, e CA se referindo ao grupo quefoi

realizada a ativacgdo

N

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 RESULTADOS

Foi obtido o nimero de Unidade Formadoras de Coldnias por mililitro
(UFC/mL) de cada grupo. Os dados registrados de UFC/ ml da contagem dos
grupos estdo apresentados nas tabelas 3, 5, 7. As tabelas 4, 6 e 8 apresentam as

estatisticas descritivas de cada grupo.

5.1 Resultados com poténcia de 6,5W

Tabela 3 — Resultados em UFC/mi

PLACA CAVITACAO CONTROLE
1 7,49136 7,63347
2 7,32222 7,11394
3 7,34242 7,71600
4 7,38021 7,60206
5 7,32222 7,49136

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 4 — Estatisticas Descritivas

AmostraN Média DesvPad EP Média Valor-T Valor-p
CAl-1 5 7,3717 0,0710 0,032 -1,27 0,274
CO1-1 5 7511 0,236 0,11

Fonte: Elaborado pelo autor.

O grupo 1 (poténcia de 6,5W) apresentou valor-P de 0,274, nao
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apresentando diferenca significativa. Nao houve diferenga do grupo em que houve

a ativagcdo do microrganismo, em relagdo ao grupo controle.

5.2 Resultados com poténcia de 7,5 W

Tabela 5 — Resultados em UFC/mi

PLACA CAVITACAO CONTROLE
1 9,63347 9,72428
2 9,38021 9,59106
3 9,56820 9,69897
4 9,39794 9,27875
5 9,39794 9,69897

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 6 — Estatisticas Descritivas

Amostra N Meédia DesvPad EP Média Valor-T Valor-p
CA2-1 5 9476 0,117 0,052 -1,25 0,258
CO2-1 5 9598 0,186 0,083

Fonte: Elaborado pelo autor.

O grupo 2 (poténcia de 7,5W) apresentou valor-P de 0,258, néo
apresentando diferenca significante. Ndo houve diferenca do grupo em que houve

a ativagcdo do microrganismo, em relagdo ao grupo controle.
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5.3 Resultados com poténcia de 13,6W

Tabela 7 — Resultados em UFC/mi

PLACA CAVITACAO CONTROLE
1 7,57978 7,75587
2 7,07918 7,74036
3 7,39794 7,53148
4 7,34242 7,84510
5 7,20412 7,74819

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 8 — Estatisticas Descritivas

Amostra N Média DesvPad EP Meédia Valor-T  Valor-p
CA3-1 5 7,321 0,191 0,085 -4,04 0,007
CO3-1 5 7,724 0,116 0,052

Fonte: Elaborado pelo autor.

O grupo 3 (poténcia de 13,6W) apresentou valor-P de 0,007, apresentando
diferenca significante. Houve diferenca significativa do grupo em que houve a

ativacdo do microrganismo, em relagcéo ao grupo controle.



O nivel de significancia de cada grupo foi avaliado atraves
de um gréafico comparativo, ilustrado na figura 5.

Figura 5 — Grafico comparativo entre as poténcias e p-valor
correspondente a estatistica descritiva.

03

]

02

0.15

P-valor
0.l

Mivel de
significincia

6,5 7.5 136W

Poténcia

Fonte: Elaborado pelo autor.



6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que houve maior agéo
antimicrobiana com o aumento da poténcia ultrassonica. A poténcia mais alta
pode causar maiores niveis de cavitagdo, resultando em maior agéo
antimicrobiana. Tal informacéo condiz com o estudo de Joyce et al., 2003 no qual
também investigaram o efeito do ultrassom com poténcias diferentes, e
esclareceram que o ultrassom de alta poténcia, em baixos volumes de suspenséo
microbiana resulta em uma redugdo continua no numero de células, ou seja, a taxa

de morte predomina.

Esse resultado também est4 de acordo com um estudo de Lea et al., 2005,
no qual confirmaram que o aumento da atividade cavitacional ocorreu em
configuracbes de maior poténcia e com 0 aumento do tempo de operagdo. Os
autores avaliaram diferentes formatos de pontas ultrassonicas, diferentes
poténcias e tempo de ativagcdo do dispositivo, e concluiram que o formato da ponta
e 0 ajuste da poténcia do gerador mostraram ter um efeito na producdo de radicais
livres, e a geometria das pontas afeta a magnitude de sua amplitude de
deslocamento de vibracdo, ja que todas as pontas produziram cavitacdo na
configuracdo de alta poténcia. As diferencas na quantidade de cavitacdo gerada
entre pontas de estilos diferentes podem ser devidas as diferencas nas areas das
superficies das pontas que transmitem o ultrassom para 0 meio, o que justifica a

ponta escolhida para o presente estudo ser de configuracao longa.

Nossos resultados mostraram que apenas em poténcia alta (13,6W), houve
acdo da cavitacdo sobre os MO. Em poténcia baixa e média, ndo obtivemos
resultados conclusivos. Tal fato se contrapde ao estudo de Vyas et al., 2017, que

avaliarama velocidade de colapso e a dindmica das bolhas de cavitacdo em uma
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ponta ultrassodnica, e concluiram que foram semelhantes nas configuracdes de
média e alta poténcia. Entretanto, afirmaram que o aumento da poténcia causa um
aumento na quantidade de microbolhas de cavitacéo e bolhas maiores podem ser
vistas em configuracdes de alta poténcia. Isso pode justificar que nossos
resultados foram conclusivos apenas em poténcia alta. Eles também concluiram
que em baixa poténcia a cavitagdo pode ser vista apenas em um ponto da ponta
ultrassénica, o que pode justificar a baixa acdo das bolhas de cavitacdo sobre 0s
MO.

Outra possivel explicacdo para uma maior acdo da cavitacdo em poténcias
altas, € baseada em um estudo de Vyas et al., 2020b, no qual estudaram o
crescimento e colapso de microbolhas quando expostas a um campo ultrassonico,
e concluiram que as bolhas de cavitagdo estavam mais ativas e em uma area maior
ao redor da ponta, tanto paralelamente quanto perpendicularmente a ponta, Além
disso, a area de baixa pressdo acustica ao redor da ponta seria maior, 0 que
permitiria que a cavitacdo fosse poderosa o suficiente em distancias adicionais, o

que ndo é possivel na poténcia média por exemplo.

E importante ressaltar que os valores de referéncia das poténcias utilizadas
por nés, ndo foram as mesmas publicadas anteriormente, portanto, é dificil
comparar esses resultados com estudos anteriores, ja que cada equipamento e cada
ponta ultrassonica tem sua configuracdo indicada. Outro fator € que a dindmica
da cavitacdo e sua acdo antimicrobiana € complexa e envolve diversos fatores,
tornando dificil uma padronizacéo.

Estudos anteriores também confirmam que a cavitagdo ocorre nos
antinodos, (pontos de maior deslocamento das pontas ultrassnicas). A area de
cavitacdo proxima a extremidade livre das pontas aumenta com a poténcia e
também com as amplitudes de deslocamento nas pontas. Esses resultados sugerem

que é provavel que a cavitacdo de raspadores ultrassdnicos possa interromper o
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biofilme em um modo sem contato (Vyas et al., 2016). Além disso, Vyas et al.,
2016, avaliaram também o tempo de operacgdo do dispositivo, e relataram
diferenca estatisticamente significativas na quantidade de biofilme removido
qguando o escalonador foi operado por 30 se 60 s. Tal fato justifica o tempo de
ativacdo utilizado no presente estudo.

Para entender a dindmica da cavitacédo e sua a¢ao antimicrobiana, € preciso
compreender a dindmica das bolhas, os diferentes parametros que as influenciam
e como elas se manifestam nas pontas ultrassonicas.

Em 2003, Joyce et al., descreveram a atividade antimicrobiana da cavitagao
em seu colapso, dividindo esse efeito em quatro fases: Ressonancia superficial
das células bacterianas e gradientes de pressdo resultantes do colapso de bolhas
de gas, que entram na solucdo bacteriana na parede celular ou em suas
proximidades; Forcas de cisalhamento induzidas por micro fluxo ocorrem dentro
das células bacterianas; Efeitos de radicais livres derivados de gases no meio
aquoso; Formacdo de um bactericida forte, como perdxido de hidrogénio (H202)

derivados da degradacdo sonoquimica da agua.

Vyas et al., 2020b, afirmaram que o raio das bolhas também pode afetar a
taxa de desinfeccdo, j& que bolhas maiores podem romper uma area maior de
biofilme, portanto, se as bolhas forem maiores no contato, isso pode resultar em
uma limpeza ainda mais rapida com a cavitacdo. Isso pode ser feito alterando os
parametros que afetam a cavitacédo, por exemplo, aumentando o contetdo de gas
do fluido. Além disso, afirmou também que a tensdo de cisalhamento gerada na
superficie é a responsavel pela limpeza e que a quantidade de cavitacdo esta
relacionada a amplitude de vibracédo da ponta do destartarizador.

Van Wijngaarden et al., 2016 concluiram que a limpeza por nuvens de
bolhas de cavitacdo ocorre principalmente pela geracdo de ondas de choque a

partir do colapso das bolhas. Contudo, Lauterborn et al., 2015 salientam que a
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elucidacdo da dindmica da bolha em nuvens e aglomerados de cavitacdo requer
mais pesquisas.

Outra andlise nesse sentido é referente a quantidade de cavitacdo
relacionada ao deslocamento da ponta. Um estudo de vibrometria a laser e
mapeamento da atividade de cavitagdo ao redor das pontas ultrassonicas,
correlacionou os movimentos vibratorios das pontas, com a producao de radicais
livres decorrentes de bolhas de cavitagdo. Houve correlacdo positiva entre a
amplitude de deslocamento da ponta ultrassdnica e producdo de cavitacdo
(Walmsley et al., 2012; Manmi et al., 2020).

Embora o aumento da amplitude do deslocamento da vibragédo das pontas
ultrassénicas aumente a ocorréncia de cavitacdo, fatores como o comprimento e 0
design da ponta também influenciam na quantidade de atividade de cavitacdo
gerada. A geracdo da cavitacdo é complexa e as amplitudes de deslocamento

podem ndo ser 0 Unico fator na geragdo da cavitacdo inercial (Felver et al., 2009).

Pacheva et al., 2016 realizaram um estudo para avaliar o movimento de
vibracdo de uma ponta ultrassonica piezoelétrica com diferentes formatos de
pontas, e concluiram que o padrdo de oscilacdo de cada ponta piezoelétrica
depende da forma e do design da ponta, bem como da poténcia do gerador. O
design da ponta é influente na determinacédo das vibragGes da ponta e em seu
deslocamento, causando diferenca na quantidade de cavitacdo produzida. Em seu
estudo, o deslocamento aumentou claramente com o aumento da poténcia, ja que
gerou um aumento linear na amplitude de deslocamento da ponta piezoelétrica e
0 seu padréo de oscilacéo.

Felver et al., 2009, mostraram que a cavitacdo ocorre proximo a ponta da
sonda e que o design do instrumento tem uma grande influéncia na quantidade
produzida. Isso tem implica¢Ges clinicas, pois a cavitacdo pode ser bem

aproveitada, embora sejam necessarios ensaios clinicos para determinar seu
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impacto total. Os resultados informam como as pontas podem ser potencialmente

modificadas levando a mais cavitacdo e o potencial para maior eficacia clinica.

Em uma revisdo Lea et al., 2009, coletaram informacdes da a cavitacao ao
redor de instrumentos ultrassdnicos e avaliaram como essa ocorréncia esta
relacionada as caracteristicas de vibracdo das pontas e ao formato da propria
ponta. Uma das conclusdes foi que em determinadas configuracGes de energia,
pontas mais largas produzem mais cavitacdo do que designs mais finos (no
ambiente sem carga). 1sso sugere que a tendéncia atual em dire¢do a pontas mais
finas pode permitir uma limpeza mais profunda da bolsa periodontal, mas que isso
pode custar a producdo de um efeito biofisico benéfico. A analise de vibragdo das
pontas nos permite determinar as condigGes necessarias para a ocorréncia da
cavitacéo e onde, ao longo do comprimento da ponta, a cavitacdo é produzida. As
pontas estdo atualmente sendo modificadas para aumentar a producdo de
cavitacdo. Isso pode gerar novas pontas aprimoradas que otimizam os resultados

do tratamento clinico.

Em relacdo aos microrganismos, a literatura apresenta maior quantidade de
estudos com bactérias. O efeito bactericida foi descrito pela primeira vez por
Scherba et al., que em 1991, no qual descreveram em seu trabalho o efeito
bactericida do ultrassom sobre E. coli, S. aureus, B. subtilis e P. aeruginosa,
também na forma planctonica. Os resultados deste trabalho mostram como todas
as espécies de bactérias analisadas foram mortas pela aplicacéo do ultrassom, com
uma taxa de morte diretamente proporcional ao tempo de exposicdo e nivel de
intensidade. O principal efeito ultrassénico, responsavel pelo poder bactericida,
parecia ser o efeito cavitacional sem diferencas entre bactérias Gram negativas ou
Gram positivas. Os autores também avaliaram o fungo Trichophyton
mentagrophytes, e virus herpesvirus felino tipo 1 e calicivirus felino. A conclusdo

dos autores foi que o efeito da cavitacdo € o mecanismo fisico responsavel por
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danificar os microrganismos, e a frequéncia de ultrassom testada foi eficaz na
inativacdo de alguns agentes de doenca com alguma incerteza sobre a resposta do
virus.

Encontramos poucos artigos relacionando a acdo de desinfeccédo do
ultrassom e a acgdo da cavitacdo sobre C. albicans, isso justifica a escolha desse
microrganismo e também pelas diversas formas que esse fungo coloniza e afeta a
cavidade oral. Outra razdo se diz ao fato de que é dificil erradicar eficazmente C.
albicans usando agentes antiflngicos tradicionais, principalmente porque a baixa
permeabilidade do C. albicans parede celular cria forte resisténcia aos
medicamentos (Yang et al., 2018).

Muito se discute sobre Streptococcus mutans e seu papel no
desenvolvimento da cérie precoce na infancia. No entanto Candida albicans tem
sido frequentemente associada a sua relacdo sinérgica com S. mutans na placa
dentaria recuperada de criancas. Além disso, estudos anteriores mostraram forte
sinergismo quando C. albicans e S. mutans coexistiram em biofilme, sugerindo
que essa coexisténcia aumentou sua viruléncia. Durante a saliva, esse fungo pode
atuar como uma ponte para as bactérias orais aderirem a superficie da mucosa, um
mecanismo que pode proteger essa bactéria de ser removida pelo fluxo salivar e
pela degluticdo. Tal fato € um mecanismo pelo qual o fungo, na forma de levedura,

sobrevive na cavidade oral (Bachtiar et al., 2008; Hemadi et al., 2017).

Outro estudo de Du Q et al., também confirmaram que a interacao entre S.
mutans e C. albicans esta relacionada com a regulacéo positiva da maioria genes
ligados ao transporte de carboidratos e processos metabdlicos (Du Q et al., 2021).
Estudos moleculares mostraram que a coexisténcia de S. mutans com C. albicans
afeta o0 uso de carboidratos por S. mutans, ja que 0s estreptococos orais produzem
proteinas ancoradas na parede celular para facilitar a ligagdo com C. albicans.
Esses dados fornecem evidéncias extensas de interacfes bactérias-fungicas que

podem progredir para lesdes dentarias, j& que devido a maior penetracdo em locais
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de dificil acesso, tais como raizes do dente, C. albicans leva a céries agressivas e

contribui para a rapida progressdo da doenca (Krzysciak et al., 2017).

Na préatica clinica, fica evidente a patogénese de C. albicans e essas
afirmacdes demonstraram seu papel critico e sugerem a necessidade de estudar
mais mecanismos de remocéo e descontaminacdo do meio oral. Isso justifica a
escolha do microrganismo para o presente estudo, a fim de explorar a acgéo

antimicrobiana desta espécie fungica.

Um unico estudo foi encontrado a respeito da acdo da cavitagdo sobre C.
albicans, porém para uso tépico em pele. Os resultados demonstram que a
aplicacdo do ultrassom potencializou a acdo antibacteriana e a combinacdo de
ultrassom com nanoparticulas carregadas de drogas pode ser considerada uma
estratégia promissora para infeccdo fungica terapéutica, encurtando o periodo

terapéutico e reduzindo a resisténcia aos medicamentos (Yang et al., 2018).

O componente complexo da parede celular do C. albicans é formado por
quitina, polissacarideos e proteinas. Esta estrutura unica da parede celular forma
uma barreira aos antibiéticos e torna dificil entrar na célula de forma eficaz. Uma
possivel explicacédo para a acdo eficaz do ultrassom € que ele promove a ruptura
das nanoparticulas, aumentando a cavitacdo ultrassénica, 0 que poderia aumentar
ainda mais a permeabilidade da parede celular e melhorar a sensibilidade dos

antifangicos (Krzysciak et al., 2017).

Embora obtivemos resultados relevantes, este trabalho pode ser aprimorado
e desenvolvido de varias maneiras. Essa linha de pesquisa deve continuar se
desenvolvendo, para uma investigacdo mais profunda se difundir em todos os
processos que influenciam como intensidade e atividade do colapso da bolha no

fluido, a poténcia e a pressdo acUstica. Para muitos desses parametros, sao
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necessarias mais pesquisas para uma maior compreensdo dos mecanismos
envolvidos.

Trabalhos futuros podem abordar a influéncia desses resultados na préatica
clinica, a fim de avaliar seu papel na descontaminacdo do ambiente oral. Devido
a topografia complexa da cavidade oral, esta abordagem tem o potencial de

contribuir muito para a melhoria da higiene oral.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a ativacdo das células
planctdnicas de C. albicans com o dispositivo piezoelétrico ndo apresentou
diferenca estatistica nas poténcias de 6,5 W e 7,5W. A poténcia de 13,6W foi a
unica que apresentou diferenca estatistica, e apresentou reducdo dos
microrganismos. Portanto, uma poténcia mais elevada é mais eficaz na acgéo

antimicrobiana de C. albicans.
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