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RESUMO

DARIVA, Alessandra. Efeito da escova ultrassonica sobre um biofilme de
Streptococcus mutans: estudo in vitro. 2014. 33 f. Trabalho de Concluséo de Curso
(Graduacéo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

O controle do biofilme dental é uma das mais importantes alternativas para
impedir o surgimento e progressdo da céarie dental. Métodos alternativos que
facilitem e auxiliem o controle mecanico deste biofilme vem sendo testados como,
por exemplo, a utilizagdo de ultrassom. Assim, 0 objetivo desse estudo foi avaliar, in
vitro, o efeito da escova dental ultrass6nica sobre um biofilme de Streptococcus
mutans através da avaliacdo da viabilidade microbiana e da observacdo em
microscopia eletronica de varredura. Para esse fim, foram confeccionados 78 blocos
de esmalte dental. Esses foram imersos em meio a cultura Brain Heart Infusion (BHI)
acrescido a sacarose e com suspensao de Streptococcus mutans e incubados em
temperatura de 37°C, metade por um periodo de 24 horas e outra metade por um
periodo de 72 horas, com o objetivo de promover a formacdo de um biofilme
bacteriano jovem e outro mais estruturado. Os blocos, entdo, foram subdivididos em
outros trés grupos, de acordo com os modos de acionamento da escova
ultrassénica: modo ultrassom, modo ultrassom associado a vibracdo e modo
desligado (controle). Cada uma das amostras foi colocada em solucéo salina estéril
a uma distancia de 5 mm entre as cerdas da escova e o bloco de esmalte. O
ultrassom foi aplicado na frequéncia de 1,6 MHz, sendo que, cada tratamento teve
duracdo de 3 minutos. Entdo, 18 amostras foram observadas por meio de
microscopia eletrénica de varredura e nas outras 60 foram feitas quantificacbes de
Streptoccocus mutans atraves do método de cultivo. Apds obtencédo dos resultados
das contagens de micro-organismos aplicou-se o teste estatistico Kruskall Wallis, a
um nivel de significancia de 5%. Em relacdo a quantificacdo microbiana o modo
ultrassom associado a vibracdo apresentou menores valores do que o controle em
biofilme de 72 horas (p < 0,05). Na analise de microscopia eletrénica de varredura
observou-se que nos biofilmes de 24 e 72 horas houve uma maior dispersao e
rupturas nas cadeias de Streptococcus mutans expostas aos dois modos de
acionamento da escova que continham ultrassom. Baseado nos resultados do
presente estudo conclui-se que a escova ultrassénica, quando acionada no modo
ultrassom associado a vibracdo, apresenta um efeito na reducdo da viabilidade
microbiana e na desestruturacéo de um biofilme de Streptococcus mutans.

Palavras-chave: Ultrassom. Biofilmes. Escova Dentaria. Carie Dentaria.



ABSTRACT

DARIVA, Alessandra. Effect of ultrasonic toothbrush on a biofilm of
Streptococcus mutans: an in vitro study. 2014. 33 f. Final Paper (Graduation in
Dentistry) Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, 2014.

The control of biofilm is one of the most important alternatives to prevent the
emergence and progression of dental caries. An alternative to facilitate and assist the
mechanical control of this biofilm is being tested, such as the use of ultrasound. Thus
the aim of this study was to evaluate in vitro the effect of ultrasonic toothbrush on a
biofilm of Streptococcus mutans through the assessment of microbial viability and
observation by scanning electron microscopy. 78 blocks of enamel were made.
Sample were immersed in Brain Heart Infusion (BHI) culture suspension of
Streptococcus mutans and incubated at 37 °C for a period of 24 hours or 72 hours,
with the aim of promoting the formation of a young biofilm or to be more structured.
The blocks were then divided into three groups that received treatments according to
the actuation of the ultrasonic toothbrush modes: ultrasound mode, ultrasound
associated with vibration mode and mode off (control). Each sample was placed in a
sterile saline solution at a distance of 5 mm between the bristles and the enamel
block. The ultrasound was applied at a frequency of 1.6 MHz, and each treatment
lasted for 3 minutes. The samples were observed by scanning electron microscopy
and quantification of Streptococcus mutans were also performed by the method of
cultivation. After obtaining the results of the counts of microorganisms was applied
Kruskal Wallis statistical test at a significance level of 5%. In relation to microbial
guantification ultrasound mode associated with vibration showed lower values than
the control biofilm in 72 hours (p < 0.05). In the analysis of scanning electron
microscopy revealed that the biofilms 24 and 72 hours there was greater dispersion
and breaks the chains of Streptococcus mutans exposed to the two actuation modes
of the brush containing ultrasound. Based on the results of this study it is concluded
that ultrasonic brush activated ultrasonic associated vibration mode has an effect in
reducing microbial and disrupt viability of Streptococcus mutans biofilm.

Keywords: Dentistry. Ultrasound. Biofilms. Toothbrush. Dental Caries.
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1 INTRODUCAO

A cérie dentaria € uma doenca crbnica de etiologia multifatorial que acomete
as superficies duras dos dentes. E caracterizada pela perda mineral, procedente de
eventos metabodlicos que ocorrem na interface biofilme-esmalte, provocando
alteracbes do pH neste meio. Essa doenca se manifesta quando ha interacéo de trés
fatores principais: micro-organismos cariogénicos, dieta rica em carboidratos
fermentaveis e hospedeiro susceptivel por um periodo de tempo. Sem esses fatores
esta doenca ndo se manifesta, entretanto, a presenca deles, ndo é por si s,
suficiente para o surgimento da doenca carie. Existem outros fatores que podem
interferir no surgimento e progressao da carie dentaria, sdo os chamados fatores
confundidores, entre eles estdo os fatores socio-ecénomicos, educacionais e
comportamentais (THYLSTRUP; FEJERSKOV, 1988).

Para que a cérie dentaria se manifeste é essencial que as bactérias estejam
estruturadas em um biofilme. O biofilme traz o conceito de que as bactérias orais
nao se comportam como uma unidade bacteriana isolada e sim como uma
comunidade com diferentes micro-organismos agrupados em uma matriz
extracelular (MARSH, 2004; FEJERSKOV; KIDD, 2011). Essa organizacdo é
espacialmente estruturada a partir de interacdes fisicas, metabodlicas e moleculares
entre as bactérias, sendo essa integracdo essencial para a adesao, crescimento e
sobrevivéncia das células bacterianas (MARSH, 2004). Assim, organizando-se num
biofilme, torna-se possivel a colonizagdo e o crescimento bacteriano em inumeras
estruturas duras da cavidade oral como, dentes, restauracdes, proteses e implantes
(SCHIMIDT et al.,, 2013). O biofiime dental jA comeca a se estabelecer
imediatamente apdés a limpeza de uma superficie da cavidade oral, quando
macromoléculas presentes na saliva sdo absorvidas pelas superficies, formando um
filme denominado pelicula adquirida. Esse é rico em proteinas e glicoproteinas
salivares, e sua formacéo alteram a carga e a energia livre de superficie do esmalte,
aumentando a eficiéncia da adesdo bacteriana. As razdes pelas quais as bactérias
se estruturam em um biofilme sdo muitas, pois nesse meio elas adquirem inUmeras
vantagens como maior protecdo contra defesas do hospedeiro, substancias toxicas,
antimicrobianos e maior capacidade de troca de nutrientes e troca de material
genético (MACHADO, 2005). Todas essas caracteristicas propiciam que as células

bacterianas se organizem em uma comunidade. Uma vez estruturadas como um
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biofiilme podem potencializar seus fatores de viruléncia e lidar com condigbes
adversas estressantes de uma maneira mais facil. Isso, aliado ao fato de n&o haver
descamacédo da superficie dental, cria condicbes favoraveis para o estabelecimento
do biofilme bacteriano (MARSH, 2004; MARSH, 2009).

Para um biofilme ser considerado cariogénico, ele deve possuir na sua
composi¢cdo micro-organismos cariogénicos. Dentre 0s micro-organismos mais
associados a essa etiologia, estdo os Streptococcus mutans (CLARKE, 1924). Essas
bactérias sdo aciduricas e acidogénicas, além de possuirem capacidade de produzir
polissacarideos extracelulares, elementos que formam a estrutura do biofilme dental,
e polissacarideos intracelulares, que sé@o utilizados como fonte de energia quando
nenhum acucar é obtido pela dieta (LEITES; PINTOS; SOUZA, 2006; FEJERSKOV;
KIDD, 2011). Os Streptococcus mutans sdo anaerébios facultativos, capazes de
metabolizar uma grande variedade de acucares, incluindo sacarose (LEITES;
PINTOS; SOUZA, 2006).

Para que haja sucesso tanto na prevencdo, quanto na terapia da doenca
carie, torna-se indispensavel o controle do biofilme dental supragengival, realizado
pelo paciente, por meio da sua remoc¢do mecanica durante a escovacao dentaria e
uso do fio dental (PEDRAZZI et al., 2008). Apesar de termos tal conhecimento, para
muitos pacientes é dificil conseguir fazer um correto controle mecanico e remocao
desse agente etioldgico da cavidade oral (ZANATTA; ANTONIAZZI; ROSING, 2007,
ZANATTA et al.,, 2008). Essa dificuldade ocorre, principalmente, em areas
interproximais ou regifes de proteses onde as cerdas da escova ndo alcancam
(SCHIMIDT et al., 2013). Assim, métodos alternativos e até substitutivos, como o
guimico, estdo sendo estudados cada vez mais na Odontologia (FEJERSKOV;
KIDD, 2011). Esses métodos tém como objetivo facilitar o controle do biofilme dental
em pacientes que nao conseguem realiza-lo de uma forma adequada. Exemplo
disso, sdo os casos de pacientes que apresentam dificuldades motoras, que
possuem protese com dificil acesso para limpeza, que possuem implantes dentarios
e que apresentam dificuldades temporarias, como, 0s casos pOs-cirirgicos, onde
sdo impossibilitados de realizar sua higiene oral durante um determinado periodo de
tempo. Nesses casos, podem-se utilizar meios de controle quimico do biofilme
supragengival. Contudo, a utilizacdo de agentes quimicos deve ser controlada, uma
vez que, podem apresentar efeitos adversos, como, manchamento de dentes,

restauragdes, proteses e lingua, alteragbes do paladar, além de estimulo a formagéo
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de célculo supragengival, como por exemplo, o0 agente quimico
clorexidina (ZANATTA; ROSING, 2007).

Para tentar facilitar e atuar como coadjuvante na remoc¢c&o mecanica do
biofilme dental, escovas elétricas que utilizam energia sonora estdo sendo
oferecidas cada vez mais no mercado, trazendo a proposta de ser um meio eficaz
para a remoc¢ao do biofilme dental. Com a caracteristica de atuar através da energia
acustica, a escova possibilita ao clinico indicar este método de uma forma mais
ampla, j& que, mesmo sendo usada por periodos maiores de tempo ndo sao
descritos efeitos adversos na literatura, quando usada na forma correta
(TEREZHNLM, 1994; COSTA; MARCANTONIO; CIRELLY, 2007; SORENSEN;
PHAM; MCLINNES, 2008).

Para a compreencdo de como as escovas sOnicas funcionam e porque se
tratam de uma alternativa segura € importante relembrar caracteristicas da energia
sonora. O som pode ser entendido como a energia de vibracdo de moléculas de um
meio, que ao se propagar transfere esta energia vibracional a outra molécula. Dessa
maneira, propagacao sonora é o meio de transmissdo dessa energia que sO ocorre
em meios liquidos, sdlidos ou gasosos, no vacuo, por exemplo, essa transmissao
nao ocorre (BASSOLI, 2001). A frequéncia sonora € o numero de oscilacbes que
uma molécula realiza por segundo. Chamamos a unidade de frequéncia de Hertz
(Hz). O ouvido humano € capaz de perceber sons com frequéncia de 20 Hz a 20
Khz. O ultrassom, por exemplo, tem uma frequéncia acima do limite de audicdo
humana. Intensidade é a energia que atravessa uma area em um intervalo de
tempo, dependendo da amplitude da onda. Assim, quanto maior a amplitude, maior
sera a quantidade de energia transportada (BASSOLI, 2001).

Recentemente foi lancada no Brasil uma escova ultrassénica, que tem como
objetivo atuar como coadjuvante ao método mecanico no controle do biofilme dental.

A tecnologia ultrassénica nao utiliza radiacéo ionizante, logo, efeitos genéticos
e somaticos ndo ocorrem, podendo ser usada com seguranca em criancas e
gestantes (WHAITES, 2003).

Escovas dentais que utilizam a energia acustica em uma alta frequéncia,
como a ultrassbnica, provocam agitacdo dos fluidos da cavidade oral devido ao
movimento que provocam has cerdas da escova. O movimento do fluido
provoca forcas hidrodindmicas, que atuam nas faces do dente, fazendo com que

ocorra 0 deslocamento do biofilme dental (SCHIMIDT et al., 2013). Também, ha
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formacéo de bolhas (PARINI; EGGETT; PITT, 2005) que podem ter efetividade na
remogdo de micro-organismos do biofilme. O efeito de formagdo de bolhas
provocado pelo ultrassom é chamado de efeito de cavitacdo. Esse fenbmeno ocorre
em meios liquidos onde a onda sonora, ao atravessa-lo, cria regides de compressao
e rarefacdo (BASSOLI, 2001). Na rarefacdo, quando a pressao negativa é alta,
forma-se uma cavidade ou bolha. As bolhas crescem durante a rarefacdo e
arrebentam durante o ciclo de compresséo, quando o tamanho critico da bolha é
atingido. O microfluxo € outro fenbmeno causado pelo ultrassom, corresponde ao
movimento unidirecional que ocorre nos fluidos (BASSOLI, 2001), devido ao
crescimento e a retracdo das bolhas de cavitacdo durante os ciclos de rarefacéo e
compressdo. Quanto maior é a quantidade de bolhas arrastadas, maior é o
movimento de fluido. A interacdo desses efeitos (cavitacdo e microfluxo) é o que
sugere que a escova ultrassdnica possa remover o biofilme, mesmo sem contato
com a superficie dental, de uma maneira eficaz (SCHIMIDT et al., 2013).

A escova ultrassbnica tem como proposta a remoc¢ao do biofilme dental em
superficies de dificil acesso da cavidade oral, onde por muitas vezes, 0 método
mecanico convencional torna-se dificil para o paciente. Assim, essa alternativa
apresenta-se como inovadora para pacientes com dificuldades de fazer o controle do
biofilme dental e também para aqueles que possuem prétese com dificil acesso para
higienizacéo, que é o caso de pacientes com implantes osseosintegrados.

A escova ultrassbnica utiliza a energia de 1,6 MHz de frequéncia, emitindo
ondas de baixa intensidade. A baixa intensidade ultrassonica apresenta resultados
na regeneracdo de estruturas celulares (KATANO et al., 2011), no tratamento para
cicatrizes (DEMIR et al., 2004), no tratamento de fraturas (OLIVEIRA et al., 2011), na
regeneracao de tecido 6sseo (OZAWA et al., 1998) além de um possivel potencial
antimicrobiano (COSTA et al., 2007). Resultados clinicos também mostram que pode
haver efeito no tratamento de aftas recorrentes (BRICE; COLO, 1997), gengivite e
periodontite (KUSANO et al., 2006). Além disso, a literatura cita diversos estudos
gue testaram e comprovaram a seguranc¢a do uso do ultrassom na area odontolégica
(SORENSEN; PHAM; MCLINNES, 2008; COSTA; MARCANTONIO; CIRELLY, 2007;
TEREZHNLM, 1994).

Entretando o0s resultados de estudos encontrados na literatura
gue verificaram o efeito do uso da escova ultrassénica, no controle do biofilme

dental, s&o controversos. Biesbrock et al. (2008) realizaram um estudo in vivo com 0
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objetivo de avaliar a eficacia da escova dental ultrassénica na remoc¢éo do biofilme
dental, sem contato, quando comparada a outros trés tipos de tratamento. O
resultado obtido mostrou individuos que escovaram seus dentes, com a
escova ultrassbnica, apresentaram maiores indices de placa que os individuos que
utilizaram a mesma escova no modo desligado.

Um estudo clinico Costa et al. (2007) avaliou a efichcia da escova
ultrassénica comparada a uma escova elétrica ha remocdo do biofilme dental em
pacientes que faziam uso de aparelho ortoddntico. Em seus resultados, a escova
ultrassbénica apresentou melhores indices de remocdo de placa que a escova
elétrica. Igualmente em outro estudo clinico, utilizou-se a escova ultrassénica como
estratégia de higiene oral em uma populacdo idosa, que muitas vezes apresenta
falta de destreza manual para realizd-la. Esse trabalho obteve resultados
significativos na reducéo do indice de placa e de sangramento gengival com 0 uso
da escova ultrassoénica (WHITMYER et al., 1998).

Uma revisao de literatura (SCHMIDT et al., 2013) avaliou o impacto da acéo
hidrodindmica provocada pelas escovas acusticas (sOnicas e ultrassbnicas) na
remocao do biofilme dental, sem contato. Esta revisdo indicou dezesseis estudos, e
mostrou uma reducéo do biofilme dental com o uso das escovas acusticas, in vitro,
sugerindo que essas escovas possam facilitar a realizacéo da higiene oral.

Poucos estudos avaliaram a acdo do ultrassom emitido por uma escova
ultrassbnica em bactérias do genéro Streptococcus mutans. Shinada et al. (1999)
realizaram um estudo in vitro, que teve como objetivo avaliar o efeito da escova
dental ultrassbnica na aderéncia do Streptococcus mutans em superficie de esmalte
dental, além da morfologia celular deste micro-organismo. Foi observado uma
diminuicdo da aderéncia do Streptococcus mutans na superficie de esmalte depois
do uso do ultrassom. Outro estudo in vitro (ROBERTS et al., 2010), avaliou a acéo
sem contato, de diferentes modelos de escovas dentais elétricas, sobre um biofilme
de Streptococcus mutans. Os resultados mostraram que todas as escovas
provocaram remocéao do biofilme dental, mas a escova com o0 modo de acionamento
sbnico com associacao ao ultrassom foi a que apresentou melhor resultado.

A escova ultrassénica € uma ferramenta que utiliza uma tecnologia nova no
Brasil. Essa poderia ser uma alternativa eficaz e segura para o controle do biofilme
dental em pacientes, que por algum motivo, apresentam dificuldades em controla-lo

usando métodos convencionais. Dessa maneira, a proposta do estudo foi a avaliar in
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vitro a acgcdo da escova ultrassonica no controle de um biofilme dental de

Streptococcus mutans.
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2 OBJETIVO

Os objetivos do presente estudo foram divididos em objetivo geral e objetivos
especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro o efeito da escova dental ultrassOnica sobre um biofilme de

Streptococcus mutans.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar, in vitro, o efeito da escova dental ultrassonica acionada nos
seus diferentes modos (ultrassom, ultrassom associada a vibracdo e
desligado), sobre Streptococcus mutans em um biofilme de 24 e 72
horas, através da quantificacdo microbiana e observacdo em
microscopia eletrénica de varredura.

e Comparar o efeito da escova ultrassdnica acionada em seus diferentes
modos (ultrassom, ultrassom associado a vibracao e desligado) em um

biofilme de Streptococcus mutans de 24 e de 72 horas.
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3 MATERIAIS E METODOS

A metodologia do presente estudo foi dividida em 11 itens.

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DA PESQUISA

O estudo foi realizado no Laboratdrio de Bioquimica e Microbiologia Bucal da
Faculdade de Odontologia e no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, RS.

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um estudo experimental laboratorial.

3.3 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e pelo Comité de Etica
da mesma Universidade, previamente a sua execucdo. Os dentes utilizados neste
estudo foram doados de livre e espontanea vontade por pacientes que tiveram
terceiros molares extraidos. Todos os doadores assinaram um termo de doacéo de

dentes (Anexo 1).

3.4 TAMANHO DA AMOSTRA

O célculo do tamanho da amostra foi realizado a partir dos dados de
crescimento bacteriano de Streptococcus mutans de um estudo prévio sobre o efeito
da escova sbnica, ultrassbnica e manual em saliva de pacientes ortoddnticos
relatado por Costa et al. (2007). Usando um protocolo semelhante, que considera
um erro beta de 20% e um erro alfa de 5% e um poder do teste de 80%, foi estimado
um tamanho amostral de 8 amostras em cada grupo. Portanto o presente estudo

utilizou 10 amostras para cada grupo.
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Confeccionaram-se 78 blocos de esmalte dental com dimensdes de 3 x 3 x 2
mm a partir de dentes terceiros molares humanos. Estes dentes foram doados por
voluntarios e foram armazenados, por pelo menos 30 dias, em formol 2%, pH 7,
antes da confeccdo dos blocos (CURY et al., 2001). Previamente, para que fossem
esterilizados, a superficie dos blocos foi escovada com escova manual, expondo

assim a superficie de esmalte.

Tabela 1 - Os blocos de esmalte divididos de acordo com o biofilme formado e o modo de

acionamento da escova e analise a ser realizada.

Grupo - Controle (26 blocos)

Biofilme de 24 horas (13 blocos) Biofilme 72 horas (13 blocos)
10 blocos para andlise microbiologica 10 blocos para andlise microbiolégica
3 blocos para andlise em MEV 3 blocos para andlise em MEV

Grupo - Modo Ultrassom (26 blocos)

Biofilme de 24 horas (13 blocos) Biofilme 72 horas (13 blocos)
10 blocos para analise microbiologica 10 blocos para analise microbioldgica
3 blocos para anélise em MEV 3 blocos para anélise em MEV

Grupo — Modo Ultrassom Associado a Vibracéo (26 blocos)

Biofilme de 24 horas (13 blocos) Biofilme 72 horas (13 blocos)
10 blocos para analise microbioldgica 10 blocos para analise microbioldgica
3 blocos para anélise em MEV 3 blocos para anéalise em MEV

3.5 ESCOVA DENTAL ULTRASSONICA

No presente estudo foi utilizada uma escova dental ultrassénica que possui
uma peca ceramica de 3 x 10 mm, localizada em sua cabeca onde é emitida a

energia de ultrassom com frequéncia de 1,6 MHz. Essa escova tem as func¢des:
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desligado, ultrassom, e ultrassom associado & vibracdo (Megasonex®, Goldspire
Group Ltd., Hong Kong, China).

3.6 FORMACAO DA PELiCULA ADQUIRIDA

Foi confeccionada a pelicula salivar adquirida sobre todos os blocos de
esmalte utilizados neste estudo, segundo o protocolo estabelecido por Guggenheim
et al. (2001). Saliva estimulada foi coletada de quatro voluntarios saudaveis, com
velocidade de fluxo salivar normal. Depois de coletada, esta foi homogeinizada como
uma unica solucdo, centrifugada, filtrada, e diluida em solugéo salina. Os blocos de
esmalte dental, depois de esterilizados em autoclave, foram incubados nessa
solucdo de saliva diluida e purificada, ficando sob constante agitacdo a temperatura
ambiente por 45 min.

3.7 FORMACAO DO BIOFILME DE Streptococcus mutans

Streptococcus mutans (cepa UA 159) foram colocados para cultivo e
crescimento em meio de cultura Brain Heart Infusion (Acumedia Manufactures, Inc.
Lansing, Michigan, EUA) com 1% de sacarose, durante 12 horas a 37°C. Para
promover formacdo de biofilme de Streptococcus mutans, utilizou-se o meio de
cultura Brain Heart Infusion (BHI) acrescido de 5% de sacarose. A concentracao
microbiana foi ajustada para uma densidade otica de 0,6 a 550 nm o que
correspondeu a 1,0 x 10° UFC/mL. Os blocos de esmalte foram fixados em fios de
aco inoxidavel e incubados em tubos de ensaio contendo meio de cultura contendo
BHI com sacarose e Streptococcus mutans e entdo foram incubados a 37°C por 24

ou 72 horas conforme o biofilme a ser formado.

3.8 EXPOSICAO A ESCOVA ULTRASSONICA

Cada uma das amostras foi colocada em solucdo salina estéril a uma
distancia de 5 mm entre as cerdas da escova e a superficie do bloco de esmalte.
Cada amostra recebeu tratamento durante 3 min de acordo com os diferentes modos

acionamento da escova:

e Modo ultrassom
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e Modo ultrassom associado a vibracéo

e Modo desligado (controle).

3.9 AVALIACAO DA VIABILIDADE E QUANTIFICAGCAO DE Streptococcus mutans

ApO6s o tratamento com a escova ultrassénica, os blocos de esmalte foram
sonicados em 1 mL solugcédo salina, depois foram feitas diluicbes seriadas. A
suspensao obtida foi semeada em placas de Petri contendo meio de cultura agar
mitis salivarius acrescido com 5% de sacarose e bacitracina 0,2 Ul/mL para
crescimento de Streptococcus mutans. As placas foram incubadas a 37°C durante
48 horas em microaerofilia. Depois deste periodo, as coldnias de Streptococcus
mutans foram identificadas e contadas com o auxilio de um estéreo microscopio

para determinar o niumero de unidades formadoras de colonia.

3.10 OBSERVACAO EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Apoés o experimento, dezoito (18) amostras foram submetidas a pre-fixacdo
por no minimo duas horas em 3 mL de solucdo de glutaraldeido tamponado 2,5%.
Em seguida, as amostras receberam lavagens com tampao fosfato e foram
desidratadas com diferentes concentracdes de acetona, e apos isso foram secas em
ponto critico e cobertas com carbono e platina. Depois de preparadas, as superficies
dos blocos de dentes foram observados através de um microscopio eletrénico de
varredura a 10,0 kV (JSM 5800, Jeol, Toquio, Japéo).

3.11 PROCESSAMENTO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Para analise da contagem microbiana, o nimero de unidades formadoras de
colénias (UFC) foram transformadas em logi, e entdo foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis, a um nivel de significancia de 5%. A analise estatistica foi realizada
com o auxilio do SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versdo 17.0 for
Windows. Em relacdo aos resultados das observacdes em microscopia eletrénica de

varredura, foi realizada uma andlise descritiva dos resultados.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos para a contagem de Streptococcus mutans estao

expressos na Tabela 1 para o biofilme de 24 horas e na Tabela 2 para o biofilme de
72 horas.

Tabela 2 - Contagem de Streptococcus mutans do biofilme de 24 horas (logs; UFC):

Tratamento* Percentis
Mediana™* 25 75
Controle 4 98= 47 537
Ultrassom 5,00= 4 33 2,18
Ultrassom associado a vibracio 4 44s= 3,93 5,13

* Numero de amostras para cada tratamento= 10.

**Mediana gquando sucedida por diferentes letras indicam diferenca significativa entre os grupos, peloteste de Kruskall-Wallis {p
<0.05).

Tabela 3 - Contagem de Streptococcus mutans do biofilme de 72 horas (log,g UFC):

Tratamento* Percentis
Mediana™* 25 75
Controle 8,07 7,64 8,27
Ultrassom 7 84sb 719 .97
Ultrassom associado a vibracéo 7 386e 6,67 7.90

* Numero de amostras para cada tratamento= 10.

=*Mediana quando sucedida por diferentes letras indicam diferenca significativa entre os grupos, peloteste de Kruskall-Wallis (p
<0.05).

N&ao foram observadas diferencas entre as contagens microbianas no biofilme
de 24 horas (Tabela 1) quando comparados os trés modos de acionamento da
escova ultrassénica (p > 0,05). Entretanto quando foram comparadas as contagens
microbianas no biofilme de 72 horas (Tabela 2), os tratamentos controle e ultrasson
associado a vibracdo diferiram antre si (p < 0,05). Os demais modos de acdo da
escova, quando relacionados, ndo diferiram na analise de contagem microbiana,
para o biofilme de 72 horas.
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As figuras 1 e 2 mostram as micrografias obtidas da observacédo em
microscopia eletronica de varredura para os biofilmes de 24 e 72 horas,
respectivamente. Apds serem submetidas aos diferentes tratamentos com a escova
ultrassonica.

No biofilme de 24 horas, as imagens mostram que o modo controle
apresentou formacdo de cadeias longas de Streptococcus mutans (Fig.1la-b). Nos
demais modos da escova ultrassonica (ultrassom e ultrassom associado a vibracao)
as bactérias estao dispersas na superficie de esmalte, formando cadeias mais curtas
(Fig.1c-f).

As imagens para o biofilme de 72 horas mostram que as amostras
submetidas ao tratamento controle apresentam um biofilme mais estruturado, bem
espesso e com cadeias longas de Streptococcus mutans (Fig.2a-c). No biofilme
exposto aos modos ultrassom e ultrassom associado a vibracdo, apesar de também
apresentar cadeias longas, em certos pontos, observaram-se rupturas em sua
extensdo, além disso, quando analisadas em um menor aumento, essas cadeias

parecem estar mais dispersas na superficie de esmalte (Fig.2d-i).



Figura 1 - Visualizagdo em microscopia eletrdnica de varredura do biofilme de 24
horas de Streptococcus mutans formado sobre superficie de esmalte apés tratamento
com a escova no modo desligado (a-b), escova no modo ultrassom (c-d) e, escova no

modo ultrassom associado a vibragao (e-f).

Fonte: da autora, 2014
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Figura 2 - Visualizagdo em microscopia eletronica de varredura do biofilme de 72 horas de
Streptococcus mutans formado sobre superficie de esmalte, ap0s tratamento com a escova no
modo desligado (a-c), escova no modo ultrassom (d-f) e, escova no modo ultrassom associado a

vibracao (g-i).

24

Fonte: da autora, 2014
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo demonstrar in vitro o efeito dos
diferentes modos de acionamento da escova dental ultrassénica sobre um biofilme
dental de Streptococcus mutans de 24 e 72 horas.

Os resultados desse estudo, obtidos in vitro, mostraram que o modo de
acionamento ultrassom associado a vibragcdo apresentou os melhores resultados,
guando comparado aos outros dois outros modos de acionamento da escova
ultrassdénica (modo desligado e modo ultrassom), em um biofilme de Streptococcus
mutans. Estes resultados concordam com o estudo de Roberts et al. (2010), onde a
escova elétrica com a funcado ultrassom associada a vibragcdo também apresentou
melhores resultados, in vitro, na remoc¢ao de um biofilme de Streptococcus mutans.
Entretanto, os autores ndo incluiram uma escova ultrassénica que tivesse o modo de
acionamento ultrassom isolado.

Para verificar o efeito do ultrassom emitido pela escova ultrassénica de forma
isolada, sem a sua associagdo com a vibracdo, o presente estudo incluiu um modo
de acionamento com a emissdao do ultrassom apenas. O estudo ndo conseguiu
demonstrar que o ultrassom, usado dessa forma, teria um efeito significativo na
diminuicdo do namero de bactérias, tanto em um biofilme de 24 horas quanto em um
de 72 horas. Entretanto nas micrografias de biofilme de 24 horas, os grupos tratados
com ultrassom, as bactérias econtravam-se dispersas na superficie de esmalte ou
formando cadeias curtas. JA nas micrografias de 72 horas observou-se que nos
grupos tratados com o ultrassom as cadeias de Streptococcus mutans apresentaram
rupturas em sua extensdo e essas também estavam mais dispersas na superficie de
esmalte. Isto pode indicar que apesar do ultrassom ndo diminuir o numero de
bactérias de um biofilme, tem a capacidade de desestruturar esse biofilme, podendo
atuar como uma alternativa coadjuvante no seu controle.

A escova ultrassoénica foi instalada a uma distancia de 5 mm da superficie de
esmalte dental contendo biofilme de Streptococcus mutans. A distancia de 5 mm,
escolhida para este estudo foi determinada com base em uma revisao de literatura
de estudos in vitro, que avaliou a efichcia de escovas acusticas (sbnicas e
ultrassbénicas) na remocéao de biofilme dental, sem contato (SCHIMIDT et al., 2013).
A proposta da escova ultrassbnica em remover biofiime dental sem o contato

mecanico entre as cerdas da escova e o biofilme dental, chama a atenc¢éo, pois se
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trata de uma alternativa inovadora para pacientes que nédo conseguem realizar sua
escovacao de forma eficaz.

A escolha do Streptococcus mutans como micro-organismo teste para este
estudo fundamentou-se na importancia desta bactéria na etiologia da cérie dentaria.
O que se deve aos seus fatores de viruléncia, como a tolerancia e producéao de
acidos, bem como a capacidade de sintese de polissacarideos extra e intracelulares
(LEITAO et al., 2001; OKADA et al., 2005; COUTO et al., 2005). Além disso, varios
autores sugerem que o risco de céarie é diretamente proporcional ao aumento no
namero de estreptococos do grupo mutans (NOCE et al., 2008, MOMOSE et al.,
2003; LOESCHE; STRAFFON, 1979). Justificando assim a importancia de sua
guantificacdo no presente estudo.

A andlise em microscopia eletrénica de varredura teve como objetivo fazer
uma analise qualitativa, através de observacdes na distribuicdo do biofilme formado
e na morfologia microbiana, da acdo da escova ultrassénica em um biofilme dental
de Streptococcus mutans. Com as imagens obtidas em microscopia eletrénica de
varredura podemos observar a disposicdo das cadeias microbianas logo apés a
exposicdo a cada tratamento com a escova ultrassénica. Entretanto este tipo de
analise ndo permite a verificacdo da viabilidade bacteriana. Assim, neste estudo, a
analise de viabilidade e contagem microbiana foram realizadas.

Um estudo anterior demonstrou que a formacdo de bolhas, formadas por
escovas elétricas, teriam um efeito positivo na remocdo do biofiime dental. Os
autores sugerem a inclusdo de métodos de propulsdo de bolhas em equipamentos
utilizados para higiene oral, e assim facilitar a remocéo do biofilme dental (PARINI;
EGGETT; PITT, 2005). A escova ultrassénica provoca, em meios liquidos, o efeito
de cavitacdo, que é a formacdo de bolhas devido ao fenébmeno de compressao e
rarefacdo durante a propagacao sonora (BASSOLI, 2001), podendo assim, melhorar
os efeitos e ser uma alternativa para o controle do biofilme.

Shinada et al. (1999), realizaram um estudo in vitro, que teve como objetivo
avaliar o efeito de uma escova dental ultrassénica na aderéncia do Streptococcus
mutans em superficie de esmalte dental, além da morfologia celular deste micro-
organismo. O estudo apresentou resultados satisfatorios, entretanto, a escova
testada apresentava outras caracteristicas e diferentes modos de acionamento, e

nao houve a quantificacdo e nem uma avaliacao da viabilidade bacteriana.
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No presente estudo, a escova ultrassOnica, quando acionada no modo
ultrassom, n&o apresentou diferenga significativa comparada ao controle, em relagéo
as contagens de Streptococcus mutans no biofilme de 72 horas. Entretanto,
avaliando-se o valor da mediana apresentado para o tratamento com o modo
ultrassom, verifica-se que este valor também néo diferiu do tratamento com o modo
ultrassom associado a vibracdo. Os valores para os percentis 25 e 75 do tratamento
ultrassom apresentaram-se intermediarios aos dos outros dois tratamentos. Isto
poderia indicar uma tendéncia na reducdo das contagens se houvesse um nuamero
maior de exposi¢oes ao ultrassom emitido pela escova ultrassbnica. Neste estudo,
as amostras com biofilme bacteriano foram expostas apenas uma vez a agado da
escova ultrassonica, ndo proporcionando resultados da acdo do ultrassom emitido
pela escova ultrassbnica quando usado de uma forma regular. Uma frequéncia maior
no uso da escova ultrassonica poderia ter um efeito cumulativo em desestruturar o
biofilme dental, aumentando seus efeitos.

A escova ultrassbnica testada no presente estudo ndo apresentava o modo
de acionamento vibracdo isoladamente. Portanto ndo foi possivel testar o efeito
isolado da vibracdo sobre os biofilmes de 24 e 72 horas. Sugere-se que outros
estudos sejam realizados avaliando essa funcédo isoladamente, para que seja
possivel esclarecer o papel do ultrassom nesta associacdo com a vibracdo em
biofilmes de Streptococcus mutans.

O presente estudo utilizou 3 minutos como periodo de tempo para expor o
biofiime de Streptococcus mutans a escova ultrassdnica. Em relacdo ao tempo de
exposicdo uma revisdo de literatura (SCHIMIDT et al., 2013) mostrou que ndo ha
diferenca entre periodos de tempo maiores de 20 segundos e a quantidade de
biofilme removido com o uso de escovas sbnicas. Esse periodo de tempo de 3
minutos também é indicado pelo fabricante da escova, como 0 necessario para a
higienizacdo de todos os dentes, pois as ondas do ultrassom atuam em varias
direcdes.

Uma das limitacdes do presente estudo foi a utilizacdo de um modelo de
biofilme mono-espécie, composto apenas por Streptococcus mutans. Foi utilizado
este modelo para se obter resultados preliminares sobre o efeito do ultrassom em
biofilmes mais simples. O estudo do efeito da escova ultrassdnica sobre biofilmes
multi-espécies seria um tema interessante para futuras investigacdes, por se

aproximar mais das condi¢des reais encontradas na cavidade bucal.
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6 CONCLUSAO

Baseado nos resultados do presente estudo pode-se concluir que:

e A escova ultrassbnica quando acionada no modo ultrassom associado com a
vibragdo apresenta os melhores resultados em relacdo a reducdo da
viabilidade de Streptococcus mutans em biofilme de 72 horas.

e Em relagcdo a morfologia e a desestruturacdo do biofilme de Streptococcus
mutans formado em superficie de esmalte, os modos de acionamento
ultrassom e ultrassom associado a vibragdo demostram os melhores

resultados.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Com novos modelos de escovas dentais surgindo no mercado, é
imprescindivel que estudos sejam feitos para testar sua real capacidade no controle
do biofilme dental.

Grande numero de pacientes tem dificuldades de controlar o biofilme dental
através do método mecanico tradicional. A escova ultrassénica apresenta-se como
uma alternativa inovadora, pois tem como proposta a remocédo do biofilme dental
sem contato direto com ele, atingindo locais em que as cerdas da escova nao
alcancam, sem apresentar os efeitos adversos do método quimico.

Entretanto mais estudos sao necessarios, ja que os achados deste estudo in
vitro, ndo podem ser transpostos diretamente a realidade clinica.
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ANEXO - TERMO DE DOAGAO DE MATERIAL BIOLOGICO

Avaliagéo in vitro da eficacia da escova ultrassOnica sobre Streptococcus mutans

Pesquisadora responsavel: Prof®.Dr? Lina Naomi Hashizume.

Telefone para contato com pesquisador: (51) 3308-5193

A doenca carie continua sendo a maior responsavel pela perda dentaria em todas as idades.
Esta doenca tem origem microbiana e decorre da interacdo de diversos fatores que levam ao
desequilibrio no processo desmineralizacdo e remineraliza¢éo, conduzindo a perda mineral dos
tecidos dentdrios. Desta forma, para que haja sucesso tanto na prevencao, quanto na terapia desta
doenca, torna-se indispensavel o controle do biofilme supragengival, realizado por meio da sua
remogdo mecéanica durante a escovacgdo dentéria, uso do fio dental ou utilizando métodos
alternativos, tais como uso de produtos quimicos e aparelhos ultrassénicos.

Objetivo do estudo: Uma vez que a literatura se mostra controversa no que se refere a efetividade
do ultrassom em remover o biofilme dental, esteestudo tera como objetivo avaliar, in vitro, a eficacia
de escova dental ultrassénica sobre Streptococcus mutans.

Procedimento: Serdo coletados dentes permanentes (terceiros molares), extraidos por motivos
terapéuticos, doados pelos pacientes ou responsaveis. Os dentes doados fardo parte de um estudo in
vitro em que serdo observados dados obtidos por meio de microscopia eletrénica de varredura,
analise quantitativa de Streptococcus mutans e quantificacdo de polissacarideo extracelular.

Sigilo: Todas as informac@es obtidas neste estudo poderdo ser publicadas com finalidade cientifica,
sem divulgacédo dos nomes das pessoas envolvidas.

Consentimento: Declaro ter lido e compreendido integralmente as informacfes acima antes de
assinar este termo, néo restando duvidas quanto ao conteldido deste documento. Assim, livre de
gualquer forma de constrangimento e/ou coacao fago a doacéo do dente.

Nome do participante:

Assinatura participante ou responsavel

Assinatura pesquisador:

Data:




