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Wady AF. Avaliacdo das caracteristicas de superficie e formacéao de biofilmes em
materiais odontoldgicos tratados em plasmas de HMDSO. [Tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de odontologia da Unesp, 2015.
Resumo

Os materiais odontologicos atuam como substrato para a adesdo dos
microrganismos e, consequentemente, desenvolvimento do biofilme. Tendo em vista
que as caracteristicas de superficie dos materiais podem interferir na adesao inicial,
alteracOes dessas caracteristicas podem prevenir ou diminuir a adesédo de bactérias
e fungos, evitando assim, o desenvolvimento da doenca. Outro aspecto a ser
considerado € que, na cavidade oral, as superficies sdo recobertas pela saliva,
formando um fino filme denominado pelicula adquirida. Para simular as condi¢cdes
bucais, os estudos in vitro tém utilizado o condicionamento prévio em saliva humana
antes da formacéo do biofilme. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
deposicado de filmes polimerizados a plasma a partir do composto organometalico
hexametildisiloxano (HMDSO), nas caracteristicas de superficie de materiais
odontoldgicos (titanio, zirconia e resina acrilica), bem como na formacéo de biofilmes
sobre esses materiais, com e sem armazenamento em saliva humana. Para isso, 0o
HMDSO foi utilizado no processo PECVD (Plasma Enhanced Chemical Vapor
Deposition) para a deposicdo de filmes nas superficies dos corpos de prova, de
maneira que resulte na formacdo de filmes com caracteristicas hidrofébicas ou
hidrofilicas. Corpos de prova de cada um dos materiais foram mantidos sem
deposicdo de filmes (grupos controles). A caracterizacdo dos filmes obtidos foi
realizada através de espectroscopia no infravermelho (FTIR), microscopia eletronica
de varredura (MEV), medida de angulos de contato e energia de superficie,

espectroscopia de fotoelétrons de raios-X (XPS) e perfilometria. Para avaliacdo da
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formacdo de biofilmes, metade dos corpos de prova (10 x 2 mm) dos grupos
experimentais e controles foram armazenados em saliva humana previamente

preparada e, posteriormente, incubados com 1 x 10’ células/mL tanto para C.
albicans (para a resina acrilica) como para P. gingivalis (para o titdnio e a zirconia).
Amostras sem armazenamento em saliva também foram incubadas nos respectivos
microrganismos. Apés os periodos de formacdo dos biofilmes, esses foram
avaliados por meio da contagem de colbnias (UFC/mL). Foi possivel desenvolver
filmes a partir de HMDSO em todos os materiais avaliados. Os valores de formacéo
de biofiime de Candida albicans em resina acrilica, sem pré-condicionamento em
saliva, foram menores para os filmes com maior valor de angulo de contato. Houve
pequena reducdo na formacao de biofilme de Porphyromonas gingivalis nos filmes
depositados no titanio e na zirconia. Quando houve pré-condicionamento em saliva,
a formacao de biofilme de C. albicans em resina acrilica foi maior do que quando
nao houve pré-condicionamento. Nos corpos de prova de titanio e zircénia, o pre-

condicionamento proporcionou reducéo da formacao de biofilme de P. gingivalis.

Palavras-chave: Candida albicans, Porphyromonas gingivalis, saliva, biofilmes,

Protese Dentaria
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Wady AF. Evaluation of surface characteristics and biofilm formation on dental
materials treated with HMDSO plasmas. [Tese de Doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da Unesp, 2015.

Abstract

Dental materials act as substrates for the adhesion of microorganisms, and
consequently, for biofilm development. Given that the surface characteristics of
materials may interfere in the initial adhesion, changes in these characteristics may
inhibit or reduce the adhesion of bacteria and fungi, thus preventing the development
of diseases. Another aspect to consider is that, in the oral cavity, surfaces are
covered with saliva, forming a thin film referred to as acquired salivary pellicle. In
order to simulate oral conditions, in vitro studies have used preconditioning in human
saliva before biofilm formation. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect
of plasma polymerized films on the surface characteristics of dental materials (acrylic
resin, titanium and zirconia), as well as on the biofilm formation on these materials,
with and without preconditioning in human saliva. For this purpose, the monomer
hexamethyldisiloxane HMDSO was used as precursor in the PECVD (Plasma
Enhanced Chemical Vapor Deposition) process. Deposition parameters were varied
to produce a range of films with hydrophobic or hydrophilic characteristics.
Specimens of each material without film deposition were used as controls.
Characterization of the films was performed by Fourier Transformed infrared
spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM), contact angle
measurements and surface free energy, X-ray photoelectron spectroscopy (XPS),
and profilometry. To evaluate biofilm formation, half of the test specimens (10 x 2

mm) of the experimental and control groups were stored in previously prepared
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human saliva and afterwards incubated with 1 x 10’ cells/mL of both Candida
albicans (for acrylic resin) and Porphyromonas gingivalis (for titanium and zirconia).
Samples without preconditioning in saliva were also incubated in the respective
microorganisms. After the periods of biofilm formation, these were evaluated by
counting the colony-forming units (CFU/mL). It was possible to develop films from
HMDSO on all the materials evaluated. The values of C. albicans biofilm formation
on acrylic resin, without preconditioning in saliva, were lower for the films with higher
contact angle value. There was a small reduction in P. gingivalis biofilm formation on
the films deposited on titanium and zirconia. C. albicans biofilm formation on acrylic
resin was higher in the saliva-coated specimens than on the uncoated specimens.
For titanium and zirconia, preconditioning of the test specimens in saliva resulted in a
reduction of P. gingivalis biofilm formation.

Key Words: Candida albicans, Porphyromonas gingivalis, saliva, biofilms, Dental

Prosthesis.
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1 INTRODUCAO

Os biofilmes tém sido descritos como comunidades diversas de
microrganismos, que apresentam estruturas dindmicas e complexas, envoltas por
matriz polimérica extracelular?® 4% 44 4% 8L 82,112 Egqag hiofilmes usualmente estdo
aderidos a substratos sélidos, situados em ambientes midos ou liquidos** #° 82 91,
Especificamente na cavidade oral, varias espécies de microrganismos tém sido

44, 45, 77, 82

identificadas e os bhiofilmes orais tém sido reconhecidos como fatores

etioldgicos de diversas doencas® 44 4% 8. 105,

Uma patologia associada a presenca de biofime é a candidiase que
comumente afeta as mucosas urogenital, orofaringea, esofagica e gastrointestinal*®
82 T . N o ~ . s .

. A candidiase oral, associada a utilizacdo de proteses removiveis, tem sido
denominada de estomatite protética® *’. Um dos fatores que tem sido associado

40, 109

com essa patologia é a presenca de Candida albicans nas superficies

53, 70, 80, 107, 108, 117 17,64

protéticas , que atuam como reservatorio de microrganismos

A periodontite €, também, uma das doencas mais comuns da cavidade oral,
mediada por processo inflamatério e iniciada pelo biofilme sub-gengival®* *°. As
areas subgengivais sdo banhadas pelo fluido crevicular, rico em compostos
nitrogenados, e apresentam pH neutro e ambiente anaerdbio. Essas condicdes
promovem o desenvolvimento de bactérias anaerdbias como Fusobacterium,
Eubacterium, Campylobacter, Prevotella e Porphyromonas*®®.

Os implantes osseointegrados de titanio tém sido utilizados para a reabilitacao
oral de pacientes total ou parcialmente desdentados e, usualmente, tém

apresentado altas taxas de sobrevivéncia’®. Entretanto, a inflamacdo dos tecidos

periimplantares, devido & presenca de biofilmes bacterianos?!, tem sido apontada
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como uma das causas de falhas dos implantes*™ "®. A peri-implantite pode ser
diretamente relacionada a infeccdo mista de microrganismos anaerébios, sendo a
Porphyromonas gingivalis presente em grande quantidade no biofilme supra e sub-
gengival em peri-implantites®® 3,

As porcelanas também tém sido amplamente empregadas na Odontologia e,
em funcdo dos avancos dos sistemas de ceramicas puras'®®, houve aumento
significativo no niumero de restauracées denominadas livres de metal ou metal-free.
E, devido a demanda dos pacientes por restauracdes estéticas, os pilares de

131

ceramica tém ganhado popularidade Um material que tem sido amplamente

utilizado para a confeccdo de pilares é a zirconia®*, devido as suas propriedades
Api : N - 32,43
mecanicas superiores as da alumina® .

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado a adesdo de microrganismos tanto

as superficies do titanio como da zirconia? 1% 13 18,19, 25,37, 35, 58, 66, 67, 92, 93, 95, 100, 112,

134 Embora alguns estudos tenham observado que a zirconia foi menos susceptivel

a adesdo de microrganimos que o titanio* > 37 67 92. 100

, outros ndo encontraram
diferencas significativas™® 2 > %8 67.93.95. 112 Aqqim apesar de ter sido sugerido que
a zirconia pode reduzir a adeséo inicial de bactérias (< 24 horas) quando comparada
ao titanio, ainda ndo esta claro se essa caracteristica resulta em beneficio clinico®®.
E, enquanto varios pesquisadores avaliaram o titanio, estudos sobre a adeséao
microbiana & zirconia s&o recentes e mais informacées ainda s&o necessarias®' 3"

A presenca de patologias orais como a periodontite pode resultar na infeccéo
de outros 6rgdos'®. A continua degluticio ou aspiracdo de microrganismos
presentes no biofilme formado nas superficies das préteses também constitui risco

de infeccdes sistémicas’®. A presenca de C. albicans no trato respiratério de

pacientes hospitalizados, submetidos a ventilacdo mecéanica, tem papel significativo
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no desenvolvimento da pneumonia bacteriana®. A candidemia, infeccdo sanguinea
extremamente séria causada, predominantemente, por C. albicans, pode levar a
mortalidade, sobretudo em pacientes imunocomprometidos*® 8. Da mesma forma, a
periodontite tem sido considerada como fator de risco de doencas cardiovasculares,
cerebrovasculares e diabetes mellitus com controle glicémico deficiente®.
Considerando-se que patdgenos periodontais podem contribuir para complicacbes
sistémicas na presenca de periodontite, riscos para a saude podem também estar
associados com a peri-implantite”.

A formacé&o dos diversos biofilmes inicia-se com o mecanismo de adesao, um
processo complexo mediado pela interagdo entre 0S microrganismos e as
propriedades da superficie dos substratos'®®. Tem sido relatado que a rugosidade
pode favorecer a adesdo de bactérias e fungos as superficies dos materiais como

2,12, 37,76, 105

titanio zirconia® ¥ e resina acrilica®® "% 8% 108 117 Nesse contexto, o valor

de 0,2 ym tem sido considerado como o limite de rugosidade média abaixo do qual a
ades&o microbiana ndo pode ser reduzida significativamente® ’.

Outro fator que tem sido considerado importante no processo de adesao
microbiana e formacao dos biofilmes é a energia livre da superficie do substrato, que
proporciona medida das forcas atrativas intermoleculares ou interfaciais***. Uma
maneira de se estudar as propriedades termodinamicas de superficie das primeiras
monocamadas de um solido é por meio de experimentos de angulo de contato, 6,
definido como o angulo na intersecao entre um plano tangente a gota e a superficie
onde o liquido se encontra depositado®® 4. A influéncia da energia de superficie na
adesao microbiana tem sido intensivamente investigada com a conclusao frequente
de que a adesdo é menor a superficies com baixa energia, isto é, hidrofébicas™

124 Qutros estudos também tém relatado que materiais, como o titanio, com
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superficies hidrofilicas (alta energia) seriam mais favoraveis a adesdo microbiana'®
110 Entretanto, resultados contraditérios tém sido obtidos, com maior aderéncia de
microrganismos em superficies hidrofébicas™® *°. H& autores, ainda, que relataram
que nao houve relacdo significativa entre a energia de superficie e a adesao
microbiana® 3* %!, Segundo Minagi et al.** (1985), quanto mais préxima a energia
livre de superficie do substrato e a do microrganismo, maior a probabilidade de
aderéncia. Outros estudos também observaram que a energia do microrganismo
pode influir nos resultados® °*.

Em funcdo dos aspectos apontados, a modificacdo da superficie dos
materiais tem sido proposta para prevenir a adesao dos microrganismos e formacgao
de biofilmes. Uma técnica altamente efetiva para modificar superficies, com a
vantagem de nao alterar as propriedades de camadas profundas (“bulk”) dos
materiais, é o plasma” *?°. As condi¢es de processamento que incluem poténcia,
pressédo e composicao quimica do plasma e a natureza do substrato irdo determinar
se a modificacdo da superficie ocorrera por meio da deposicdo de um filme,
incorporacao ou remocao de espécies, ou ainda por alteracdes estruturais induzidas
por modificacdes quimicas’. O processo de deposicdo de filme, denominado
polimerizacdo a plasma, ocorre quando um composto organico ou organometalico,
conhecido como monémero, compde a atmosfera usada para excitar o plasma.
Devido a possibilidade de ocorrer intensa fragmentacdo molecular do monémero e,
entdo, da estrutura conter ligacées cruzadas, esses filmes, geralmente, apresentam
forte ades&o aos substratos” ’° e resultam em superficies lisas, sem a presenca de
falhas ou defeitos (pinhole-free homogeneous). Além disso, filmes que possuem
elevada estabilidade quimica, fisica e mecanica’® podem ser produzidos por essa

técnica. Qualquer composto na fase gasosa, ou que possa ser evaporado pode ser
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usado como um precursor do filme. Nesse contexto, o hexametil disiloxano
(HMDSO) € um monémero que pode ser polimerizado a plasma por meio do
rearranjo de radicais produzidos pela dissociacdo induzida por impacto de
elétrons'®. O HMDSO é seguro, relativamente barato, de facil manipulacdo e
obtencao® °> 79,

Ha relatos de estudos que produziram superficies hidrofébicas por meio do
tratamento a plasma com HMDSO?® %% 8126 Entretanto, tem sido demonstrado que
as propriedades dos filmes depositados a plasma dependem dos parametros da
descarga, de modo que a escolha correta dos mesmos pode resultar em
propriedades adequadas para uma dada aplicacdo. Variando os parametros de
processamento (densidade do plasma, velocidade de escoamento do monémero e

tempo de deposicdo, Krasteva et al.*?

(2010) realizaram a deposicdo de filmes
ultrafinos de HDMSO com baixa molhabilidade, que foram rapidamente hidrofilizados
por meio de tratamento a plasma de aménia. Michaeli et al.®® (1993) também
realizaram a polimerizacdo a plasma do HDMSO sobre amostras de polimetil
metacrilato e observaram que a tensdo superficial pode variar, dependendo se o
revestimento € preparado a partir do HDMSO puro ou misturado a outros gases.
Outros estudos realizaram a polimerizacao a plasma do HDMSO com subsequente
tratamento a plasma de oxigénio e obtiveram filmes com angulos de contato que
variaram de cerca de 0 a 106°*° *2* Bayram et al.’ (2010) e Radeva et al.”® (2010)
mostraram, ainda, que os filmes preparados a partir de plasmas de HMDSO séao
biocompativeis e ndo apresentaram efeito citotoxico na proliferacéo celular.

A interacdo entre microrganismos e superficies modificadas por polimerizacéo

a plasma do HDMSO também tem sido investigada®. Saulou et al.®® (2009)

avaliaram amostras de aco inoxidavel tratadas em plasma de HMDSO e verificaram
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aumento na molhabilidade da superficie, manutencdo da rugosidade e adesao
significativamente reduzida de Saccharomyces cerevisiae tendo sido a maioria das
células completamente removida com forca (shear stress) considerada moderada.
Esses resultados foram atribuidos a repulsédo hidrofilica e auséncia de transferéncia
de carga entre o filme e a superficie fangica. Resultados semelhantes foram
relatados por Guillemot et al.** (2008), Mercier-Bonin et al.®? (2012) e Saulou et al.*®
(2012) que observaram que, para 0 ac¢o inoxidavel sem tratamento, ocorreu forte
ades&o do fungo S. cerevisiae® e da bactéria Escherichia coli®? e nenhuma célula foi
removida com forcas entre 70 a 100 Pa. J& para as superficies modificadas com
deposicado do filme de HMDSO, foi observado que apenas aproximadamente 20%
das células permaneceram aderidas.

Diante do exposto, os filmes depositados a plasma apresentam
potencialidade para a modificagcdo das propriedades de superficie de biomateriais
tendo em vista que o processo é seco, limpo, rapido, barato e de facil execucdo®’;
proporciona materiais uniformes, homogéneos, livres de defeitos e com
propriedades fortemente dependentes dos parametros de deposicéo®’; ocorre em
baixa temperatura (cold plamas), permitindo o processamento de materiais que nao
resistem ao calor excessivo. De forma geral, o processo utilizado, conhecido como
PECVD (Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition), apresenta vantagens como
custo acessivel; ecologicamente correto’, uma vez que ndo ha geracéo de residuos
nocivos®®; obtencdo de filmes com alto grau de uniformidade, mesmo em substratos
com formatos complexos®, e com ampla gama de propriedades por meio do controle
dos parametros do processo'®. Entretanto, apesar de tratamentos a plasma ja terem

127, 128, 129

sido realizados na Odontologia , ainda ha poucos estudos sobre a técnica

de PECVD para a polimerizacdo a plasma, utilizando o0 HDMSQ3® 4% 1€,
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Outro aspecto a ser considerado € que, na cavidade oral, as superficies das
proteses fixas e removiveis sdo recobertas pela saliva, formando um fino filme

121, 129

denominado pelicula adquirida , que também tem sido apontada como um dos

fatores envolvidos no complexo processo de adesdo e colonizacdo de
microrganismos, tanto as superficies organicas quanto inorganicas®® > 58 61.75.94 " o
pelicula, que € uma camada de bio-polimero com ligagcbes cruzadas de alta
tenacidade, com proteinas, enzimas e lipidios em sua composi¢cdo 88, representa a
interface entre o substrato e o meio ambiente oral, desempenhando um papel
fundamental na mediacdo do processo de bio-adesdo*” %. Em geral, tem sido
relatado que a presenca de uma pelicula salivar pode influenciar a quantidade e a
qualidade de aderéncia aos substratos®™, mas permanece controverso se o
revestimento salivar reduz ou aumenta a adesdo®* % . Assim, para simular as

12,13, 57,73, 88,96 tam ytilizado o condicionamento

condicfes bucais, os estudos in vitro
prévio em saliva humana antes da formacéao do biofilme.

A presenca de saliva pode alterar as propriedades das superficies***. Por
outro lado, as caracteristicas quimicas e fisicas da superficie dos biomateriais

65, 121, 122

também influenciam a formacdo e a composicdo da pelicula salivar e

superficies com diferencas em suas composi¢des quimicas e energia de superficie
diferem com relac&o & adsorcao de proteinas salivares®® > 1 104. 121,

Com base nessas consideracgdes, foi considerado oportuno avaliar filmes de
HMDSO polimerizados a plasma sobre materiais utilizados na confeccdo de
proteses fixas e removiveis (resina acrilica, titanio e zircbnia) quanto as

caracteristicas superficiais, bem como ao possivel efeito na formacao de biofilmes

microbianos, na presenca ou auséncia de saliva.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estudos Sobre Adeséo e Formacao de Biofilme Microbiano

Em 1985, Minagi et al.** utilizaram 21 materiais resinosos, a C. albicans IFO
1385 e a C. tropicalis IFO 1400 com o objetivo de examinar o efeito da
hidrofobicidade de superficie dos substratos na aderéncia microbiana. Entre o0s
materiais resinosos utilizados, 9 eram termopolimerizaveis, 2 autopolimerizaveis, 9
reembasadores de proteses resilientes e 1 polissulfeto. Os corpos-de-prova, com
dimensdes de 10 x 10 mm e superficies lisas, foram contaminados por 1 hora a 37
°C, com suspensdes flngicas em uma concentracdo de 10’ células/mL para
Candida albicans e 10° células/mL para Candida tropicalis. Apds esse periodo, 0s
mesmos foram lavados em PBS, fixados com formaldeido e metanol, corados com
violeta cristal e analisados em microscopia. A contagem das células aderidas foi
realizada em 10 campos para cada uma das amostras (n=7) e a média entre eles
obtida. Além disso, foram realizadas medi¢coes dos &angulos de contato dos
substratos e das células fungicas. Os autores observaram que o aumento do angulo
de contato dos materiais estudados resultou em um aumento no namero de células
aderidas para Candida tropicalis, enquanto uma diminuicdo foi observada para
Candida albicans. Além disso, foi notada uma relacdo entre a energia livre de
superficie da resina, obtida por meio dos valores de angulos de contato, e a
aderéncia dessas duas espécies, ou seja, 0 aumento da energia livre da resina
resultou em aumento da aderéncia de Candida albicans, por outro lado, uma
diminuicdo da aderéncia de Candida tropicalis. Os autores concluiram que a

presenca de correlacdo entre a alteracdo de energia livre e aderéncia fungica sugere
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que a interacdo hidrofobica € um importante fator na adesao inicial dos fungos as

superficies resinosas.

Verran et al.''’, em 1997, relataram que a adesdo de microrganismos as
superficies de proteses removiveis € pré-requisito para a colonizacdo. Este estudo
comparou a retencdo de Candida albicans sobre resina acrilica e silicone com
superficies lisas e rugosas apos procedimento de lavagem para determinar o efeito
da rugosidade da superficie sobre a infeccado da prétese e a higiene. Amostras de
resina acrilica e silicone, lisas e rugosas, foram incubadas em suspensodes
padronizadas de células de C. albicans durante 1 hora a 24 °C. ApGs lavagem, as
células aderidas nas superficies foram coradas com laranja de acridina e
examinadas por microscopia de fluorescéncia. Para as superficies lisas, ndo houve
diferenca significativa no namero de células entre os dois materiais. Numeros
significativamente maiores de células aderidas foram observados em superficies
rugosas (silicone > resina acrilica) quando comparadas com assuperficies lisas..
Silicones utilizados em proteses foram processados contra gesso. A rugosidade da
superficie obtida pode facilitar a retencdo microbiana e a infeccéo, e, dessa forma,
deve ser reduzida a um minimo. Os autores concluiram que o0 aumento na
rugosidade, seja nas superficies de resina acrilica ou silicone, facilitou a retencéo
fungica.

Também em 1997, Bollen et al.°

reportaram que a rugosidade de superficies
duras intra-orais pode influenciar a adesao bacteriana. Assim, 0s autores realizaram
uma revisao que avaliou a rugosidade inicial da superficie de varios materiais duros

intra-orais, bem como as alteracbes nessa rugosidade, como consequéncia de
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diferentes modalidades de tratamento. Artigos encontrados através de buscas no
Medline foram incluidos na reviséo, observando os seguintes critérios: 1) apresentou
valores limites de rugosidade superficial e considerou as altera¢cdes na rugosidade
da superficie, devido as diferentes técnicas de manipulacado; ou 2) incluiu condicbes
padronizadas de superficie que podem ser comparadas com a superficie tratada. Foi
observado que, recentemente, alguns estudos in vivo, sugeriram um limite de
rugosidade para a retencdo de bactérias de Ra = 0,2 uym, abaixo do qual nenhuma
reducdo adicional no acumulo de bactérias poderia ser esperada. Aumento da
rugosidade da superficie acima desse limite de rugosidade, no entanto, resultou num
aumento simultaneo do acumulo de placa bacteriana, aumentando assim o risco de
carie e doenca periodontal. A rugosidade inicial da superficie de diferentes materiais
odontoldgicos (por exemplo, dentes, pilares, ouro, amalgama, resina acrilica, resina
composta, iondmero de vidro ou compositos e ceramica) e os efeitos de diferentes
modalidades de tratamento (por exemplo, polimento, escovac¢do, condensacao ou
acabamento) nessa rugosidade foram analisados e comparados com o limite
maximo de 0,2 um. Os efeitos microbiolégicos dessas modalidades de tratamento,
também foram discutidos e comparados com recentes dados in vivo. Com base na
revisao realizada, foi observado que diferentes superficies duras intra-bucais podem
apresentar grande faixa de valores, entre maximos e minimos, de rugosidade
superficial, e que o impacto de tratamentos dentarios sobre a rugosidade é
dependente do material. Algumas técnicas clinicas resultam em superficies muito
lisas (compressao de compadsitos contra matrizes), enquanto outras técnicas tornam
as superficies rugosas (aplicacdo de instrumentos manuais em ouro). Esses

resultados indicaram que todos os materiais dentarios precisam de uma modalidade
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de tratamento especifica, a fim de obter e de manter a superficie tdo lisa quanto

possivel.

Radford et al.’°, em 1998, tiveram como objetivos avaliar a aderéncia in vitro
de Candida albicans, em materiais para base de protese rigidos e resilientes com
diferentes rugosidades de superficie, e observar o efeito da pelicula salivar sobre
aderéncia de Candida a essas superficies. Foram realizados ensaios de adeséo in
vitro em resina acrilica (Trevalon), Molloplast B e Novus utilizando a cepa de C.
albicans NCPF 3153A. As superficies para os ensaios foram preparadas utilizando-
se instrumentos rotatérios. Além disso, para o estudo foi utilizada saliva total nédo
estimulada, clarificada e obtida de cinco doadores. Os resultados mostraram que
houve maior adesdo de C. albicans nas superficies rugosas que nas lisas, bem
como maior adesdo aos materiais reembasadores resilientes em comparacdo com a
resina acrilica. O condicionamento em saliva diminuiu a adeséo de C. albicans em
todos os materiais. Dessa forma, este estudo demonstrou que para um determinado
material para base de protese, o aumento da rugosidade da superficie conduz ao
aumento da adesdo de Candida, mas ndo parece existir relacdo direta entre a
rugosidade da superficie e adesdo independentemente do material. A presenca da
pelicula de saliva reduziu a adesdo. Em muitos casos, essa reducdo foi
consideravel, diminuindo o efeito das diferencas de rugosidade e de energia livre de
superficie entre materiais. Em estudos de adesdo € importante a utilizacdo de
materiais que sejam adequados a clinica odontologica. Nesses estudos, resinas
acrilicas termopolimerizaveis e materiais reembasadores resilientes tem sido
utilizados com a intencao de se obter resultados clinicamente relevantes. Em termos

clinicos, os resultados indicam que superficies que podem favorecer o
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desenvolvimento de biofilme microbiano devem ser manipuladas no laboratério e na
clinica de maneira a produzir superficies lisas. Isso levara a reduzida aderéncia e
colonizacéo de C. albicans, um patdégeno oportunista, comumente associado ao uso
de protese.

.18 avaliaram o efeito do acabamento de

Ainda em 1998, Taylor et a
superficie de materiais odontolégicos sobre a subsequente contaminagdo por
microrganismos. Para isso, foi comparada a adesdo de Streptococcus oralis,
Actinomyces viscosus e Candida albicans em amostras de liga de cobalto-cromo e
de resina acrilica, submetidas a polimento convencional, eletrolitico e jateamento
com particulas de 6xido de aluminio de granulacdo fina ou grossa. Suspensdes
padronizadas de células dos microrganismos foram incubadas com os materiais
avaliados, durante 1 hora a 37 °C, e, em seguida, as células aderidas foram
contadas por meio de analise de imagem (area percentual de um campo do
microscopio coberta por células). A retencdo de células bacterianas foi substancial
(S. oralis 12% a 20% e A. viscosus 9% a 16%), independentemente do acabamento
da superficie. A retencdo maxima foi observada em amostras de liga de cobalto-
cromo que tinham sido submetidas ao jateamento com particulas finas e polimento
eletrolitico. Para C. albicans, aumento da rugosidade da superficie (0,15 a 3,53 um)
resultou em aumento na retencao fungica (3% a 9%). O tamanho das células e o tipo
de rugosidade alteram significativamente a retencdo de microrganismos em

superficies. O polimento eletrolitico em ligas de cobalto-cromo ndo reduziu a

rugosidade da superficie ou a subsequente adeséo de células.
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van der Mei, Bos e Busscher''®, em 1998, relataram que as intera¢des acido-
base formam a origem da hidrofobicidade da superficie das células microbianas e
podem ser quantificadas a partir de medidas de angulo de contato com agua,
formamida, iodeto de metileno e / ou a-bromonaftaleno. Esta revisdo proporciona um
guia de referéncia para a hidrofobicidade celular microbiana baseada em angulos de
contato com os quatro liquidos e envolve Acinetobacter calcoaceticus, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, actinomyces, Brevibacterium linens, varias espécies de
Candida, Capnocytophaga gingivalis, Enterococos, Escherichia coli, lactobacilos,
Leuconostoc mesenteroides, peptostreptococos, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, pseudomonas, Serratia marcescens, estafilococos e
estreptococos, somando um total de 142 isolados entre os quais muitas cepas ATCC
e NCTC e duas cepas padrao. A comparacdo dos resultados de uma analise de
acido-base das superficies de células microbianas, com base nos angulos de
contato para as duas Ultimas cepas, e os resultados do método que mede a adesao
microbiana aos hidrocarbonos, para determinar a hidrofobicidade da superficie
celular, demonstraram que somente os angulos de contato podem proporcionar uma
estimativa real de hidrofobicidade celular. Aléem disso, os dados de angulo de
contato apresentados, torna claro que nado podem ser feitas generalizacdes sobre as
propriedades fisico-quimicas da superficie de microrganismos.

Rimondini et al.®

, em 2002, avaliaram a colonizacdo microbiana de novos
materiais ceramicos desenvolvidos para a confeccdo de pilares protéticos sobre
implantes. Os materiais utilizados foram discos ceramicos de zirconia tetragonal

estabilizada com itrio (Y-TZP) e titanio comercialmente puro grau 2 (Ti) e seus

correspondentes eluatos. Foram realizados testes, in vitro, com as seguintes
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bactérias: Streptococcus mutans, S. sanguis, Actinomyces viscosus, A. naeslundii, e
Porphyromonas gingivalis. A proliferacdo bacteriana foi avaliada em placas por meio
de halos de inibicdo ao redor dos locais previamente inoculados com os eluatos
obtidos a partir dos materiais. Ja a adesdo bacteriana nos materiais foi quantificada
por espectrofotometria, avaliando a producdo de “slime” pelas mesmas bactérias.
Além disso, a adesao bacteriana inicial foi avaliada em voluntarios e observada com
MEV. Nao foi observada inibicdo da proliferacdo bacteriana com a utilizacdo dos
eluatos. In vitro, os discos Y-TZP de zircOnia sinterizada (“as-fired”) e altamente
polida mostraram significativamente mais S. mutans aderidos que os discos de Ti,
enquanto S. sanguis pareceu aderir facilmente nos espécimes de Ti. Nao foram
observadas diferencas para Actinomyces spp e P. gingivalis. In vivo, Y-TZP
acumulou menos bactérias do que Ti em termos do numero total de bactérias e
presenca de potenciais agentes patogénicos. Em geral, Y-TZP permitiu menor
adeséao de bactérias do que Ti, e pode ser considerado como um material promissor

para a confeccédo de pilares protéticos sobre implantes.

Em 2003, Lamfon et al.>® avaliaram a formacéo de biofiimes de C. albicans
em superficies de esmalte, dentina e resina acrilica, com diferentes rugosidades.
Para isso, um isolado clinico de C. albicans (genotipo A) foi utilizado para o preparo
do in6culo. Os substratos utilizados foram submetidos ao polimento com lixas, tendo
sido utilizadas para a resina acrilica as granulagcbes de n° 1000 (rugosidade
superficial resultante de 2,5 Ra), 500 (3,5 Ra) e 80 (9,3 Ra), enquanto para o
esmalte e a dentina, a rugosidade obtida com o polimento foi de 2,5 Ra. Os discos
foram colocados em sistema que permite obter filmes com espessura constante

(“constant depth film fermenter” — CDFF) que foi estabelecida para este estudo em
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300 um. O in6culo (10 ml da cultura + 500 ml de saliva artificial) foi bombeado no
sistema por 6 horas. A fonte de nutrientes utilizada foi saliva artificial com contetudo
de mucina (fluxo de 0,72 L/dia). Em varios intervalos, até o periodo total de 96 horas,
os biofilmes foram removidos do CDFF, agitados e diluidos em solucdo de PBS.
Com o auxilio de hemocitdmetro e microscépio de luz, com aumento de 40 vezes, o
namero de leveduras e hifas foi contado. Os biofilmes também foram analisados por
meio de microscopia confocal a laser (3 amostras eram avaliadas em cada
intervalo). Os resultados obtidos revelaram que o numero de leveduras presentes no
esmalte foi maior que nos demais substratos e que o numero de leveduras foi maior
gue o numero de hifas em todas as superficies, em todos os periodos avaliados. Os
nameros mais elevados de leveduras foram observados nas superficies rugosas, no
periodo de 6h; entretanto, numeros maiores de hifas foram encontrados no esmalte
nos periodos de 6 e 24h. Além disso, foi relatado que a maturacdo dos biofilmes de
C. albicans depende, possivelmente, de microrganismos em forma de hifas, tendo
sido observado maior numero de leveduras e hifas nas superficies mais rugosas que
nas superficies polidas. A estrutura dos biofiimes também foi influenciada pela
rugosidade superficial: nas superficies mais rugosas, a formacdo do biofilme
pareceu estar alinhada com os sulcos da superficie deixados pelas lixas, enquanto
nas superficies mais polidas, o biofilme formou-se em discretos aglomerados, com
larga area da superficie ndo colonizada. Com isso, tanto o tipo de substrato quanto a
rugosidade superficial influenciaram a formacdo inicial e consequente
desenvolvimento dos biofilmes de C. albicans. De acordo com o que foi observado
na microscopia confocal a laser, os autores concluiram que a organizacdo do
biofilme depende da rugosidade superficial e sua maturacao esta relacionada com

0s microrganismos em forma de hifas.
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No ano seguinte, Scarano et al.'®

relataram que ha pouco conhecimento
sobre os mecanismos de interacdo bacteriana com materiais de implante na
cavidade oral. Tem sido relatada correlacao entre o acumulo de placa e perda 6ssea
progressiva ao redor de implantes. A adesdo bacteriana mostra correlacdo direta
positiva com a rugosidade da superficie. Outras caracteristicas de superficie
também parecem ser extremamente importantes no que diz respeito a formacéo de
placa. Diferentes afinidades de adesdo de bactérias tém sido relatadas para os
diferentes materiais. Com base nesses aspectos, 0s autores realizaram este estudo
com o objetivo de caracterizar a percentagem de superficie coberta por bactérias em
discos de titanio comercialmente puro e de Oxido de zirconia. Dez pacientes
participaram do estudo. Um dispositivo removivel de resina acrilica foi adaptado na
regido de pré-molares e molares, e discos de titanio comercialmente puro (controle)
e de Oxido de zirconia (experimentais) foram fixados na parte vestibular de cada
dispositivo que foram utilizados pelos participantes durante 24 horas. A rugosidade
de todos os discos era similar, com valor médio de 0,73 + 0,05 ym para o titanio e de
0,76 + 0,06 um para os de zirconia. Apos esse periodo, os discos foram removidos e
processados para analise em microscopia eletrénica de varredura, e avaliados em
relacdo a area de superficie coberta por bactérias. Nas amostras controle, a area
coberta por bactérias foi de 19,3% (z 2,9), enquanto nas experimentais, a area foi de
12,1% (= 1,96). A area do disco coberta por bactérias nas amostras esperimentais
foi significativamente menor do que nas amostras controle (P = 0,0001). Assim, 0s
resultados demonstraram que o 6xido de zirconia pode ser um material adequado

para a fabricacdo de pilares de implantes com baixo potencial de colonizacéo.
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De acordo com Yildirim et al.*?*

, em 2005, um fator etiolégico importante na
patogénese de estomatite induzida por protese, € a presenca de numerosas
leveduras, Candida albicans, usualmente sobre as superficies internas da protese.
No presente estudo, foi avaliado o efeito de tratamento a plasma, técnica aplicada
para aumentar a molhabilidade da superficie de resinas acrilicas, sobre a adesédo de
Candida. A durabilidade da modificacdo de superficie obtida com o tratamento a
plasma com o condicionamento em saliva também foi estudada. As amostras,
incluindo o controle e os grupos experimentais, foram preparadas utilizando a
técnica convencional de inclusdo e prensagem e polimerizac&o por calor. Para obter
superficies com diferentes hidrofobicidades, o0s grupos experimentais foram
expostos ao tratamento a plasma, excitado com radiofrequéncia em atmosfera de O,
com diferentes poténcias (50 W e 100 W). Para caracterizar as propriedades de
molhabilidade, foram realizadas mensuracdes de angulo de contato pelo método da
gota séssil. O microrganismo utilizado foi C. albicans (ATTC10321). Amostras de
resina acrilica foram revestidas com saliva total coletadas de um doador do sexo
masculino e saudavel. A suspensao fungica foi vertida nas amostras condicionadas
em saliva e incubada a 37 °© C, durante 2 h. As amostras foram, entéo, fixadas com
glutaraldeido e as células aderidas foram examinadas por microscopia de luz.
Espectroscopia por refletéancia difusa no infravermelho com transformada de Fourier
(Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy - DRIFT) e analises
em microscopio eletronico de varredura, também foram realizados para avaliar a
composicao da superficie e a rugosidade dos grupos testados. Foi verificado que o
tratamento a plasma foi eficaz em aumentar a molhabilidade da superficie, mesmo
com a pelicula salivar. O efeito foi dependente da poténcia utilizada durante o

tratamento. Os valores de angulo de contato, mensurados com agua em amostras
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de resina sem pré-condicionamento em saliva, foram de 78,65° para 0 grupo
controle, 23,30° para as amostras tratadas com plasma de oxigénio e 50 W e de
15,35° para aquelas submetidas ao plasma de O e 100 W. As quantidades de
células de Candida aderidas foram significativamente maiores em todas as
superficies tratadas a plasma que no grupo controle (ndo modificado - P <0,001).
Dessa forma, os autores concluiram que a melhoria da molhabilidade da superficie
de resinas acrilicas com o tratamento a plasma em atmosfera de O, aumentou a
adeséo de C. albicans.

Conforme relatado por Pier-Francesco et al.”®

, em 2006, os implantes
dentarios de titanio sdo uma opc¢ao de tratamento importante na substituicdo de
dentes perdidos. Falhas de implante podem, no entanto, ocorrer e podem ser
causadas pela perda de tecido como resultado de infeccdo bacteriana local (peri-
implantite). Além disso, a adesdo bacteriana nas superficies de implantes pode ser
influenciada pela rugosidade da superficie e parametros de energia livre de
superficie do material. Assim, o objetivo deste estudo foi o de modificar essas
propriedades do titanio e avaliar o efeito dessas modificacbes na adeséo bacteriana.
Para isso, 16 amostras de titanio com diferentes rugosidades (Ra 34,57 - 449,42 nm)
foram preparadas utilizando procedimentos de polimento especificos. Seis amostras
adicionais foram quimicamente alteradas por tratamento a plasma de argbnio e
imersdo em solucbes de silano para produzir diferentes hidrofobicidades de
superficie. Um ensaio de adesao in vitro utilizando Porphyromonas gingivalis foi
utiizado para avaliar o efeito das modificacbes na adesdo bacteriana. Houve

reducao significativa na adesdo aos materiais classificados como "muito lisos" (Ra

34,57 + 5,79 nm). Essa reducdo ndo ocorreu nas superficies classificadas como
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“lisas” (Ra 155,00 + 33,36 nm), "rugosas" (Ra 223,24 + 9,86 nm) ou "muito rugosas"
(Ra 449,42 + 32,97 nm). Alterando-se a hidrofobicidade do material também néo foi
observado efeito na adesédo bacteriana. Dessa forma, a adesao de P. gingivalis no
titAnio foi inibida em niveis de rugosidade superficial inferiores aos geralmente
encontrados para as cintas dos implantes e pilares (Ra 350 nm). Esses resultados
podem ser benéficos para a producdo de implantes de titanio, a fim de reduzir a

colonizacéo bacteriana.

No mesmo ano, He et al.*’ reportaram que a adeséo de espécies de Candida
em resinas acrilicas € um primeiro passo essencial na patogénese da estomatite
protética. Informacgdes sobre a adesao relativa de espécies patogénicas de Candida
nao-albicans em diferentes materiais para base de protese sdo escassas. Assim, 0
objetivo do estudo foi investigar a adesao, in vitro, de C. albicans, C. glabrata, C.
krusei e C. dubliniensis em quatro diferentes materiais para base de protese.
Amostras de resinas termopolimerizaveis (Vertex e ProBase Hot) e de resinas
autopolimerizaveis (Paladur A e Paladur B) foram preparadas utilizando um novo
método e a adesdo das diferentes espécies de Candida foi avaliada
microscopicamente utilizando um sistema de imagem. Houve diferenca significativa
na aderéncia das leveduras entre a resina Vertex e 0s outros materiais avaliados.
Apenas C. glabrata aderiu na resina Vertex, enquanto as demais espécies aderiram
a todas as outras resinas testadas, exceto ProBase que nao permitiu a adesao de C.
krusei. Houve diferenca significativa na adesdo de Candida entre as resinas
avaliadas (C. albicans, p = 0,039; C. glabrata, P = 0,002 e C. krusei, P = 0,000). O
tipo de material base de prétese e como eles sdo polimerizados tem papel

importante na adesdo de Candida.
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A aderéncia de bactérias nas superficies de dispositivos meédicos,
equipamentos de processamento alimentar, trocadores de calor e cascos de navios
tem sido reconhecida como um problema generalizado. O mecanismo de adeséo
bacteriana € complexo e muitos fatores afetam a adeséo celular. Nesse contexto,
Zhao et al.™®*, em 2007, investigaram o efeito da energia livre de superficie de
revestimentos na aderéncia bacteriana. Os revestimentos compdsitos, metal-
polimero, com varias energias livres de superficie foram desenvolvidos por uma
técnica de revestimento sem eletrodos. Para isso, foi utilizado o politetrafluoroetileno
(PTFE) que é conhecido por suas propriedades anti-aderentes e é biocompativel.
Esse polimero foi utilizado para se obter os revestimentos compdsitos contendo
prata (Ag-PTFE), para aplicacdes na area médica e de implantes, ou niquel e cobre
(Ni-Cu-PTFE), para utilizacdo em equipamentos industriais. Os materiais utilizados
como substratos foram placas de aco inoxidavel e de titanio e cateteres de
poliuretano. A aderéncia bacteriana nesses revestimentos foi, entdo, avaliada
utilizando a bactéria Escherichia coli BL21. Angulos de contato foram obtidos
utiizando o método da gota séssil com um analisador de angulo de contato
Dataphysics OCA-20. Com base nos valores de angulo de contato, as energias de
superficie das amostras e 0os seus componentes dispersivo e polar, foram calculados
usando o modelo de van Oss. Os resultados experimentais mostraram que a energia
livre de superficie dos revestimentos teve influéncia significativa sobre a adeséao
bacteriana. A aderéncia bacteriana nas superficies foi explicada utilizando a teoria
DLVO (Derjaguin—Landau—Verwey—Overbeek) estendida. Os autores relataram que,
em geral, existe uma energia livre de superficie 6tima dos substratos para a qual a

adesao bacteriana é minima. Foi observado que, quando a energia livre dos das
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superficies revestidas com Ag-PTFE ou Ni-Cu-PTFE era de, aproximadamente, 20-

30 mJ/m2, a adesao de E. coli foi minima.

Em 2008, Elter et al.?’ realizaram um estudo com o objetivo de estabelecer
um meétodo nao invasivo para a analise quantitativa da formacao de biofilme supra e
sub-gengival em implantes dentarios, considerando diferentes modificacbes de
superficie. Foram avaliados pacientes de ambos 0s sexos, saudaveis, parcialmente
edéntulos, e com pelo menos um implante parafusado com pilar apresentando areas
supra e sub-gengivais. Os pilares cicatrizadores foram inseridos e mantidos por 14
dias. As superficies dos cicatrizadores foram divididas em quadrantes, tendo cada
um deles recebido um tipo de tratamento: jateamento, desgaste, ataque acido e sem
tratamento (controle). A formacéao de biofilme sobre os pilares de cicatrizacao foi
analisada por meio de microscopia eletrénica de varredura, incluindo métodos de
elétrons secundarios e de deteccdo de retro-espalhamento Rutherford. Calculo das
superficies cobertas pelos biofilmes foi realizado dependendo dos valores obtidos
nas imagens, considerando areas supra e subgengivais. Depois de calcular valores
absolutos e relativos das superficies cobertas por biofilmes, dependendo da
localizacéo, foi analisada a influéncia da modificacdo da superficie sobre a formacéao
de biofilme. No total, quinze pilares de cicatrizacdo foram inseridos em 11 pacientes.
Em todas as superficies a adesdo de placa em areas supra-gengival foi
significativamente maior (17,3% =+ 23,1%) que nas sub-gengivais (0,8% - 1,0%). As
medidas de rugosidade mostraram que as superficies jateadas apresentaram
rugosidade média (Ra) de 0,9 um, as desgastadas de 0,4 um, as que receberam
ataque acido 0,3 um enquanto para as superficies sem tratamento (controle) o valor

meédio de Ra foi de 0,2 um. O acumulo de biofilme em areas supra-gengivais foi



43

aumentando, significativamente, em superficies com maior rugosidade, enquanto
que essa influéncia ndo foi detectada em areas sub-gengivais. Os autores
concluiram que o método descrito € valido para investigar a adesédo de biofilme
supra e subgengival sobre pilares de implantes com superficies modificadas. Houve
influéncia significativa da localizacéo da superficie (supra e sub-gengival), bem como
da modificacdo de superficie sobre a formacdo dos biofilmes. Nas superficies
jateadas, a formacédo de biofilme ocorreu em 47,4% das areas supra-gengivais e em
1,3% das areas sub-gengivais. Para os quadrantes desgastados, os biofilmes foram
observados em 18,6% das superficies supra-gengivais e em 0,6% das sub-
gengivais. Os biofilmes estavam presentes em 15,6% das areas supra-gengivais e
em 0,6% das sub-gengivais para os quadrantes que receberam ataque acido,
enquanto para aqueles sem tratamento (controles) foi observada a formacéo de
biofilmes em somente 5,7% das superficies supra-gengivais e em 0,6% das sub-
gengivais. Os autores também verificaram que os resultados de formacdo de
biofiilmes em todas as areas supra-gengivais exibiram altos valores de desvios

padréo.

Ainda em 2008, Lima et al.*® tiveram como objetivo determinar o padrdo de
proteinas salivares presente no soro da pelicula de saliva formada na superficie de
titanio (Ti) e ceramica zirconia (ZrO,), bem como a capacidade de células
bacterianas aderirem as peliculas experimentais. Além disso, os perfis de proteinas
e propriedades de ligacdo de peliculas bacterianas em Ti e ZrO, foram comparados
com os que se formam em superficie de hidroxiapatita (HA). As peliculas foram
formadas, in vitro, por incubacado dos materiais com a saliva, soro ou saliva + soro.

Composicéo de proteina em cada uma das peliculas foi investigada por SDS-PAGE
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e imunodeteccdo. A aderéncia de Streptococcus mutans e Actinomyces naeslundii
em superficies ndo revestidas e com peliculas experimentais foi determinada por
meio de contagem de cintilacdo. As analises estatisticas foram realizadas utilizando
o teste de analise de variancia e teste de Tukey em nivel de significancia de P <0,05.
Em geral, a analise eletroforética das peliculas formadas em HA, Ti e ZrO;, revelou
poucas diferencas qualitativas da composicado de proteinas das peliculas formadas
nessas superficies. Componentes identificados das peliculas incluiram amilase, IgA,
IgG, albumina, fibronectina e fibrinogénio. O numero de células aderidas de S.
mutans em Ti e ZrO, nao revestido foi significativamente mais elevado que aquele
aderido na HA (P <0,05). Entretanto, foi observado menor numero de células
aderidas de A. naeslundii em Ti e ZrO, nao revestido que em HA (P <0,05). Na
presenca de saliva e de saliva + soro houve maior redu¢do no namero de células de
S. mutans com relacdo a cada uma das superficies. Os dados mostraram que Ti e
ZrO, mostraram similaridade na composicado da pelicula e adesdo bacteriana; no
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas em ambos os materiais

quando comparados com HA.

Shibli et al.'®, também em 2008, compararam a composicdo microbiana do
biofilme supra e sub-gengival em individuos com e sem peri-implantite. Quarenta e
quatro individuos (média de idade de 48,9 +/- 13,51 anos) com pelo menos um
implante reabilitado e funcional a pelo menos dois anos, foram divididos em dois
grupos: um grupo de peri-implantite (n = 22), constituido por individuos
apresentando defeitos radiograficos maiores que 3 mm, sangramento a sondagem
e/ou supuracao; e um grupo de controle (n = 22), constituido por individuos com

implantes saudaveis. Os parametros clinicos avaliados foram indice de placa,
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sangramento gengival, sangramento a sondagem, supuracdo, profundidade e nivel
de insercao clinica a sondagem. Amostras de biofilme supra e sub-gengivais foram
retiradas dos locais mais profundos de cada implante e analisadas para a presenca
de 36 microrganismos pela técnica de hibridizacdo DNA-DNA (Checkerboard). Maior
namero de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia
foram observadas no grupo de peri-implantite, tanto supra como sub-gengivalmente
(P <0,05). As proporcbes dos patdégenos do complexo vermelho foram elevadas,
enquanto complexos microbianos benéficos compativeis com o hospedeiro foram
reduzidos nos casos de peri-implantite em comparacdo com os implantes saudaveis.
Os perfis microbiolégicos dos ambientes supra e sub-gengivais ndo diferiram
substancialmente dentro de cada grupo. Assim, foram observadas diferencas
acentuadas na composicdo de biofilme supra e sub-gengival entre implantes
saudaveis e com peri-implantite. A microbiota associada a peri-implantite foi
composta por espécies de bactérias periodontais mais patogénicas, incluindo o
biofilme supra-gengival.

No mesmo ano, Karaagaclioglu et al.*®

relataram que um fator etiolégico
importante na patogénese da candidiase atrofica crénica é a presenca de Candida
albicans na superficie interna das proteses. Nos casos de proteses removiveis
reforcadas com fibras, essas podem entrar em contato com a mucosa oral durante
os procedimentos de acabamento de resinas acrilicas. As fibras expostas podem
proporcionar retencdo mecanica para células de leveduras. Os efeitos de dois tipos
de fibras de vidro e de dois ambientes foram avaliados em relacdo a adesao de

Candida albicans a superficie da resina acrilica. Metade das amostras de resina,

reforcadas com duas fibras diferentes (Sticknet e Eversticknet) foi pré-tratada com
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solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) e a outra metade com saliva néo
estimulada. As amostras foram colocadas em suspensdo fungica e as células
aderidas foram examinadas em microscopio eletrénico de varredura. A quantidade
de células aderidas por mm? em PBS foi menor para Eversticknet, mas a diferenca
nao foi significativa (p> 0,05). O niumero de células fungicas diminuiu na presenca da
saliva para ambos os tipos de fibras, tendo sido a diferenca estatisticamente
significativa para as amostras reforcadas com Eversticknet (p <0,01). A utilizacdo de
Sticknet ou Eversticknet como material de reforco para o polimetiimetacrilato nao
teve efeito sobre a topografia da superficie, tendo em vista os resultados de adeséo
de Candida albicans, que foram similares para os dois tipos de fibras. A presenca da
pelicula obtida a partir de saliva ndo estimulada reduziu a adesdo de Candida

albicans.

Subramani et al.'®°, em 2009, realizaram uma reviséo da literatura em relacdo
a formacdao de biofilmes em implantes dentarios e a influéncia das caracteristicas de
superficie (quimica, energia livre de superficie e rugosidade) dos materiais de
implante e pilares protéticos bem como seu desenho e formato sobre a formacéao de
biofiilme e suas consequéncias. Foi realizada busca eletrébnica no MEDLINE de
estudos publicados entre 1966 e junho de 2007. As seguintes palavras-chave foram
utilizadas: biofilme e implantes dentarios, formacao de biofiime/adesao bacteriana e
implantes, placa/biofiime e caracteristicas de superficie/rugosidade/energia livre de
superficie de implantes dentarios de titanio, interface implante-pilar e placa/biofilme,
biofilme e microbiologia da placa supragengival/subgengival, biofilme/placa e
infeccéo de implante, titanio antibacteriano/bacteriostatico, titanio

nanorevestimento/nanoestruturado, drogas/implante de titanio antimicrobianos.
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Estudos in vitro e in vivo foram incluidos na revisao. Cinquenta e trés artigos foram
identificados nesse processo de revisdo. Os artigos foram classificados em relagéo
ao seu contexto na formacéo de biofilmes em superficies de dentes e implantes
dentarios e no que diz respeito a influéncia das caracteristicas de superficie dos
biomateriais dos implantes (especialmente titanio) e caracteristicas de desenho e
formato do implante e componentes protéticos sobre a formacao de biofilme. O
estado atual da literatura € mais descritivo, em vez de fornecer dados que poderiam
ser analisados através de meta-analise. Artigos de investigacdo sobre a modificacéo
da superficie de titanio também foram incluidos na analise para avaliar as aplicacbes
de tais estudos sobre a confeccao de superficies de implante que poderiam diminuir
a colonizacao bacteriana inicial e a formacao de biofilme. Foi possivel concluir que o
aumento da rugosidade e da energia livre de superficie facilita a formacdo de
biofilmes em superficies de implantes dentarios e em componentes protéticos,
embora essa conclusdo seja derivada da literatura em grande parte descritiva. A
composicao quimica da superficie e as caracteristicas de desenho da configuracao
implante-pilar também desempenham um papel significativo na formacdo de
biofilmes.

No mesmo ano, ten Cate et al.'®

relataram que as infec¢des fangicas na
cavidade oral sdo causadas, principalmente, por C. albicans, mas outras espécies
de Candida também séo frequentemente identificadas. Elas estdo aumentando em
prevaléncia, especialmente em usuarios de proteses removiveis e idosos, e podem
levar a infec¢des invasivas, que tém alta taxa de mortalidade. Adeséao aos tecidos da

mucosa e as superficies abidticas e a formacdo de biofilmes s&do passos

fundamentais para a sobrevivéncia e a proliferacdo de Candida na cavidade oral.
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Espécies de Candida possuem um vasto arsenal de glicoproteinas localizadas no
lado externo da parede da célula, muitas das quais desempenham papel
determinante nesses processos. Além disso, C. albicans segrega moléculas de
sinalizacao que inibem a formacéao de biofilme e a transi¢do de levedura para hifa. In
vivo, espécies de Candida sdo membros de biofilmes mistos, e estdo sujeitas a
varias interacdes antagobnicas e sinérgicas, que estdo comecando a ser exploradas.
Os autores acreditam que esses novos conhecimentos permitirdo tratamentos mais
eficazes de infec¢des fungicas bucais. Por exemplo, a utilizacdo de moléculas de
sinalizacao que inibem a formacéo de biofilme deve ser considerada. Além disso, as
enzimas biossintéticas da parede celular, enzimas de reticulacdo da parede, e
proteinas de parede, que incluem adesinas, proteinas envolvidas na formacéao de
biofilme, interacbes com bactérias, e competicdo por locais de colonizacdo da
superficie, podem oferecer ampla gama de alvos potenciais para intervencdes
terapéuticas. Nesta revisdo de literatura, os autores tiveram como foco principal as
reacoes de superficie relevantes para a formacdo do biofilme, em particular as
proteinas da parede celular das espécies de Candida e nas interacfes entre
bactérias e fungos nos biofilmes mistos. Foram abordados a morfologia e o
relacionamento evolutivo das espécies de Candida, a arquitetura molecular da
parece celular da Candida albicans, o amplo arsenal de proteinas presentes na
parede celular, que determinam as relacbes da Candida albicans com o0 meio
externo, as propriedades dos substratos sobre os quais as espécies de Candida de

aderem, os biofilmes de Candida e as intera¢cdes Candida-bactérias.

A formacéo de biofilme em implantes de titéanio e zirconia foi avaliada, in vivo,

por Al-Ahmad et al.? em 2010. Os materiais avaliados foram: titanio usinado (Ti-m),
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titAnio modificado (TiUnite), zirconia modificada (ZiUnite), compadsito alumina-zirconia
usinado (ATZ-m), composito alumina - zirconia jateado (ATZ-s), e zirconia usinada
(TZP-Am). Blocos de esmalte bovino foram utilizados como controle. As morfologias
de superficie foram avaliadas por microscopia de forca atdbmica (AFM) e eletronica
de varredura (MEV). A molhabilidade da superficie também foi determinada. Doze
voluntarios saudaveis utilizaram um sistema de “splint” com os materiais testados.
Apos 3 e 5 dias, os materiais foram avaliados por hibridacéo in situ por fluorescéncia
(FISH) e microscopia confocal a laser (MCL). Os niveis de Streptococcus spp.,
Veillonella spp., Fusobacteriaum nucleatum e Actinomyces foram quantificados. A
espessura do biofilme foi entre 19,78 e 36,73 um, apos 3 dias e entre 26,11 e 32,43
pum depois de 5 dias. Com excecao de Ti-m, a espessura do biofilme apés 3 dias foi
correlacionada com a rugosidade da superficie. Além do microrganismo
Streptococcus spp., que foi o principal componente do biofilme (11,23 a 25, 30%), F.
nucleatum, A. naeslundii, e Veillonella spp também foram isolados. Nao foram
observadas diferencas significativas na composicdo dos biofilmes formados nas
superficies dos implantes. Os resultados deste estudo in vivo mostram que a
influéncia da rugosidade da superficie e do tipo de material sobre a aderéncia de
microrganismos € compensada pelo processo de maturacéo do biofilme oral. Devido
a isso, a composicado quimica do material de implante ndo parece ter influéncia no
comportamento bacteriano, sobretudo em biofilmes maduros. Os materiais de
zirconia utilizados ndo somente sdo comparaveis ao material classico de implante
(titdnio), como também permitem menor formacéo de biofilme inicial. Aléem disso, a
composicao do biofilme presente nos diferentes materiais de implante parece ser
semelhante ao do esmalte dental. Este estudo aumenta a atencéo sobre a zirconia

como material alternativo para os implantes orais.
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Em 2010, Birgers et al.*? realizaram estudo in vitro e in vivo com os seguintes
objetivos: 1) avaliar a formacé&o inicial de biofilme sobre diferentes superficies de
implantes de titdnio por meio de duas técnicas de fluorescéncia, altamente
sensiveis; 2) correlacionar os resultados obtidos com as diferentes propriedades da
superficie. Na formacéo de biofilme in vivo foram utilizados amostras de implantes
de titanio usinado (Pt) ou submetido ao jateamento seguido de condicionamento
acido (Prom), que foram montadas na regido vestibular em “splints” individuais que
foram utilizados por seis participantes por 12 h. A adeséo bacteriana in vitro foi
também avaliada apoOs incubacdo das amostras em suspensao de Streptococcus
sanguinis (37 °C, 2 h). As bactérias aderidas foram quantificadas pelas técnicas de
fluorescéncia: coloracdo com Resazurina em combinacdo com leitor de
fluorescéncia ou marcacao de células vivas/mortas e microscopia de fluorescéncia.
A rugosidade superficial (Ra) foi determinada com um perfildmetro e a energia livre
de superficie (SFE) foi medida utilizando um goniémetro. As amostras de Prom
mostraram mediana de Ra significativamente maior (0,95 um) e mediana de SFE
significativamente menor (18,3 mJ/m?) que as amostras de Pt (Ra 0,15 um; SFE =
39,6 mJ/m?). Os testes in vitro e in vivo mostraram adesdo bacteriana
significativamente mais elevada para Prom que para Pt, e a formacéo de biofilme
inicial sobre Pt foi correlacionada com as modificacbes circulares de superficie
resultantes do processo de usinagem. Ambas as observacdes podem ser atribuidas
a influéncia predominante da rugosidade da superficie sobre a adesao bacteriana.
N&o foram encontradas diferencas significativas na percentagem de células mortas
entre todas as bactérias aderidas entre Prom (23,7%) e Pt (29,1%). Células
ectopicas epiteliais da mucosa oral - que aderem fortemente ao substrato - foram

observadas em todas as amostras de Prom, mas ndo nas amostras de Pt. Assim, os
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autores concluiram que a adesdao inicial bacteriana as superficies de titanio com
diferentes superficies foi influenciada principalmente pela Ra, enquanto a influéncia
de SFE parece ter menor importancia. Dessa forma, as partes micro-estruturadas de
um implante, que sédo expostas a cavidade oral, devem ser altamente polidas para
impedir o acumulo de microrganismos. Ambas as técnicas fluorimétricas utilizadas
mostraram-se altamente sensiveis e reprodutiveis na quantificacdo da formacéo de

biofilmes em superficies de implantes de titanio.

Ainda em 2010, Zamperini et al.*?®® relataram que a adesdo de Candida
albicans as superficies é o pré-requisito para a ocorréncia da estomatite protética.
Assim, este estudo investigou se modificacbes de superficie com tratamentos a
plasma poderiam reduzir a adesdo de C. albicans a uma resina para base de
prétese. Amostras (n = 180) com superficies rugosas e lisas foram confeccionadas e
divididas em cinco grupos: controle - sem tratamento; experimentais — as amostras
foram submetidas aos tratamentos a plasma para obter superficies com diferentes
hidrofobicidades (Ar/50W; ArO,/70W; AAT/130W) ou incorporacdao de fluor
(ArSFe/70W). Medidas de angulo de contato foram realizadas imediatamente apos
0s tratamentos e apds imersdo em agua durante 48h. Para cada grupo, metade das
amostras foi incubada com saliva, antes do ensaio de adesdo. O numero de células
aderidas foi avaliado pelo método de reducdo de XTT. Para 0s grupos
experimentais, houve alteracao significativa no angulo de contato meédio apos 48 h
de imersdo em agua. Grupos ArO,/70W e ArSFe¢/70W mostraram leituras de
absorbéancia significativamente mais baixas do que as dos outros grupos,
independente da presenca ou auséncia de saliva e rugosidade superficial. Os

resultados demonstraram que os tratamentos de plasma ArO,/70W e ArSFg¢/70W
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apresentaram potencial promissor para reduzir a adesdo de C. albicans em resinas

para base de protese.

De acordo com Biirgers et al.’®, em 2010, os implantes dentais podem ser
considerados como potenciais reservatorios para a (re)infeccdo com Candida
albicans. Assim, os autores realizaram estudo in vitro para avaliar a adeséo de C.
albicans em trés superficies de titanio e uma superficie de implante ceramica: titanio
usinado (MT), titanio jateado (SBT), titanio jateado, seguido de tratamento com acido
(SBAET) e zircbnia (ZC). Além disso, os autores procuraram correlacionar 0s
resultados obtidos com as caracteristicas superficiais de rugosidade, energia livre e
morfologia. Também foi avaliada a influéncia de proteinas salivares e de filmes de
mucina e albumina na aderéncia fungica inicial. Para o estudo foram utilizadas
amostras com 5,0 mm de diametro e 1,0 mm de espessura. Foi determinada a
rugosidade superficial (Ra) de 5 amostras de cada superficie estudada (MT, SBT,
SBAET e ZC). A energia livre de superficie total (ELS), e seus componentes
dispersivos e polares, foram calculados a partir das medidas do angulo de contato
com agua deionizada, diiodometano e etileno glicol. Antes dos testes de adesao, as
amostras foram pré-condicionadas com saliva humana, PBS, solugdo de mucina e
de albumina. Para os testes de adeséao, foi utilizado o isolado clinico de C. albicans
1386. A adesdo foi avaliada por meio da intensidade de Iluminescéncia. Os
resultados mostraram que a ZC ndo apresentou nenhuma tendéncia em reduzir a
aderéncia de C. albicans, em comparacdo com os trés substratos de titanio (MT,
SBT e SBAET). De forma geral, a adesdo de C. albicans foi menor para SBT,
independentemente do tipo do pré-condicionamento. Os valores maiores de

rugosidade foram observados para SBT e SBAET (1,18 uym). No presente estudo, a
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rugosidade néo influenciou a adesao de C. albicans e a ELS parece ter mostrado
maior influéncia na adesdo dos microrganismos que a rugosidade. Foi observada
menor adesao de C. albicans para SBT, enquanto ZC ndo demonstrou potencial de
reduzir a adesédo de C. albicans. Nao houve diferenca estatistica entre a adesao de
C. albicans para as superficies ZC, MT e SBAET. A influéncia da ELS na formacao
inicial de biofilme de C. albicans parece ser mais relevante que a da rugosidade.
Além disso, os resultados desse estudo reforcam a relevancia da pelicula salivar e
seus elementos constituintes para a adeséao inicial de C. albicans. A mucina pode
servir como receptor para a adesao de C. albicans, ao passo que a albumina pode

atuar como agente bloqueador no complexo processo de aderéncia de C. albicans.

Yoshijima et al'®®, ainda em 2010, relaram que a aderéncia dos
microrganismos as superficies das préteses € um importante passo na etiologia da
estomatite protética. Assim, a inibicdo desse processo poderia ser uma maneira
efetiva para prevenir a ocorréncia dessa patologia. Interacdes hidrofébicas estao
envolvidas na aderéncia de Candida a resina acrilica, sugerindo que superficies
hidrofilicas poderiam inibir a aderéncia fungica. Dessa forma, este estudo investigou
o efeito de revestimentos hidrofilicos sobre a resina acrilica com relacdo a aderéncia
de Candida, especialmente de hifas de C. albicans. Para isso, amostras de resina
acrilica recobertas com carragenana (“carrageenan”) e hidrocol6ide foram utilizadas
como substratos hidrofilicos e comparadas com amostras controles. As medidas de
hidrofilicidade superficial dessas amostras foram determinadas por meio do angulo
de contato entre a agua destilada e a superficie acrilica. Suspensdes fangicas (2 x
10" ufc/mL) de isolados clinicos de Candida foram colocadas sobre as amostras

acrilicas e incubadas por 30 minutos. Apos esse periodo, todas as amostras foram
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lavadas com PBS e as células aderidas as superficies acrilicas foram coletadas por
meio do tratamento com tripsina a 0,25%. A hidrofobicidade de superficie celular foi
estimada utilizando modificacdo da técnica do hidrocarbono. Os resultados obtidos
demonstraram que quando as amostras acrilicas foram recobertas pelo revestimento
hidrofilico, a aderéncia dos isolados hidrofébicos de Candida e hifas hidrofobicas de
C. albicans diminuiu, enquanto a aderéncia de Candida n&o hidrofébica nao foi
afetada ou aumentou. Os autores sugeriram que revestimentos hidrofilicos de
superficies protéticas apresentam potencial para reducdo da aderéncia de células
fungicas relativamente hidrofobicas, particularmente, hifas de C. albicans.

No ano seguinte, Zamperini et al.*?

relataram que ha tendéncia para a
adesédo de fungos no polimetiimetacrilato, material utilizado para a confeccédo de
bases de proteses. Dessa forma, os autores investigaram se modificacbes de
superficie com tratamentos a plasma poderiam reduzir a adesdo de Candida
albicans a uma resina para base de protese. As amostras (n = 180) com superficies
lisas e rugosas foram confeccionadas e divididas em cinco grupos: controle - nao
tratados; - grupos experimentais submetidos a tratamentos com plasma para se
obter superficies com diferentes hidrofobicidades (Ar/50 W; ArO,/70 W; AAT/130 W)
ou com incorporacdo de flior (ArSFe/70 W). Angulos de contato foram medidos
imediatamente ap0s os tratamentos e depois que as amostras foram imersas em
agua durante 48 h. Para cada grupo, metade das amostras foi incubada com saliva
antes do teste de adesdo. O numero de C. albicans aderidas foi avaliado por
contagem apos coloracdo com cristal de violeta. Os tratamentos a plasma foram

eficazes em modificar a superficie do polimetilmetacrilato. No entanto, houve

alteracdo significativa no angulo de contato apés a imersdao em agua. Nao foram
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observadas diferencas estatisticamente significativas na adeséo de C. albicans entre

0S grupos experimentais e controle, independentemente da presenca ou auséncia

de saliva, e a rugosidade da superficie.

Lee et al.>®

, também em 2011, realizaram um estudo in vitro para investigar a
adesao do colonizador inicial, Streptococcus sanguis, em resina, titanio e zirconia,
nas mesmas condi¢cdes de polimento superficial. As amostras foram preparadas a
partir de Z-250, CP-Ti e 3Y-TZP e polidas com pasta de diamante de granulacdo de
1 um. Apds o condicionamento em saliva, cada espécime foi incubado com
Streptococcus sanguis. Microscopio eletrénico de varredura, coloracao cristal violeta
e mensuracao da intensidade de fluorescéncia resultante da reducao da resazurina
foram utilizados para quantificar a adesdo bacteriana. A superficie de resina
composta foi significativamente mais rugosa (Ra = 0,179 um) que a do titanio (Ra =
0,059 um) e a da zircénia (Ra = 0,064 um), apesar de todas as amostras avaliadas
terem sido classificadas como lisas. Os corpos de prova de resina apresentaram
menor valor de angulo de contato (54,2°) em comparacéo com os de titanio (75,1°) e
de zircbnia (71,6°), e apresentaram superficies hidrofilicas. As analises em
microscopia eletronica de varredura demonstraram que as bactérias foram mais
abundantes na resina, em comparacao com o titanio e a zirconia. Quando a massa
total do biofilme foi determinada pelo método de coloragdo com cristal violeta, o valor
de absorbéancia observado para a resina foi significativamente mais elevado que os
do titdnio ou da zirconia. Os resultados das intensidades relativas de fluorescéncia
também demonstraram que a maior intensidade foi verificada para a superficie de

resina. O valor de absorbéancia e a intensidade de fluorescéncia para o titanio nao

foram significativamente diferentes daqueles obtidos com a zircbnia. Assim, as
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amostras de resina apresentaram superficie mais rugosa e susceptibilidade
significativamente maior para a adesdo de Streptococcus sanguis que o titanio e a
zirconia, quando as superficies de cada espécime foram polidas nas mesmas
condicBes. Nao houve diferenca significativa na adesao de bactérias entre o titanio e
a zirconia, in vitro.

O objetivo do estudo de Li et al.>’

, em 2012, foi obter informacdes sobre as
caracteristicas de superficie de varios materiais utilizados em préteses do tipo
“overdenture” e a capacidade da C. albicans de aderir e formar biofilme nesses
materiais. Foi avaliado também o papel da mucina salivar no processo de formacgéao
do biofilme de C. albicans. Sete diferentes materiais utilizados para proteses do tipo
“overdenture” foram utilizados: zirconia - ZrO,, liga metélica ouro-prata-paladio - Au—
Ag—Pd; titdnio comercialmente puro - Ti; liga metalica de cobalto-cromo - Co-Cr;
resina acrilica; politereftalato de etileno - PET; hidroxiapatita - HA. Poliestireno
tratado com colageno tipo | foi utilizado com controle. Para cada material, foram
confeccionadas amostras de 13 mm de diametro por 2 mm de espessura, sendo
n=12. Foram avaliados a rugosidade média (Ra), o angulo de contato e a absor¢éo
de mucina bovina nas superficies dos materiais. Amostras pré-condicionadas em
saliva e ndo condicionadas foram incubadas com 1 mL de suspenséo de C. albicans
durante 90 min (fase de adesédo) a 37 °C. ApOs esse periodo, as amostras foram
lavadas cuidadosamente em PBS duas vezes. Entdo, as amostras foram incubadas
em meio de cultura por mais 2 dias a 37 °C (fase de formacé&o de biofilme). A adesao
e a formacdo de biofilme foram avaliadas por meio da contagem do numero de

colonias que foi expresso em UFC/disco. As caracteristicas morfolégicas da adesao

inicial e da formacéao de biofilme de C. albicans foram observadas por microscropia
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eletrénica de varredura (MEV). A rugosidade dos materiais situou-se entre 0,07 e
0,10 um. Foi verificado que os angulos de contato dos materiais e o indice de
hidrofobicidade correlacionaram positivamente com a adesao inicial e a formacéao de
biofilme de C. albicans. Correlacdo negativa entre absor¢cdo de mucina e a remogao
do biofilme de C. albicans indicou que a mucina apresenta papel importante na
formacdo do biofilme e na sua rigidez. As analises em MEV também revelaram
menor numero de células de C. albicans nas amostras de Ti condicionadas em
saliva que nas de HA ou de resina acrilica. Os autores confirmaram os efeitos da
hidrofilicidade da superficie de materiais para préteses do tipo “overdenture” e da
pelicula de saliva na adeséo e formacao de biofilme, bem como na porcentagem de
remocao de biofilme de C. albicans. O estudo sugere também que os materiais
hidrofobicos promoveriam maior ades&o inicial, resultando, posteriormente, na
formacdo de biofilme ativo, e que a mucina atua como receptor e desempenha um
papel importante na imobilizacdo de C. albicans e desenvolvimento do biofilme sobre
0s materiais avaliados.

Papaioannou et al.”®

, também em 2012, examinaram a interacdo entre o
periodontopatégeno Porphyromonas gingivalis e brackets ortodénticos in vitro bem
como o efeito da pelicula salivar recém formada e outras bactérias na formacao do
biofilme. Para isso, biofilmes mono e multi-espécies de P. gingivalis foram formados
em 3 diferentes materiais de brackets ortodonticos: aco inoxidavel, plastico
(policarbonato) e ceramica (alumina policristalina), com ou sem pelicula salivar. Para
os biofilmes multi-especies, além da bactéria P. gingivalis (DSM 20709), foram

utilizadas cepas padrédo de Fusobacterium nucleatum (DSM 15643) e Streptococcus

oralis (DSM 20627), assim como isolados clinicos de Actinomyces spp. da Clinica de
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Periodontia da Faculdade de Odontologia - Universidade de Atenas. As bactérias
foram incubadas, individualmente, em placas de agar sangue suplementado com
hemina (5 pg/ml), menadiona (1 pg/ml) e 5% de sangue estéril de cavalo. As placas
foram incubadas em jarras de anaerobiose (5% de CO,, 10% de H; e 85% de N,) a
37- C, durante 5 dias. Para a formacao da pelicula de saliva, metade das amostras
foram incubadas com 1 mL de saliva preparada em placas de cultura de 24 pocos,
durante 2 horas a 37 'C. ApGs esse periodo, as amostras foram removidas e
colocadas em novas placas de cultura para a formacéo dos biofilmes. Apds 5 dias
de incubacdo em jarras de anaerobiose a 37 'C, foi realizada a contagem de
colonias. Os resultados mostraram que a pelicula salivar afetou significantemente (P
<0,001) a formacéo de biofilme de P. gingivalis nos diferentes tipos de materiais,
com numero de bactérias estatisticamente maior nas amostras pré-condicionadas
em saliva. O material por si s6 ndo € um fator significativo, embora algumas
diferencas tenham sido evidentes na interacdo entre o material e a pelicula salivar,
que teve alto nivel de significancia (P = 0,009), no qual a pelicula salivar seria
responsavel por esses resultados. Em relacdo ao tipo de biofilme, de P. gingivalis ou
de mudltiplas espécies, ndo houve efeito significativo, independentemente do
material, embora para os brackets de aco inoxidavel e de policarbonato tenha sido
observada tendéncia de maior numero do patégeno P. gingivalis nos biofilmes multi-
espécies. Os autores concluiram que a pelicula de saliva parece facilitar a adesao
de P. gingivalis e a formacdo de biofilme em brackets ortoddnticos, enquanto o

material dos brackets ndo tem impacto significativo no nimero de bactérias.

Ainda em 2012, Wady et al.**® avaliaram, inicialmente, a atividade de uma

solucéo de nanoparticulas de prata (AGNPS) contra Candida albicans. Em seguida,
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os efeitos da incorporacdo de AGNPS em uma resina acrilica base da protese sobre
a hidrofobicidade do material, adesé&o de C. albicans e formacéo de biofilmes foram
investigados. A solucdo de AGNPS foi sintetizada por reducdo quimica e
caracterizada. As Concentracdes Inibitéria Minima (CMI) e Fungicida Minima (CFM)
para células plancténicas e células sésseis (MFCs) da solucdo de AGNPS contra C.
albicans foram determinadas. As amostras (n = 360) de resina acrilica com prata
incorporada em concentracdes de 1000, 750, 500, 250 e 30 ppm foram preparadas e
armazenadas em PBS durante 0O, 7, 90 e 180 dias. Amostras controle - sem AGNPS
(O ppm) foram também confeccionadas. ApGs os periodos de armazenamento, 0s
angulos de contato foram medidos e as amostras foram utilizadas para a adeséo de
C. albicans (37 ° C; 90 min; n = 9) e a formacéo de biofiime (37 ° C; 48 h; n = 9)
através do ensaio de XTT. Os valores de MIC, MFC e MFCs foram 3,98, 15,63 e
1.000 ppm, respectivamente. A incorporacdo de AGNPS reduziu a hidrofobicidade
da resina. Nao foram observados efeitos sobre a adesao e a formacéo de biofilme.
Aos 90 e 180 dias de armazenamento, houve aumento significativo na adesao e na
formacédo de biofilme. Embora a solucdo de AGNPS tenha apresentado atividade
antifingica, nenhum efeito sobre a adeséo e a formacéo de biofilme de C. albicans
foi observado apds sua incorporacdo em uma resina para base de prétese. A
solucdo de AGNPS sintetizada € um agente antifingico promissor, e merece
investigacdes de métodos mais eficientes para sua incorporacdo em resinas de base

de protese.

Os implantes dentarios sdo propensos a colonizacdo bacteriana, que pode
resultar na destruicdo do tecido 6sseo e na perda dos implantes. O tratamento da

doenca peri-implantar tem como objetivo reduzir a aderéncia bacteriana, deixando a
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superficie do implante intacta para fixacdo de células hospedeiras, e assim
possibilitar a regeneracédo 6ssea. Com base nesses aspectos, 0s objetivos do estudo
de Hauser-Gerspach et al.®, também em 2012, foram avaliar a eficacia
antimicrobiana de o0zoénio gasoso em bactérias aderidas a diferentes superficies de
titdnio e zirconia, bem como avaliar a adesdo de osteoblastos MG-63 em superficies
tratadas com ozo6nio. Discos de titanio condicionados em saliva (jateamento com
granulacédo grossa, seguido de ataque acido - JGA e polido) e zircénia (com ataque
acido e polida) foram utilizados como substrato para a adesédo de Streptococcus
sanguinis DSM20068 e Porphyromonas gingivalis ATCC33277. Os corpos de prova
foram tratados com ozbdnio gasoso (140 ppm; 33 mL/s) utilizando 6 e 24 s. As
bactérias foram ressuspensas utilizando ultra-som, submetidas a diluicdo seriada e
semeadas. A adesdo dos osteoblastos MG-63 foi analisada com relacdo a fixacéo
celular, morfologia, espalhamento e proliferacdo. A topografia de superficie, bem
como a morfologia das células nos corpos de prova foram avaliadas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV). A maior aderéncia bacteriana foi observada no titanio
JGA enquanto as outras superficies apresentaram 50-75% menos bactérias
aderidas. P. gingivalis foi eliminada de todas as superficies pelo tratamento com
o0zo6nio dentro de 24 s para niveis abaixo do limite de detec¢éo (reducao =99.94%).
S. sanguinis foi mais resistente e apresentou a maior reducdo em substratos de
zirconia (> 90% de reducéo). O tratamento com o0z6nio ndo afetou as estruturas de
superficie dos corpos de prova e nao influenciou negativamente a adesdo e a
proliferacéo dos osteoblastos. Titanio (polido) e zircbnia (com ataque acido e polida)
apresentaram menor colonizacdo e podem ser materiais adequados para pilares de
implantes. Ozénio gasoso mostrou eficacia seletiva para reduzir bactérias aderidas

ao titdnio e a zircbnia, sem afetar a adesao e proliferacado de células osteoblasticas.
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Assim, os autores concluiram que este estudo in vitro pode proporcionar base soélida

para estudos clinicos sobre o tratamento com 0z6nio gasoso em peri-implantite e

revelou condi¢cdes essenciais para suficiente regeneracao dos tecidos.

/% avaliaram os efeitos de determinados

No mesmo ano, Odagiri et a
desinfetantes sobre a estabilidade de uma resina para base de prétese
(polimetilmetacrilato), incluindo os de um método de desinfeccdo com espécies
reativas de oxigénio (ROS). A rugosidade da superficie e a resisténcia a flexao
foram avaliadas para testar os efeitos dos seguintes desinfetantes: hipoclorito de
sodio a 5%, éalcool 70% e ROS. Além disso, a adesdo de Candida albicans na
superficie da resina foi investigada. Para isso, as amostras em forma de discos
foram incubadas com 1,0 mL de suspenséao fungica em placas de 24 orificios a 37°C
por periodos de 2, 4 e 6 horas. Em seguida, as células foram ressupensas,
submetidas a diluicdo seriada e incubadas por 24 horas, quando, entdo, 0 nimero
de unidades formadoras de colonias foi contado. O método de desinfeccao utilizando
o hipoclorito de soédio aumentou, significativamente, a rugosidade da superficie e
diminui a resisténcia a flexdo. As analises em microscopia eletrénica de varredura
das superficies revelaram que as amostras controle, tratadas com alcool ou ROS
apresentaram superficies lisas e similares. Os valores de Ra para essas amostras
variaram de 0,36 a 0,38 um. Por outro lado, para as amostras tratadas com
hipoclorito de sodio, superficies rugosas foram observadas, confirmando os
resultados de rugosidade (Ra — 1,04 um). Foi verificado, também, que a adesao de
C. albicans foi maior nessas amostras, nos trés periodos avaliados. A rugosidade

superficial e a resisténcia a flexdo das amostras tratadas com ROS néo diferiram

significativamente daqueles das amostras controle, e os espécimes tratados com
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ROS apresentaram diminuicdo da adesdo de Candida. Esses resultados
demonstram que o método de desinfeccdo ROS preserva niveis aceitaveis de

estabilidade de resinas a base de polimetilmetacrilato.

Ainda em 2012, Al-Radha et al.® avaliaram as seguintes hipéteses: (a)
diferentes materiais de implantes proporcionam diferencas na adeséo bacteriana e
(b) modificacdo da superficie do titanio com didxido de zirconia possui propriedades
semelhantes a zircbnia pura. Um estudo piloto foi realizado para selecionar o
procedimento mais adequado para se obter a rugosidade da superficie necessaria
para a pesquisa (abaixo de 0,2 um). Paras as amostras avaliadas no estudo foram
dadas as seguintes siglas: PZ - discos de zircbnia de 6 mm de diametro
desgastados e polidos; PT - discos de titdnio polido com 5 mm de diametro, que
foram considerados como amostras controle; TPZ - discos de titanio polidos que
foram posteriormente jateados com po de 6xido de zirconio (ZrO,); TBAZ - discos de
titdnio, jateados com zircbnia e subsequentemente submetidos a ataque acido com
acido fluoridrico a 0,2 % durante 1,5 min. Um rugosimetro 6ptico foi utilizado para
fazer as medidas de rugosidade e, para avaliar a topografia, foi utilizada a
microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Para avaliar a molhabilidade de
superficie, medidas de angulo de contato com agua foram realizadas utilizando a
técnica da gota séssil. A energia livre de superficie (ELS) foi obtida utilizando trés
liquidos: agua, etileno glicol, diiodometano. Testes de dureza de superficie e
espectroscopia de Raios X (XPS) também foram realizados. Além disso,
considerando-se que a partir do momento em que o implante dentario € exposto a
cavidade oral, inicia-se a formacédo da pelicula adquirida que atua como interface

entre as bactérias e a superficie do implante, metade das amostras foi pré-
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condicionada em saliva humana, antes dos testes microbioldgicos. Para a utilizacao
da saliva humana, esta foi coletada de 9 doadores saudaveis. Foi realizada a
centrifugacdo com 12.000 rpm durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi diluido a
50% e, em seguida, esterilizado por filtragdo utilizando membrana de 0,22 um. Apés
a esterilizacdo, a saliva foi armazenada a - 20 °C e descongelada imediatamente
antes da utilizac&o. Os discos foram incubados com saliva durante 2 h a 37 °C e, em
seguida, lavados para remover o excesso de saliva. Streptococcus mitis e Prevotella
nigrescens foram utilizados no estudo, utilizando 75 x 10’ células/mL. Foram
realizados dois experimentos, em duplicata, com cada bactéria, sendo um com pre-
condicionamento das amostras em saliva e outro sem. As amostras foram incubadas
com 0s microrganismos por 6 horas e as areas recobertas pelas bactérias foram
calculadas em imagens de microscopia de fluorescéncia. Os resultados revelaram
gue os menores valores de rugosidade (Ra) foram obtidos para as superficies TBZ e
TBZA. A topografia das diferentes superficies, analisada por microscopia electrénica
de varredura, mostrou que, tanto o titanio polido como as superficies polidas de
zirconia, apresentaram superficies relativamente lisas, quando avaliadas com
pequeno aumento. Com o objetivo de avaliar outras caracteristicas superficiais, a
rugosidade das superficies foi mantida abaixo de 0,2 pum, uma vez que foi
demonstrado anteriormente que essa rugosidade ndo tem influéncia sobre a adesao
bacteriana, visto que a maioria das bactérias sdo maiores em tamanho. Neste
estudo, a pelicula de saliva proporcionou reducéo significativa da adesao bacteriana.
Aparentemente, a proteina salivar adsorvida pelas superficies resultou num efeito
protetor as superficies. A ELS, diretamente ou através pelicula de saliva, pode ter
efeito na aderéncia microbiana. Indiretamente pode influenciar o tipo de proteinas

adsorvidas pelo substrato, bem como as bactérias com afinidades diferentes para
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cada tipo de proteinas. Neste estudo, as amostras PZ e TBZ exibiram menores
valores de energia livre de superficie e menor molhabilidade que as amostras PT. E,
as superficies PZ e TBZ também mostraram menores porcentagens de adesao
bacteriana comparadas com a superficie controle PT. Em concluséo, a zircbnia e 0
tithnio com superficie tratada com zircOnia (superficie TBZ) mostraram efeito
superior ao titdnio na reducdo da aderéncia de bactérias, principalmente apds o
revestimento com pelicula de saliva. A energia livre de superficie parece ser o fator
mais importante em determinar a adesao bacteriana inicial, in vitro, em superficies
lisas.

No ano seguinte, Zamperini et al.*?’

avaliaram o potencial de tratamentos a
plasma para alterar a quimica da superficie e a hidrofobicidade de uma resina
acrilica para base de proétese e reduzir a adeséo de Candida glabrata. Amostras (n =
54) com superficies lisas foram confeccionadas e divididas em trés grupos (n = 18):
controle - ndo tratados; grupos experimentais - submetidos a tratamento com plasma
de argonio e poténcia de 50 W (Ar/50 W) e ar atmosférico e poténcia de 130 W
(AAT/130 W). Foram avaliados os efeitos desses tratamentos na composicao
quimica e na topografia da superficie da resina acrilica. Medidas de energia livre de
superficie (ELS) das amostras foram realizadas apds os tratamentos e apos 48
horas de imersdo em agua. Para cada grupo, a metade (n = 9) dos espécimes foi
pré-condicionada com saliva antes dos testes de adesdo. O namero de C. glabrata
aderida foi avaliado por contagem de células apos coloracdo com cristal de violeta.
Os tratamentos Ar/50 W e AAT/130 W alteraram a composicdo quimica,

hidrofobicidade e topografia da superficie da resina acrilica. O grupo Ar/50 W

mostrou significativamente menor adeséo de C. glabrata que o grupo controle, na
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auséncia de saliva. ApGs o pré-condicionamento com saliva, a adesédo de C. glabrata
entre 0s grupos experimentais e o controle ndo apresentou diferencas significativas.
Houve mudancas significativas na SFE ap0s a imersdo em agua. Além disso, o pre-
condicionamento em saliva alterou a molhabilidade de todas as amostras e, ap0s 48
h de imersdo em agua, nao foram mais detectadas diferencas entre todos os grupos
(experimentais e controle), com valores médios em torno de 75 Dyn/cm. Os
resultados demonstraram que as superficies tratadas com Ar/50 W tiveram potencial
para reduzir a aderéncia C. glabrata em resinas de base de prétese e esse tipo de
tratamento merece uma investigacdo mais aprofundada, especialmente para
adequar os parametros para prolongar a durabilidade do aumento de molhabilidade

obtido.

Ainda em 2013, Koch et al.>* tiveram como objetivo avaliar a ades&o e a
proliferacdo de Candida albicans em materiais de base da protese. Amostras foram
preparadas a partir de diferentes materiais para base de prétese (Palapress vario,
Paladon 65, Castdon, Sherapress, Eclipse e Mucopren) e submetidas a ciclos
térmicos para simular processo de envelhecimento. Apds a determinacdo da
rugosidade e energia livre de superficie, a adesdo e a proliferacdo de Candida
albicans sobre as superficies dos materiais foram avaliadas por incubacao
subsequente com Candida albicans ATCC 10231 (24 ou 196 h) com e sem prévia
formacdo de pelicula salivar. Independentemente da presenca de uma pelicula
salivar ou o tempo de incubacdo, os resultados indicam que a proliferacdo de
Candida albicans é significativamente dependente do material que é utilizado para a
fabricacdo de bases de proteses (p <0,001). Maior proliferacdo de Candida albicans

foi observada na superficie dos materiais para base de protese com a maior
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contribuicdo de energia polar a energia livre de superficie (Eclipse e Mucopren), e
este resultado sustenta a hipotese de que pode haver uma relacdo entre a
contribuicéo para a superficie polar do material e a proliferacdo de Candida albicans.
Os resultados obtidos neste estudo indicam que a proliferacdo de Candida albicans,
em particular, ndo € necessariamente aumentada em materiais de base para

préoteses dentarias que sdo submetidos a ciclos térmicos.

No mesmo ano, Santana et al.*® investigaram se os carboidratos presentes na
dieta alimentar podem modular o desenvolvimento de biofilmes de Candida albicans
na superficie do material de protese. Discos de resina acrilica foram confeccionados
e a rugosidade superficial deles foi medida. Os biofilmes de C. albicans (ATCC
90028) foram desenvolvidos nas amostras pré-condicionadas com saliva e meio de
cultura sem (controle) ou com suplementacédo de carboidratos por amido, amido +
sacarose, glicose, ou sacarose durante 72 h. A contagem de células, a atividade
metabolica, o biovolume, a espessura média, e o coeficiente de rugosidade foram
avaliados na fase de aderéncia (1,5 h) e apds 24, 48, e 72 h. A secrecdo de
proteases e fosfolipases, a energia da superficie da célula, e a producdo de
polissacarideos extra/intracelulares foram analisados apos 72 h de desenvolvimento
de biofilme. Os dados foram analisados pelos testes estatisticos ANOVA seguido
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Nas fases iniciais de colonizacao (adesao
e 24 h), o grupo de glicose apresentou as maiores contagem de células e atividade
metabolica entre os grupos (p <0,05). Os biofilmes desenvolvidos em amido ou sem
suplementacdo de carboidratos apresentaram células com comportamento mais
hidrofébico, em comparacdo com o0s outros grupos. Além disso, ap0s a maturacao

(48 e 72 h), os biofilmes expostos a glucose, a sacarose, ou ao amido + sacarose
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apresentaram contagem de células e atividade metabdlica mais elevadas que os
grupos controle e com suplementacdo com amido (p <0,001). Os autores
associaram esses resultados a presenca da pelicula de saliva sobre a superficie da
resina a qual apresenta muitas proteinas hidrofilicas. Dessa forma, os autores
consideraram que as alteracdes nas proteinas da parede celular, em condi¢cbes
limitadas de nutrientes, devem ter contribuido para a maior hidrofobicidade celular e,
consequentemente, reducéo na formacéo de biofilme. Em comparagdo com o grupo
controle, os biofilmes desenvolvidos em amido ou amido + sacarose apresentaram
maior atividade proteinase (p <0,001), enquanto os biofilmes desenvolvidos em
glicose ou sacarose tiveram maior atividade fosfolipase (p <0,05). A exposicdo ao
amido + sacarose aumentou a producdo de polissacarideos extracelulares e
intracelulares (p <0,05). Imagens de microscopia confocal mostraram hifas nos
biofilmes expostos ao amido ou ao amido + sacarose. Nas condi¢cdes estudadas,
pode-se concluir que os carboidratos da dieta podem modular o desenvolvimento de
biofiilmes na superficie das proteses, por afetarem fatores de viruléncia e

caracteristicas estruturais.

Em 2014, Sanchez et al.”® relataram que a influéncia das superficies dos
implantes na formacédo do biofilme dental € ainda desconhecida. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar, in vitro, 0 desenvolvimento de um modelo complexo de
biofilme em superficies de titanio e de zirconia para implantes, e compara-lo com o
mesmo biofilme formado na superficie de hidroxiapatita. Os discos de hidroxiapatita
apresentavam 7 mm de diametro por 1,8 mm de espessura, enquanto os de titanio
tinham 5 mm de diametro e superficie tratada (jateamento com granulacdo grossa

seguido de ataque acido) e os de zircbnia tinham também 5 mm de diametro e
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superficie com estrutura micro estruturada obtida por meio de tratamento com
solucéo aquecida de acido fluoridrico. Esses tratamentos resultaram em topografia
de superficie com 0,55 um para a zircénia e com 1,17 um para o titanio. Seis cepas
padrdo foram utilizadas para desenvolver o biofilme in vitro sobre discos de titanio,
de zirconia e de hidroxiapatita estéreis, revestidos com saliva dentro dos pocos de
placas de poliestireno de cultura pré-esterilizadas. As espécies selecionadas
representam o0s colonizadores iniciais (Streptococcus oralis e Actinomyces
naeslundii), primarios (Veillonella parvula), secundarios (Fusobacterium nucleatum)
e finais (Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans). Os
biofilmes desenvolvidos (tempo de crescimento de 1 a 120 h) foram estudados com
microscopia confocal, utilizando técnica de fluorescéncia e com microscopia
eletrénica de varredura de baixa temperatura. O nimero de unidades formadoras de
colonias/biofiime e cinética das bactérias dentro do biofilme foram estudados por
PCR quantitativa (QPCR). A espessura do biofilme, o percentual de vitalidade celular
e 0 numero de bactérias foram comparados por meio da analise de variancia. As
bactérias aderiram e se desenvolveram dentro do biofilme, nas trés superficies
avaliadas, com dinamica similar. Superficies diferentes, no entanto, demonstraram
diferencas tanto na espessura e deposicdo da matriz extracelular, bem como na
organizacdo das células bacterianas. Enquanto a formacédo e a dinamica de um
modelo de biofilme in vitro foram semelhantes, independentemente da superficie de
inoculacéo (hidroxiapatita, titanio ou de zirconia), houve diferencas significativas no
que diz respeito a espessura do biofilme e a estrutura tridimensional.

|'67

Segundo Nascimento et al.”’, ainda em 2014, os microrganismos que

colonizam a cavidade oral, principalmente aqueles relacionados a doencas
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periodontais, sdo o fator etiolégico de maior potencial na falha, em longo prazo, de
tratamentos com implantes. O material utilizado nos componentes protéticos pode
influenciar a adesdo e a colonizacdo de espécies microbianas. Dessa forma, o
objetivo desta investigacédo in vivo foi avaliar a formacéao de biofilme em pilares de
titdnio puro usinado (MPT), de titanio fundido e polido (CPT) e de zircbnia (Zc). Seis
individuos saudaveis foram incluidos neste estudo clinico randomizado, que foi
realizado em trés fases de acordo com a superficie dos pilares avaliados. Cada
voluntario participante utilizou, por periodo de 24 h, um dispositivo na cavidade oral
contendo quatro discos do mesmo substrato testado, dois localizados na regiao
anterior e dois na posterior, totalizando 12 amostras. A técnica de hibridizacdo DNA
Checkerboard foi utilizada para identificar e quantificar 38 espécies de bactérias que
colonizavam os biofilmes formados sobre os substratos. Patdgenos e espécies néo-
patogenas foram encontrados colonizando as trés superficies: Fusobacterium
nucleatum, Neisseria mucosa, Porphyromonas aeruginosa; Peptostreptococcos
anaerobios, Staphylococcus aureus, Streptococcus gordonii, Streptococcus
parasanguinis e Tanerella forsythia foram as Unicas espécies sem diferencas
significativas sobre os materiais testados (P> 0,05). Todas as outras espécies
apresentaram diferencas significativas determinadas pelo teste de Friedman (P
<0,0001). Os autores verificaram que houve diferenca significativa na contagem total
de bactérias entre os trés grupos. As amostras de CPT apresentaram as contagens
médias mais elevadas, seguidas pelas de MPT e Zc. Incidéncia média mais elevada
de espécies também foi observada para as amostras de CPT quando comparadas
com as de MPT e de Zc. Nao houve diferencas significativas entre a regido anterior

ou posterior em relacédo a adeséao bacteriana.
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Figuero et al.?®

, também em 2014, definiram as doencas peri-implantares
como lesdes inflamatérias dos tecidos localizados ao redor dos implantes e incluem
mucosite peri-implantar (leséo inflamatoria limitada a mucosa ao redor do implante)
e peri-implantite (leséo inflamatoria da mucosa que afeta o suporte 6sseo com perda
da osseointegracdo). A revisdo de literatura realizada pelos autores teve como
objetivo descrever as diferentes abordagens para tratar essas lesdes e para avaliar,
de maneira critica, as evidéncias disponiveis sobre a eficacia desses tratamentos.
Os tratamentos de mucosite peri-implantar geralmente envolvem debridamento
mecéanico da superficie do implante utilizando curetas, aparelhos de ultra-som,
aparelhos de ar-abrasivo ou lasers, com ou sem o0 uso concomitante de antibiéticos
ou anti-sépticos locais. Também incluem técnicas de higiene oral realizadas pelos
pacientes. Tem sido observado que o0s tratamentos mecanicos feitos pelos
profissionais, com ou sem 0 uso de agentes antimicrobianos, resultam em reducéo
significativa da inflamacéo peri-implantar (avaliada pela reducdo do sangramento
durante a sondagem). No caso dos procedimentos realizados pelos pacientes, o
controle mecéanico do biofilme associado ao uso de antisséptico pode proporcionar
beneficios em termos de reducdo do sangramento durante a sondagem e, em
algumas situacoes, reducéo no indice de placa. Para a peri-implantite, os resultados
obtidos com os tratamentos realizados pelos profissionais tem sido limitados,
especialmente em termos de reducdo de bolsa e profundidade de sondagem,
entretanto, os efeitos sobre o sangramento durante a sondagem tem sido mais
significativos. O tratamento cirdrgico da peri-implantite € indicado quando o
tratamento ndo cirdrgico ndo consegue controlar as alteracdes inflamatorias. A
selecdo da técnica cirargica deve basear-se nas caracteristicas das lesdes peri-

implantares. Na presenca de defeitos circunferenciais profundos e intra-6sseos,
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intervencdes cirargicas devem procurar disponibilizar debridamento completo,
descontaminacdo do implante da superficie e da reconstrucdo do defeito. Na
presenca de defeitos 6sseos sem paredes claras ou com um componente supra-
0sseo predominante, o objetivo da intervencado cirdrgica deve ser o debridamento
completo e o reposicionamento da mucosa marginal para permitir que o paciente
possa realizar as praticas de higiene oral eficazes, embora esse objetivo pode

comprometer o resultado estético da restauracédo implanto-suportada.

2.2 Estudos Sobre Filmes de HMDSO Polimerizados a Plasma

Segundo d’Agostino, em 1990, a estrutura e a composicdo de filmes
organosilicones polimerizados a plasma podem ser modificadas, de forma
controlada, por meio da selecdo criteriosa de certos parametros utilizados no
processo. Os efeitos mais substanciais sao obtidos pela variacdo da poténcia da
descarga, a temperatura do substrato e a concentracdoo do gas reativo ou co-
mondmero introduzidos no vapor do monémero. Em geral, a variagcdo aceitavel
desses parametros permite o controle da concentracdo de grupos organicos no filme
polimérico polimerizado a plasma; em casos extremos, um material quase
completamente inorganico (ou seja, com praticamente nenhum conteiudo de
carbono) pode ser formado. A poténcia da descarga e a temperatura do substrato
parecem ter influéncia similar sobre a estrutura de um dado filme polimérico, embora
0S mecanismos envolvidos sejam diferentes. Quando a poténcia € variada, a
estrutura do filme polimérico é afetada, principalmente, pela fragmentacdo do
mondmero, enquanto o aumento na temperatura do substrato leva a pir6lise do filme

em formacéo e a mobilidade superficial das espécies precursoras no substrato sao
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os fatores que influenciam a estrutura do filme obtido. Medidas de angulos de
contato com agua e outros liquidos com diferentes polaridades tém revelado que os
filmes organosilicones polimerizados a plasma possuem pouca molhabilidade
apresentando baixa energia livre de superficie. Em algumas situacdes, os angulos
de contato para filmes de HMDSO polimerizados a plasma em condi¢cdes de alta

poténcia apresentam valores entre 120° e 180°, indicando caracteristica hidrofobica.

Em 1997, Alexander et al.* realizaram experimentos com o objetivo de
melhorar a compreensdo das reacdes que ocorrem em plasmas com radio-
frequéncia (RF) de hexametildisiloxano (HMDSO). Foram utilizadas espectrometria
de massa (MS) e medicOes da taxa de deposicéo. Os filmes finos de HMDSO foram
depositados sobre substratos de silicio e analisados por espectroscopia de
fotoelectrons de raios-X (XPS). Em plasmas de baixa poténcia, os dados ion-
positivos de MS revelaram que extensiva oligomerizacdo molecular ocorre dentro da
fase gasosa do plasma. No entanto, nenhuma formacao significativa de espécies
oligoméricas neutras foi detectada. A analise por XPS revelou que a estequiometria
do filme depositado foi mais proxima daquela dos oligdmeros detectados por MS que
a do composto de partida (mondémero). No plasma de poténcia mais elevada, foi
observado aumento de fragmentacdo do mondémero, com concomitante perda de
massa de espécies com massa mais alta e carregadas positivamente. Novamente,
nenhuma formacao significativa de espécies de massa neutra maior que a do
mondmero foi detectada. A taxa de deposicdo aumentou de cerca de 6,5-15 ng s™
sobre a faixa de poténcia avaliada. Conclui-se que em plasma de baixa poténcia, as

reacoes ion-molécula sdo responsaveis pela formacao dos depoésitos. Os autores



73

propuseram que em alta poténcia, o0 componente ibnico desses plasmas ainda é

importante, em termos de deposicao.

Gengenbach et al.*, em 1999, monitoraram filmes de hexametildisiloxano
(HMDSO) e de hexametildisilazano (HMDSA) polimerizados a plasma por meio de
analises de XPS, FTIR e medidas de angulo de contato, a medida que esses filmes
eram armazenados a seco (envelhecimento). De particular interesse, foi a influéncia
da estrutura do mondmero nas propriedades em longo prazo dos filmes depositados:
em materiais convencionalmente sintetizados de organosilicone, a unidade siloxano
proporciona estabilidade muito boa em longo prazo, enquanto a estrutura silazano é
mais susceptivel ao ataque hidrolitico. Durante a deposicédo a plasma de ambos os
filmes, a remocédo de grupos metilicos foi 0 maior mecanismo de ativacdo e a
estrutura do mondémero foi mantida em magnitude substancial. No caso do filme de
HMDSA polimerizado a plasma, entretanto, outras reacdes como a clivagem das
ligacbes Si—N resultaram em diversidade estrutural consideravelmente maior.
Durante o armazenamento em ar, o flme de HMDSO polimerizado a plasma sofreu
pequenas alteracfes quimicas como incorporacao de ligacdes adicionais de siloxano
e perda também pequena de grupos metilicos. As estruturas quimicas dos filmes de
HMDSO, tanto logo ap6s a deposicdo como apdés o envelhecimento, foram
homogéneas, comparadas com a grande variacdo de estruturas quimicas
tipicamente encontradas na maioria dos polimeros depositados a plasma. A
estrutura do filme de HMDSA polimerizados a plasma, por outro lado, mudou
drasticamente no envelhecimento: quase todos os “moieties” silazanos foram
perdidos apés 1 ano e quantidades substanciais de oxigénio foram incorporadas,

principalmente na forma de ligacdes siloxano. Apesar das diferencas quimicas
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iniciais, os dois tipos de filmes tornaram-se mais similares com o tempo, com
estruturas finais apds o envelhecimento baseadas em siloxano com ligacbes
cruzadas. A molhabilidade refletiu as diferencas estruturais entre os dois filmes.
Entretanto, correlacbes entre as estruturas e as propriedades de superficie ndo
foram previsiveis. Em geral, a molhabilidade dessas superficies foi determinada por
um balanco complexo de varios fatores como estrutura quimica, topografia e

mobilidade.

Vautrin-Ul et al.'**, em 2000, utilizaram um reator de plasma de micro-ondas
para a deposicdo do filme polimerizado a plasma a partir de misturas de
hexametildisiloxano (HMDSOQO) e oxigénio (O,) em amostras de ferro. O plasma foi
caracterizado por espectroscopia de emissdo Optica em funcdo da proporcao
HMDSO/O,. Espectroscopia de infravermelho foi utilizada para investigar a estrutura
do filme. A variacdo no conteddo do HMDSO no plasma proporciona grande
variedade de filmes, desde silica (conteudo de HMDSO: 20%) até polimero
(conteudo de HMDSO > 80%). A espectroscopia de impedancia eletroquimica foi
utilizada para predizer as propriedades protetoras do filme em relacdo a corroséao.
Diferentes propor¢cées de HMDSO/O, na mistura de gases proporcionaram varios
graus de protecdo contra a corrosdo e a melhor protecédo foi obtida para o filme
polimerizado a plasma, utilizando conteddo de 80% do precursor HMDSO. Os
autores observaram que a composicao da fase gasosa e a da estrutura do filme sao
claramente correlacionadas. Ambos dependem da percentagem de HMDSO na
mistura gasosa. Em alta percentagem de HMDSO, o filme é polimérico e a fase
gasosa € rica em espécies contendo carbono (C,, CH). Por outro lado, em baixa

percentagem de HMDSO, o filme é similar a silica, com pouca quantidade de
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carbono, e a fase gasosa € composta, principalmente, de espécies contendo
oxigénio (OH, CO). A avaliacao da densidade do filme confirmou esse resultado. Em
baixa proporcdo HMDSO/O,, a densidade é préxima da silica térmica (2,22 g cm™),
e, em alta proporcao, a densidade é muito menor (1,4 g cm™). Protecéo eficiente das
amostras de ferro contra a corrosao foi obtida por meio do filme polimerizado a
plasma em reator de micro-ondas. No entanto, a qualidade da protecdo depende do
teor de HMDSO no gas do plasma. A melhor protecdo é alcancada para o filme
polimerizado a plasma com 80% de HMDSO na mistura com uma espessura entre 1
e 4 um. Além disso, os resultados sugerem que essa composicdo de gas no plasma
conduz a elevada taxa de deposicdo (100 nm min™).

Choudhury et al.*®

, em 2010, prepararam filmes de hexametildisiloxano
(HMDSO) com espessura variando de 282 a 929 nm por meio do método de
deposicado quimica a vapor assistida por plasma com radio frequéncia (RF-PACVD),
utilizando mistura de ArfHMDSO/O,. O processo de deposicao foi realizado em um
reator de radio frequéncia com presséo de trabalho de 1,2 x 10™* mbar e poténcia
variando de 20 a 100 W. Os filmes foram depositados sobre substrato de liga de
cobre (78%) e ferro (22%). A partir dos estudos das caracteristicas das descargas de
Ar/O, e Ar/HMDSO/O, utilizando sonda emissiva foi observado que os elétrons
apresentam papel importante na polimerizacdo a plasma de mondmeros de
HMDSO. A temperatura eletrénica do plasma de Ar/O, aumenta (de 5,25 para 5,85
eV) enquanto para o plasma de Ar/THMDSO/O, ela diminui (de 5 para 3,5 eV) com o
aumento da poténcia de radio frequéncia. Na polimerizacdo a plasma do monémero

HMDSO, os elétrons perdem sua energia de 0,25 para 2,35 eV quando a poténcia

de radio frequéncia aumenta de 20 para 100 W. Esse resultado possivelmente indica
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que os elétrons utilizam sua energia principalmente na ionizacdo e na dissociacao
do HMDSO através de colisdes inelasticas e, dessa forma, possuem papel
importante no processo de polimerizacdo a plasma. A espectroscopia oOptica de
emissdo e a espectroscopia infravermelha transformada de Fourier mostraram que
os filmes de HMDSO depositados a plasma apresentaram tendéncia de serem mais
inorganicos em natureza em altas poténcias de radio frequéncia. Um filme preparado
com radio frequéncia de 100 W exibiu mais estabilidade térmica e resisténcia a
corrosdo quando comparado com filmes depositados com poténcias mais baixas (20
a 80 W).

No mesmo ano, Guruvenket et al.®*

, relataram que os filmes amorfos
hidrogenados a base de carbeto de silicone (a-SiC:H) parecem ser muito atrativos
devido as suas propriedades mecanicas e Opticas e por serem quimicamente
inertes. Neste estudo, filmes de a-SiC:H foram preparados pelo método PECVD
sobre substratos de aco inoxidavel 301 (SS301) e Ti-6Al-4V (TiAlV) na temperatura
de 300 °C, utlizando diferentes proporcbes dos precursores SiH4/CH4. As
propriedades mecéanicas como dureza, modulo de Young e recuperacdo elastica
foram sistematicamente avaliados por meio de identacdo, e as caracteristicas
tribologicas como coeficiente de friccdo e de desgaste utilizando o método “pin-on-
disc”, assim como o comportamento de corrosao e tribo-corrosdo. Os filmes a-SiC:H
films (=3 um de espessura) preparados sobre SS301 e TiAlIV em condi¢des 6timas
de deposicdo exibiram dureza de 23,5 GPa, médulo de Young de 160 GPa e
recuperacao elastica de 73%. Os filmes mostraram coeficiente de friccdo de ~0,35, e

velocidade de desgaste de 10x10™° mm®Nm. Esses valores s&o baixos comparados

a ~0,85 e ~0,5, 240x10°°® mm®Nm e 700 x 10° mm®/Nm para SS301 e TiAlV,
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respectivamente. Os filmes exibiram, ainda, alta resisténcia a corrosdo e tribo-
corrosdo nos dois substratos metalicos. O comportamento do filme € correlacionado
com a microestrutura e a composicdo, determinadas pela caracterizacao
complementar realizada com técnicas de deteccédo de recuperacao elastica, FTIR e

Raman.

Em 2011, Ricci et al.?® utilizando espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier estudaram a formacgéo de particulas de p6 em plasmas de
hexadimetilsiloxano/O,. Os espectros demonstraram que 0 oxigénio tem papel
importante no inicio do processo. Grande quantidade de oxigénio € responsavel por
formacdo intensa de pé. A mistura de gases inertes ou nao reagentes, como Ar e Ny,
no plasma promove a polimerizagcdo do mondémero. A formacéo de particulados, a
evolucdo do tamanho das particulas e suas caracteristicas quimicas proporcionaram
evidéncia de um processo de crescimento que ocorre em multiplas fases. O
tamanho, bem como a velocidade de producdo, apresentou reducdo quando o

conteudo de Ar ou N, foi aumentado na mistura do plasma.

2.3 Estudos Sobre Pelicula Salivar

Em 2001, Sipahi et al.'® avaliaram o efeito da pelicula de saliva na
molhabilidade e na energia livre de superficie de diferentes materiais para base de
protese. Foram avaliadas cinco diferentes resinas acrilicas (QC-20,
termopolimerizavel; Palapress — autopolimerizavel e técnica por injecdo; Acron MC —
polimerizada por micro-ondas; Triad — fotopolimerizavel; Takilon — autopolimerizavel)

e dois materiais metalicos (liga de cobalto-cromo e titdnio puro) para base de
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protese. Dez amostras de cada material (20 x 15 x 1,5 mm) foram confeccionadas e
polidas utilizando um método padronizado. Saliva total ndo estimulada foi coletada
de um Unico doador saudavel. As propriedades de molhabilidade dos materiais
foram avaliadas, antes e ap0s a formacdo da camada organica. As forcas de
molhabilidade foram determinadas de acordo com a técnica de placa de Wilhelmy.
Diiodometano, etileno-glicol e formamida foram utilizados. Os angulos de contato,
componentes de energia de superficie Lifshitz-van der Waals, componentes de
energia de superficie acido-base de Lewis e energias de superficie total foram
calculados usando diversas equacdes. A significancia das diferencas nas energias
superficiais determinadas experimentalmente nos diferentes materiais dentarios foi
calculada utilizando métodos estatisticos. A resina acrilica fotopolimerizavel foi o
material com maior molhabilidade com carater basico significativo. As camadas
organicas diminuiram as energias livres de superficie total de todos os materiais e,
ao mesmo tempo, proporcionaram caracter mais basico. As peliculas salivares
formadas tiveram efeito homogeneizador em termos dos componentes de energia
livre de superficie dos materiais para base de prétese; no entanto, suas
propriedades adesivas ainda foram influenciadas pelo substrato utilizado.

Segundo Gocke et al.*!

, em 2002 a formacdo de uma pelicula salivar € um
mecanismo de defesa do corpo para todas as superficies da cavidade oral. A
natureza do substrato pode influenciar a composicao da pelicula. Assim, os autores
investigaram a composi¢cdo quantitativa e a variacao individual da pelicula salivar
formada em material para base da prétese (PMMA). Amostras cilindricas de PMMA

foram confeccionadas e inseridas na cavidade oral e, em seguida, colocadas em

solucdo de cloreto de sodio a 0,5-M. A solucdo foi analisada com relacdo as
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seguintes substancias: proteina total, alfa-amilase, proteases, inibidores de
protease, imunoglobulina A, imunoglobulina G, peroxidases, tiocianato, lisozima, e
calcio. Todos os componentes salivares investigados puderam ser encontrados
inequivocamente na solucdo em que foram colocadas as amostras, indicando a
formacdo da pelicula salivar sobre a superficie do PMMA. Altos coeficientes de
variacdo indicaram grandes variacfes individuais nas quantidades adsorvidas. Os
dados também mostraram grandes variacdes intra-individuais para os componentes
salivares adsorbidos. Apenas os inibidores da protease revelaram forte correlacéo
positiva com a atividade salivar. Foi sugerido que as diferencas nos valores de
componentes antimicrobianos adsorvidos podem influenciar a colonizacao
microbiana em resinas acrilicas para bases de proteses e que os inibidores de
protease podem ser significativos para a disseminacdo do fungo Candida albicans a
partir desse material para a mucosa oral. Esses aspectos poderiam explicar as

diferentes suscetibilidades dos individuos a estomatite induzida por proétese.

Em 2006, Yildirim et al.'** sugeriram que a alteracéo das propriedades de
superficie da resina acrilica pode alterar a natureza da pelicula adsorvida e, assim, a
aderéncia microbiana. Em funcédo disso, realizaram um estudo para avaliar a
adsorcdo de mucinas salivares sobre superficies de resina acrilica, modificadas.
Amostras de polimetilmetacrilato foram tratadas pela técnica de plasma, utilizando o
mondmero hidrofilico 2-hidroxietiimetacrilato (HEMA) ou o gas oxigénio (O,) e o
mondmero hidrofébico hexametildisiloxano (HMDSO), em diferentes poténcias (50 W
e 100W). Esses tratamentos foram selecionados para permitir diferentes graus de
hidrofobicidade das superficies. As amostras de resina acrilica foram incubadas com

mucina, de elevado peso molecular, MG1, purificada a partir da saliva, as fracoes
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adsorvidas foram transferidas para membranas de nitrocelulose pela técnica de slot-
blot, coradas com acido periédico de Schiff, e as intensidades de cor foram
analisadas por um densitdbmetro de cor. Maiores quantidades de mucinas foram
adsorvidas em todas as superficies modificadas por tratamento a plasma, quando
comparadas com o controle. Os angulos de contato mensurados com agua destilada
foram: controle (sem tratamento) - 78,65°; amostras tratadas com o mondmero
HEMA nas poténcias de 50 W e 100 W - 22,30° e 46,00°, respectivamente; amostras
submetidas ao plasma de oxigénio - 22,30° e 15,35° para as poténcias de 50 e
100W, respectivamente; 89,20° para as tratadas com HMDSO e 50 W e 78,80° para
as tratadas com HMDSO e 100W. Dentro das limitacbes do presente estudo,
concluiu-se que o tratamento a plasma alterou as superficies de materiais para base
de protese e aumentou significativamente a adsor¢cédo de mucinas com elevado peso
molecular em niveis diferentes dependendo dos parametros do plasma. As amostras
tratadas com o mondmero hidrofilico HEMA apresentaram os maiores valores de

adsorcao de MG1.

A primeira etapa para a adesao de microrganismos sobre superficies dentais
€ a formacdo da pelicula adquirida. Essa camada, principalmente acelular, &
formada instantaneamente em todas as superficies soélidas expostas aos fluidos
orais. E composta de proteinas, glicoproteinas e lipideos. Entretanto, informac&o
sobre a composicao lipidica € escassa. Dessa forma, o objetivo do estudo de Reich

et al.%®

, em 2013, foi avaliar o perfil de acidos graxos (AG) de uma camada de
pelicula formada in-situ pela primeira vez. AG sdo 0s constituintes basicos da
maioria dos componentes que sao classificados como lipidios. Portanto, os AG séo

considerados, em grande parte, responsavel pelas caracteristicas definidoras
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desses lipidios. Um conhecimento mais amplo da composicéo lipidica do biofilme
oral inicial ajudara a entender melhor os processos de bio-adeséo oral e o fendmeno
da bio-adesdo em geral. Neste estudo, peliculas foram formadas in situ em blocos
de esmalte bovino posicionados em aparelhos individuais em arcos superiores. Os
aparelhos foram utilizados por periodos variando de 3 a 240 min. Ap0Os a preparacao
completa da amostra, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG/EM) foi utilizada para caracterizar quantitativa e qualitativamente vasta gama de
AG (C12-C24). Os perfis de AG das amostras de peliculas obtidas de diferentes
individuos foram muito similares, enquanto a quantidade de AG mostrou
variabilidade significante inter-individual. Aumento de AG na pelicula foi observado
ao longo do tempo. A formacéo de pelicula € um processo altamente seletivo, que
nao se correlaciona diretamente com a composicao salivar, como demonstrado para
os AG. Conhecimento abrangente do perfil de acidos graxos da pelicula pode
contribuir com informacfes importantes sobre a seletividade e a dinamica da
formacdo de biofilme, bem como trazer informagdes mais detalhadas sobre a
adesado bacteriana. Acumulo constante de AG foi observado apos 60 min de
exposicao oral, que pode ser explicado, principalmente, pelo aumento da quantidade
total de componentes da pelicula adsorvida associado com o aumento da espessura
da pelicula, em geral. Os AG sédo componentes lipofilicos fundamentais da pelicula
in-situ e apresentam perfil caracteristico em adultos saudaveis. A formacao
altamente seletiva da camada de pelicula é apenas um exemplo no processo de bio-
adesdo. Compreender os biofilmes condicionantes continua sendo um grande
desafio. Os métodos descritos neste estudo séo Uteis para a caracterizacdo dos AG

em lipidios em qualquer biofilme aderente.
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3 PROPOSICAO

Diante do exposto nos capitulos anteriores, os objetivos deste estudo foram:

1) Depositar filmes de HMDSO polimerizados a plasma sobre resina acrilica,
titdnio e zircbnia, variando-se a proporcéo de argonio (Ar) na mistura de gases.

2) Avaliar as propriedades e as caracteristicas de superficie dos filmes
obtidos.

3) Avaliar o efeito dos filmes depositados na formacédo de biofilmes
microbianos sobre os trés materiais (resina acrilica, titanio e zirconia), pre-

condicionados ou ndao em saliva humana.



Material e Método
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Confeccéo dos Corpos de Prova de Resina Acrilica

Os corpos de prova de resina acrilica Vipi Wave (VIPI Industria e Comércio
Exportacdo e Importacdo de Produtos Odontolégicos Ltda., Pirassununga, SP,
Brasil) foram confeccionados utilizando-se matrizes metélicas, com cavidades de 10
mm de diametro por 2 mm de profundidade que foram isoladas previamente a

incluso*®

. Inicialmente, a parte inferior da mufla especifica para micro-ondas foi
isolada e preenchida com gesso pedra tipo Ill sobre o qual foi, entédo, posicionada
uma placa de vidro de forma e tamanho compativeis com as dimensdes da matriz.
ApoOs a presa do gesso, a matriz metalica foi fixada sobre a placa de vidro e silicone
foi posicionado ao redor da mesma, para facilitar sua remocdo na fase de
desincluséo. Outra placa de vidro foi, entdo, fixada sobre a matriz, a contra-mufla foi
posicionada e preenchida com gesso de maneira convencional. Apés a presa do
gesso, a mufla foi aberta e a matriz foi preenchida com a resina, proporcionada
conforme recomendacéao do fabricante (14 g de p6 e 6,5 mL de liquido). Em seguida,
a mufla foi fechada e o processo de polimerizagcdo em forno de micro-ondas foi
realizado como recomendado pelo fabricante (Forno de 500 W — 20 minutos com
20/30% de Poténcia + 5 minutos com 80/100% de Poténcia). Apos o resfriamento da
mufla, essa foi aberta, os corpos de prova foram retirados e 0s excessos laterais
removidos com fresas para acabamento.

Os corpos de prova (8 mm de diametro x 2 mm de espessura) de titanio foram
obtidos da empresa Conexao Sistemas de Préteses, Sao Paulo, Brasil, e 0s corpos

de prova de zirconia foram obtidos a partir do sistema CAD/CAM Ceramill (Amann

Girrbach Brasil LTDA).



Figura 1- Matriz metalica isolada

com vaselina

Figura 2 — Matriz metalica incluida

em mufla sobre lamina de vidro

Figura 3 — Matriz metalica envolta Figura 4 — Lamina de vidro colada sobre

por silicone

matriz metalica

4.2 Medida da Rugosidade Superficial (Ra)

86

Tendo em vista a possivel influéncia da rugosidade na adesao microbiana, a

rugosidade dos corpos de prova foi medida. Para isso, foi utilizado um rugosimetro

(Mitutoyo SJ 400 — Mitutoyo Corporation - Japao), com precisao de leitura de 0,01

pMm, comprimento de leitura de 2,5 mm, velocidade da ponta ativa de 0,5 mm/s, e 0
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raio da ponta ativa de 5 ym. Quatro medidas para cada corpo de prova foram
realizadas e o valor médio entre elas foi considerado o valor da rugosidade (Ra-um).
As medidas foram realizadas por um unico operador. Os corpos de prova de resina

3 10 foram

acrilica com rugosidade meédia de, aproximadamente, 0,2 pm
selecionados para a deposicdo dos filmes. A rugosidade dos corpos de prova de
titAnio (n=6), fornecidos por sistema Conexdo Sistemas de Proteses Ltda., SP,

Brasil, bem como dos corpos de prova de zirconia (n=6), obtidos pelo sistema

CAD/CAM Ceramil, também foi mensurada previamente aos experimentos.

4.3 Deposicao e Caracterizacédo de Filmes de HMDSO nos Corpos de Prova

Os corpos de prova de resina acrilica e de zirconia foram inicialmente limpos em
banho ultrasénico de solucdo de agua de detergente para remocdo de compostos,
intensamente enxaguados em agua corrente e subsequentemente secos sob fluxo
de ar quente. Os corpos de prova de titanio foram obtidos da empresa esterilizados
e embalados individualmente. O sistema de plasma, descrito em detalhes em outro
trabalho®®, consiste essencialmente de um reator de vidro com vedacées de aluminio
evacuado por uma bomba de palhetas rotativas. Para o estabelecimento do plasma
existem dois eletrodos de aco inoxidavel dentro do reator, capacitivamente
acoplados a uma fonte de radiofrequéncia. Os corpos de prova limpos foram
acomodados no eletrodo inferior do sistema de plasmas empregado neste trabalho.
A pressdo do sistema foi reduzida para cerca de 12 Pa, hexametildisiloxano
(HMDSO), composto precursor para a deposicao do filme, foi admitido até a pressao
preestabelecida e argbnio foi incorporado até atingir a pressdo de trabalho. A
estrutura quimica deste composto € apresentada na Figura 5. O plasma foi

estabelecido pela aplicacdo de radiofrequéncia (13,56 MHz, 50 W) ao eletrodo
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inferior. O eletrodo superior e as flanges metalicas do sistema foram aterradas.

Variou-se a proporcao de argdnio na mistura de gases de 15 a 70%. O tempo de

deposicdo foi mantido constante em todos os experimentos em 1800 segundos.

Dessa forma foram depositados filmes com 0, 15, 30, 50 e 70% Ar em resina

acrilica; 0 e 15% Ar em superficie de titanio e 15% Ar em superficie de zirconia.
Figura 5 — Molécula de HMDSO

CH, CH,

CHy== Si == ) == Si == CH.

A espessura da camada depositada foi determinada por perfilometria, utilizando-
se corpos de prova de cada material contendo um degrau. Para isso, o corpo de
prova foi parcialmente coberto com uma fita adesiva resistente ao plasma (Kapton)
protegendo essa regido. Apés a deposicao, a fita foi removida revelando o degrau
entre a regido exposta ao plasma e aquela protegida. A altura do degrau, que
corresponde a espessura de cada um dos filmes depositados (n=6), foi medida em
10 diferentes posi¢cfes com o auxilio de um perfildmetro Veeco Dektak 150 (Figuras
6 e 7). Com esse mesmo equipamento, também foi avaliado a rugosidade de cada
um dos filmes obtidos (n=6) sobre os trés materiais avaliados, fazendo 10 medidas
em diferentes posicdes sobre a superficie do corpo de prova tratado.

A receptividade de cada um dos filmes obtidos (n=6) a agua e ao diiodometano
foi determinada pelo método da gota séssil em ambiente com temperatura e
umidade controladas. Gotas foram depositadas em dois diferentes pontos de cada

corpo de prova, sendo realizadas 10 medidas em cada lado da gota, totalizando 20
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valores para cada superficie. A energia de superficie foi determinada a partir dos
valores de 6 obtidos com o diiodometano e a agua (Figura 8) utilizando o programa
disponibilizado no proprio equipamento. A receptividade de cada um dos filmes a
agua (hidrofobicidade/hidrofilicidade) foi também avaliada 7 dias apds a deposicao,
tendo sido os corpos de prova armazenados a seco e em temperatura ambiente
durante esse periodo. para avaliar a hidrofobicidade e a energia de superficie dos

filmes depositados em cada material.

Figura 6 — Perfildmetro Figura 7 — Ponta que realiza a leitura

Figura 8 — Representacdo esquematica de uma gota de um liquido depositada

na superficie de um sélido e das tensdes superficiais nas fases solido-vapor (ysv),

sélido-liquido (ysL) e liquido-vapor (yLv).

Ty
0
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Para cada um dos filmes depositados (n = 3) sobre substratos refletores (titanio)
foram submetidos a analises por espectroscopia no infravermelho usando o método
IRRAS (Infrared Reflectance Absorbance Spectroscopy) utilizando um equipamento
da Jasco FTIR 410. Os espectros resultantes correspondem a meédia entre 128
varreduras obtidas em cada corpo de prova com resolucéo de 4 cm™. As andlises
foram realizadas apds a deposicao dos filmesOs filmes preparados foram, ainda,
submetidos a Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios-X (XPS), 7 dias apos a
deposicédo (n = 1 para cada um dos filmes obtidos). Essa técnica permite a analise
elementar quantitativa dos elementos na superficie e a identificacdo de grupos
funcionais. Foi utilizado um espectrometro VG Microtech - ESCA 3000 com 9
channeltrons e um analisador semi-hemisférico de 250 mm com uma pressao de
base de 2 x 10°® Pa, utilizando radiacéo de Al Kalfa. A resolucdo do aparelho é de
cerca de 0,8 eV. A morfologia dos corpos de prova foi analisada por microscopia
eletrbnica de varredura, SEM, em um equipamento da Jeol Modelo 6010LA. Para
evitar carregamento da superficie durante as inspecdes, os corpos de prova foram,
inicialmente, recobertos com uma fina camada condutora (~16 nm) produzida a partir
do sputtering de uma liga de Au-Pd (40 mA, 60 s). As micrografias foram adquiridas
com o detector de elétrons secundarios com tensdes de aceleracdo de 6 kV e com
diferentes ampliacdes. Para cada filme depositado nos trés materiais avaliados, 2

corpos de prova foram utilizados para as analises em MEV.

4.4- P6s-tratamento Com O3
Alguns dos filmes obtidos a partir da deposicédo de plasmas de HMDSO e Ar
foram, posteriormente, tratados em plasmas de oxigénio (O,) visando-se obter filmes

hidrofilicos. A proposta desse pos-tratamento foi remover, através do processo de
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ablacdo quimica, carbono da superficie do filme, resultando em algumas
monocamadas de SiOx, material que resiste ao ataque do oxigénio e é hidrofilico.
Os parametros desse plasma de O, foram de 1,3 Pa, 50 W e 30 minutos. Para a
obtencéo de filmes hidrofilicos, os filmes hidrofébicos em resina acrilica (0% Ar, 15%
Ar e 30% Ar), em titanio (0% Ar e 15% Ar) e em zirconia (15% Ar) foram submetidos

ao pos-tratamento com O,.

4.5 Limpeza a Plasma

O tratamento de limpeza a plasma nos corpos de prova de titanio e de zirconia
previamente aos procedimentos de deposicdo foi realizado utilizando o mesmo
reator de vidro. O objetivo desse tratamento foi obter melhor adesdo dos filmes de
HMDSO as superficies dos corpos de prova, evitando, assim, seu descolamento.
Foram utilizados hidrogénio (H) e argbnio (Ar), com 0,5 Pa para cada gas. A

poténcia e o tempo utilizados foram de 150W e 10 minutos, respectivamente®.

4.6 Testes Microbioldgicos
4.6.1 Microrganismos e condi¢cdes de crescimento

Para a formacdo dos biofilmes nos corpos de prova de resina acrilica, foi
utilizada Candida albicans (ATCC 90028) e nos de titanio e de zirconia foi utilizada

Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277).

4.6.1.2 Preparo do inoculo de C. albicans
C. albicans foi semeada em Sabouraud Dextrose Agar (SDA) a 37 °C por 48 h
(Figura 9). A seguir, uma alcada da levedura foi transferida para 20 mL de Yeast

Nitrogen Base (YNB) (Figura 10) adicionado de glicose 50 mM. Apdés a incubacao a
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37 °C por 24 h, sob agitacdo, as células foram centrifugadas a 5.000 rpm por 5
minutos e lavadas duas vezes com PBS estéril (NaCl 100 mM, NaH,PO4 100 mM-,
pH 7,2). As células foram ressuspensas em 20 mL de YNB estéril adicionado de 100
mM de glicose. A densidade Optica da suspensado foi padronizada utilizando-se
espectrofotdmetro, com filtro de 520 nm, a um valor de 1 x 10’ células/mL (da Silva
et al.'®, 2010).

Figura 9 — C. albicans semeada Figura 10 - Alcada da levedura sendo

em SDA apos 48h transferida para YNB

4.8.2 Preparo do inoculo de P. gingivalis

P. gingivalis foi semeada em Agar sangue com hemina e menadiona, por 15 dias
a 37 °C, em camara de anaerobiose (Don Whitley) (Figura 11). Uma alcada dessa
cultura foi, entdo, semeada em uma nova placa de Agar sangue com hemina e
menadiona foi semeada e deixada por 48 horas a 37 °C, em camara de
anaerobiose. A seguir 6 alcadas (Figura 12), foram transferidas para 15 ml de caldo
de brain heart infusion (BHI), acrescido de hemina e menadiona. Entdo, o
microrganismo foi deixado em camara de anaerobiose 37 °C durante 48 horas. Apés
esse periodo, 900 pL deste caldo foram adicionados em 7,9 mL de caldo de BHI,

acrescido de hemina e menadiona e, incubados durante 35 horas em camara de
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anaerobiose a 37 °C. Todos esses periodos foram determinados a partir de varios
testes pilotos. Ap6s o crescimento, as células foram centrifugadas por 5 minutos a
3000 rpm e lavadas 2 vezes com PBS estéril. Em seguida, a densidade Optica da
suspensao foi padronizada utilizando-se espectrofotdmetro, com filtro de 520 nm, a

um valor de 1 x 10’ células/mL.

Figura 11 - Camara de anaerobiose Figura 12 — P. gingivalis semeada

com placas de P. gingivalis em agar sangue apos 48 horas em

camara de anaerobiose

4.7 Coleta, Preparo e Pré-Condicionamento dos Corpos de Prova Com Saliva
Humana

Para simular a condicdo bucal e avaliar os possiveis efeitos da saliva na
formacao dos biofilmes, metade dos corpos de prova foi pré-condicionada com
saliva. Para a execucdo da metodologia com saliva humana, o projeto foi
encaminhado ao Comité de Etica (CEP/CONEP — numero do Certificado de
Apresentacédo para Apreciacdo Etica - CAAE - 23957113.1.0000.5416), tendo sido
aprovado. A saliva foi coletada de 15 voluntarios saudaveis, de ambos os sexos,
adultos, com auséncia de cérie ativa e doenca periodontal ** ** °. Os voluntarios

nao fizeram uso de antibiético nos ultimos 3 meses, para evitar interferéncias com a
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composicéo e a fluidez da saliva ®°. As coletas foram realizadas no periodo da
manhad, com os participantes em jejum e previamente a higienizacdo. Os
participantes expectoraram 20 ml de saliva ndo estimulada em um tubo Falcon
esterilizado e refrigerado em gelo **®. A saliva coletada foi misturada e submetida a
centrifugacdo de 10.000 g por 5 min a 4°C ® 2 A saliva sobrenadante foi
esterilizada utilizando filtro de membrana com 0,22 um de diametro dos poros *> ¥,
distribuida em aliquotas no volume pré-estabelecido para cada momento do
experimento, em tubos Falcon.

Na sequéncia, os tubos falcons foram, imediatamente, armazenados a -20°C até
a utilizacéo®*’. Os corpos de prova foram colocados em placas de 24 orificios com 2
mL de saliva previamente preparada e incubados durante 1 hora® a 37°C, sob
agitacdo. Apos o pré-condicionamento em saliva humana, foi realizada a sequéncia

de formacdo de biofilme para cada material com 0s respectivos microrganismos

(resina acrilica - C. albicans; titanio e zirconia - P. gingivalis).

4.8 Formacdao dos Biofilmes
4.8.1 Biofilme de C. albicans

Dois mL da suspenséo padronizada de C. albicans foram aplicados sobre os
corpos de prova com e sem armazenamento de saliva, para a primeira fase de
formacdo dos biofiimes — fase de adesdo. Nessa fase, os corpos de prova foram
posicionados, individualmente, nos compartimentos de uma placa de cultura estéril
de 24 orificios e mantidos durante 90 min (adesdo), a 37 °C, sob agitacao.
Posteriormente, os corpos de prova foram lavados duas vezes, cuidadosamente,
com 2 mL de PBS estéril (Figura 13). Entdo, YNB estéril contendo 100 mM de

glicose, foi adicionado em cada orificio para a fase seguinte de formacao do biofilme
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8 As placas de cultura foram, entdo, mantidas a 37 °C, sob agitacéo, por 24 h.
Decorrido esse periodo, 1 mL do meio de cultura foi removido de cada orificio da
placa e 1 mL do YNB com 100 mM de glicose foi adicionado. As placas foram,
entdo, mantidas a 37 °C, sob agitacao, até completar 48 h de formacéao dos biofilmes

(Figura 14).

Figura 13 — Lavagem dos corpos de prova Figura 14 — Formacéao de biofilme

apos 48 horas
1 |

4.8.2 Biofilme P. gingivalis

Dois mL da suspensédo padronizada de P. gingivalis foram aplicados sobre os
corpos de prova de titanio e zircbnia, com e sem armazenamento de saliva. A placa
foi incubada em anaerobiose, a 37 °C, para a adesdo dos microrganismos aos
corpos de prova. Apos a adesao (24 horas), os corpos de prova foram lavados com
PBS estéril (duas vezes) (Figura 15) para a remocdo dos microrganismos nao
aderidos. Posteriormente, 2 mL de BHI, acrescido de hemina e menadiona, foram
adicionados para promover o crescimento do biofilme. As placas foram incubadas
em anaerobiose, a 37 °C, por 6 dias (Figura 16). Durante esse periodo, a cada 48

horas, 1 mL do meio de cultura foi removido de cada orificio da placa e 1 mL de
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meio novo foi adicionado. Os periodos para adesao e formacédo de biofilme da P.

gingivalis foram determinados ap@s varios testes microbiolégicos.

Figura 15 — Lavagem dos Figura 16 — Formacao de biofilme

corpos de prova apos 7 dias.

Controles negativos (C. albicans e P. gingivalis) foram constituidos de corpos de
prova em meio de cultura sem suspensao celular padronizada. Os ensaios foram
realizados em triplicata e em trés ocasides distintas. Dessa forma, 9 corpos de prova
foram testados para cada condi¢cdo experimental e respectivos controles, perfazendo
um total de 180 corpos de prova para a resina acrilica, 90 para o titdnio e 54 para a

zirconia.

4.9 Anédlises dos Biofilmes

Os biofilmes obtidos foram analisados por meio da quantificacdo de colonias
(UFC/mL). Apé6s a formacao dos biofilmes, os corpos de prova foram lavados (duas
vezes), cuidadosamente, com PBS estéril para a remo¢do de microrganismos nao
aderidos. Entdo, foram colocados, individualmente, em tubos Falcon, contendo 10
mL de PBS. Em seguida, esses tubos foram imersos em aparelho ultrassom por 20

minutos para remocdo do biofilme. A partir dos 10 ml da suspensdo microbiana,
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foram realizadas diluicbes seriadas que foram, entdo, plaqueadas, em duplicata.
Apo6s os periodos de incubacéo e crescimento celular, 48 horas para C. albicans e
15 dias para P. gingivalis, foi realizada a contagem de colbnias (Figuras 17 e 18) e
obtidos os valores de UFC/mL.

Figura 17 — Fotografia ilustrando as Figura 18 — Fotografia ilustrando as

colénias da P. gingivalis colénias da C. albicans

4.10 Determinacao da Hidrofobicidade da Superficie Celular (HSC)

A suspenséao celular de C. albicans foi incubada, overnight, a 37 °C e 120 rpm.
As células foram, entéo, centrifugadas (9000 g, a 4 °C, por 5 min), lavadas com PBS
(duas vezes) e ressuspensas em PBS, a uma concentracdo de 1 x 10° cels/mL. Em
seguida, 2 mL dessa suspensao foi filtrada através de uma membrana de acetato de
celulose (0,45 um), previamente umedecida com 10 ml de agua destilada, para
obtencdo de uma camada celular. O filtro foi, entdo, fixado em uma lamina de vidro e
mantido em placa de Petri contendo agar 1% (p/v) com (v/v) glicerol 10% por 3,5 h
118 quando, entdo, as medidas de HSC foram determinadas em gonidmetro (Ramé-

Hart, 100-00).
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Resultado
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5 RESULTADO

5.1 Filmes de HMDSO Formados na Superficie de Resina Acrilica

5.1.1 Filmes hidrofdbicos

5.1.1.1 Espessura

Figura 19- Espessura (um) dos filmes depositados em funcdo da proporcdo de

argonio (Par) na mistura de gases.
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Na Figura 19 sdo apresentados os resultados de espessura dos filmes em
funcdo da proporgcédo de argdnio no plasma, Pa,. Os filmes depositados nos corpos
de prova de resina acrilica tiveram menor espessura quando a proporcao de Ar foi
aumentada a partir de 30% (valores em média, 30% Ar - 0,19 um + 0,01; 50% Ar -
0,12 um £ 0,02 e 70% Ar - 0,14 um = 0,04). Enquanto para os filmes 0 e 15% Ar os

valores foram, em média, 0,38 um £ 0,07 e 0,39 um = 0,06, respectivamente.
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5.1.1.2 Angulo de Contato

Os resultados de angulo de contato, obtidos apos a deposicao (0 dias) e apos 7
dias séo ilustrados na Figura 20. Considerando-se os resultados obtidos no mesmo
dia do tratamento, é possivel observar que o filme depositado com 0% Ar no plasma
apresentou caracteristica hidrofébica (101,9° £ 2,54). Houve maior tendéncia de
reducao dos valores de angulo de contato a partir de 50% Ar (50% Ar — 59,2 ° + 3,22
e 70% Ar — 58,70 ° + 1,96). Nota-se que, apds 7 dias, os valores de angulo de
contato permaneceram praticamente inalterados.
Figura 20 — Angulo de contato dos filmes em funcéo da proporcdo de argénio (Pa)

na mistura de gases.
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5.1.1.3 Energia Livre de Superficie
Figura 21 — Componentes polar, Ep, e dispersiva, Ep, bem como a total, Er, da
energia de superficie dos filmes depositados em fungcédo da proporcao de argdnio no

plasma.
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Os resultados de energia livre de superficie sdo apresentados na Figura 21
em funcdo de Pa. Considerando-se os valores de energia total (Et), nota-se
aumento em Er quando a proporcao de argonio é aumentada até 50% Ar. Para os

valores maiores que 50% da proporcao de argoénio ha estabilidade em Er.
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5.1.1.4 Composicao dos filmes (analise de XPS)
Figura 22 — Porcentagem atémica de espécies constituintes dos filmes em funcéo da

proporcgéo de argonio (Par) na fase plasma.
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A Figura 22 mostra as propor¢cdes atdmicas das espécies que compdem o filme
como uma funcdo de Pa. Como tais resultados foram obtidos por XPS, hidrogénio
nao foi contabilizado nos céalculos. Muito embora nitrogénio nao seja
deliberadamente introduzido no reator, ele aparece como um contaminante em
baixas proporcdes, exceto para os filmes depositados com P, de 30 e 70%. Nota-se
que a proporcéao de C, [C], é de cerca de 40% nos filmes depositados com P, de O e
15% sofrendo queda acentuada quando a proporcao de Ar é ainda mais aumentada.
Valores substancialmente reduzidos para as propor¢des de organicos foram obtidos
para Par de 30 e 70%. Quando se avalia o comportamento da curva relacionada a

proporcao de oxigénio, [O], nota-se um comportamento quase exatamente oposto ao
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da curva de [C]. Além disto, ha aumento progressivo na proporcdo de Si, [Si], com
Par até 30% contribuindo com a tendéncia em [C].

A partir destes resultados e, sem considerar o hidrogénio que certamente esta
presente, principalmente quando menores proporcbes de Ar sado utilizadas,
determinou-se a férmula quimica de cada uma das diferentes estruturas. Os
resultados sdo apresentados na Tabela 1, mostrando a reducdo do carbono e
aumento do oxigénio.

Tabela 1- Estrutura molecular dos filmes depositados em resina acrilica.

Filme Estrutura molecular
0% Ar Si101,61C2,03

15%Ar Si101.13C1 47

30%Ar Si101,86Co,12

50%Ar Si101,7Co,67

70%Ar Si101,81Co,23
5.1.1.5FTIR

Figura 23 — Espectros de infravermelho de filmes depositados a partir de plasmas de

HMDSO contendo diferentes proporc¢des de argénio no plasma.
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Considerando-se o espectro do filme preparado com 0% de Ar, notam-se
bandas caracteristicas de materiais depositados a partir de plasmas de HMDSO
[Vautrin-Ul et al.***, 2000; Rangel et al.?®, 2012; Lopes et al.>°, 2012]. Essas incluem
as absorcdes relacionadas ao movimento de estiramento (2961 e 2940 cm™) e de
deformacéo (1405 cm™) de grupos C-H alifaticos, de deformacéo de CH, em grupos
metilsilil (1254, 1021, 794 cm™), de estiramento simétrico (1100 cm™) e assimétrico
(1020 cm™ ) de ligacdes Si-O em Si-O-Si e de estiramento (2100-2250 cm™) e
deformacéo (685 cm™) de ligacdes Si-H. Quando argdnio foi introduzido no plasma
(observando a curva 15% Ar), nota-se maior incorporacdo de grupos hidroxilas (~
1600 e 3350 cm™). Grupos metil alifaticos, normalmente revelados pela banda em
torno de 3000 cm™, ndo sdo mais evidentes quando proporcdes de argbnio maiores
que 15% sdo empregadas. Também ndo sdo mais tdo evidentes grupos metilsilil
(~1260 cm™), confirmando a deplecdo de C-H da estrutura. O funcional Si-H,
caracterizado pela banda em torno de 2100 cm™ ndo é mais incorporado na

estrutura.
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Tabela 2- Numeros de ondas, atribuicdes e grupos de filmes depositados a partir de

plasmas de HMDSO.

Numero de ondas (cm™) Atribuicdes Grupos

685 Si-Hy, Guruvenket et al.**, 2010

794 v Si-C Si(CHa), Guruvenket et al.**, 2010

1020, 1021, 1100 v Si-0 Si-O-Si Gengenbach et al.*°, 1999
Choudhury et al.", 2010

1254, 1260 9 C-Hs Si(CHa)x Rao et al.*®, 2010
Vautrin-Ul et al."**, 2000

1405 9 C-H Si(CHa)x Rao et al.*®, 2010

1600 O-H Free Water Vautrin-Ul et al.***, 2000

2100, 2250 vSi-H Gengenbach et al.*’, 1999
Scheinmann et al.***, 1970

2961, 2940 v C-H CHs e CH, Ricci et al.*®, 2011

3350 vO-H Si-OH Choudhurry et al.'®, 2010
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5.1.1.6 Rugosidade
Figura 24 — Rugosidade dos filmes em funcdo da proporcdo de argbnio (Par) na

mistura de gases.
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De acordo com os dados da Figura 24, nota-se que o tratamento a plasma
diminuiu, em qualquer uma das condicbes empregadas, a rugosidade da superficie
da resina acrilica (0,27 + 0,01 pm). Para o filme depositado sem a incorporacao de
Ar no plasma, a rugosidade foi substancialmente maior (aproximadamente quatro

vezes) que a obtida quando Ar estava presente na atmosfera de tratamento.
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5.1.1.7 Anélises de MEV

Na Figura 25, pode-se observar uma camada dos filmes depositados em toda a
superficie nos corpos de prova de resina acrilica tratados a plasma, com a presenca
de pequenos granulos, principalmente na estrutura do filme 0% Ar (Fig 25c e 25d).
Pode-se observar, ainda, que conforme a proporcdo de Ar aumenta, ha menor
formacdo de granulos (Figuras 25c a 25I). De forma geral, os filmes promoveram

recobrimento de toda a superficie dos corpos de prova de resina acrilica.



Figura 25 — Micrografias das superficies de resina acrilica sem filme (controle) e com

deposicao dos filmes de HMDSO e Ar, avaliados no estudo.
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5.1.1.8 Formacéo de Biofilme de C. albicans
5.1.1.8.1 Sem pré-condicionamento em saliva
Tabela 3 — Valores em UFC/mL e porcentagem (%) de crescimento de C. albicans

em filmes depositados em superficie de resina acrilica.

Filmes
Corpo controle 0% Ar 15% Ar 30% Ar 50% Ar 70% Ar
de % % % % %
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
prova UFC/mL cresc. cresc. cresc. cresc. cresc.
1 4,7x10° 1,6 x10° 36 1,7 x10° 38 1,1 x10° 24 3,5 x10° 81 3,9 x10° 90
2 4,1x10°  1,4x10° 32 1,9 x10° 43 1,1 x10° 26 4,0 x10° 92 3,7 x10° 86
3 4,2 x10°  1,3x10° 29 1,4 x10° 31 1,4 x10° 31 4,3 x10° 99 4,3 x10° 100
4 4,4x10°  1,4x10° 33 1,8 x10° 41 1,5 x10° 34 4,0 x10° 94 4,2 x10° 98
5 4,3x10°  1,9x10° 45 1,2 x10° 28 1,1 x10° 26 4,3 x10° 100 4,1 x10° 95
6 4,1x10°  1,1x10° 26 2,0 x10° 46 1,5 x10° 35 4,5 x10° 106 4,3 x10° 100
7 4,0x10°  1,5x10° 37 1,8 x10° 43 1,4 x10° 34 4,0 x10° 99 4,5 x10° 112
8 4,3x10° 1,5x10° 37 1,7 x10° 42 1,2 x10° 30 4,1 x10° 102 3,9 x10° 97
9 3,9x10°  2,0x10° 50 1,9 x10° 47 1,7 x10° 42 4,4 x10° 109 4,2 x10° 104
Média  4,2x10°  1,5x10° 36 1,7 x10° 40 1,3 x10° 31 4,1 x10° 98 4,1 x10° 98
DP 0,2x10° 0,3 x10° 7 0,3 x10° 6 0,2 x10° 6 0,3 x10° 8 0,2 x10° 8

A Tabela 3 ilustra os resultados de UFC/mL e em porcentagem %% 2% 72132 Qg

valores de UFC/mL dos corpos de prova controle (sem deposicao de filmes) foram
considerados como 100%. Os resultados mostram que para os filmes 0% Ar, 15% Ar
e 30% Ar, a formacao de biofilme de C. albicans foi menor que o controle (100%),
com médias de 36%, 40% e de 31%, respectivamente. J& para os filmes 50% Ar e
70% Ar, nao foi detectada reducédo na formacéo do biofilme.
5.1.1.8.2 Com Pré-Condicionamento em Saliva

Na tabela 4, pode-se observar que, para os filmes 0% Ar, 15% Ar e 30% Ar 0s
valores foram similares (em média, 96%, 86% e 91%, respectivamente) e proOXimos
ao do controle (considerado como 100%). Os valores obtidos com os filmes 50% Ar
e 70% Ar (em média, 79% e 77, respectivamente) foram menores que os dos

demais.
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Tabela 4 — Valores em UFC/mL e porcentagem (%) de crescimento de C. albicans
em filmes depositados em superficie de resina acrilica, apdés o armazenamento em

saliva.

Filme

Corpo Controle 0% Ar 15% Ar 30% Ar 50% Ar 70% Ar

‘prova UFC/mL UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc.

1 1,1 x10" 1,510’ 109 1,3 x10’ 94 1,4 x10' 101 1,1 x10’ 79 1,0 x10’ 75
1,5x10° 1,4 x10’ 105 1,1 x10" 83 1,5 x10" 109 1,2 x10’ 86 1,1 x10’ 79
1,5x10° 1,5x10’ 109 1,3 x10" 94 1,3 x10’ 96 1,2 x10’ 86 1,1 x10’ 79
1,6 x10° 1,3 x10’ 93 1,2 x10" 82 1,4 x10" 96 1,1 x10" 75 1,2 x10’ 82
1,4x10" 1,3x10’ 89 1,2 x10’ 82 1,2 x10’ 86 1,0 x10’ 71 1,1 x10’ 75
1,3x10° 1,4 x10’ 96 1,1 x10’ 75 1,1 x10’ 79 1,3 x10’ 89 1,0 x10’ 71
1,3x10°  1,3x10’ 87 1,3 x10" 87 1,2 x10’ 80 1,1 x10" 77 1,1 x10’ 77
1,4x10"  1,2x10’ 84 1,3 x10" 87 1,3 x10" 87 1,0 x10’ 70 1,1 x10’ 73
9 1,7x10°  1,3x10’ 91 1,3 x10’ 87 1,2 x10’ 80 1,1 x10’ 73 1,2 x10’ 80
Média 1,4x10° 1,3x10’ 96 1,2 x10’ 86 1,3 x10" 91 1,1 x10’ 79 1,1 x10’ 77
DP  0,2x10" 0,1x10’ 9 0,1 x10’ 6 0,1x10’ 11 0,8 x10' 7 0,6 x10° 4

o N OO O b~ WN

5.1.2 Filmes hidrofilicos (pos-tratamento com Oy)
5.1.2.1 Espessura

Os resultados da medida de espessura demonstraram que, ap0s o tratamento
com o plasma de oxigénio, ndo houve alteracdo do filme anteriormente depositado e,
dessa forma, a espessura inicial foi mantida.
5.1.2.2 Angulo de Contato

Da mesma forma que para os filmes sem pdés-tratamento depositados sobre os
corpos de prova de resina acrilica, para os filmes hidrofilicos também foram
realizadas mensura¢des dos angulos de contato apds a deposicéo (0 dias) e apos 7
dias, anteriormente aos testes microbiologicos. Os resultados estédo apresentados na

Figura 26.
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Figura 26 — Angulo de contato dos filmes hidrofilicos em funcéo da proporcdo de

Argbnio na mistura de gases apos deposicao e apos 7 dias.
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5.1.2.3 Composicao dos filmes (analise de XPS)

Figura 27 — Porcentagem atbmica (%) para os filmes estudados (0% Ar, 15% Ar e

30% Ar) apoés tratamento com plasma de O,.
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Tabela 5- Estrutura molecular dos filmes estudados, submetidos ou ndo aos pos-

tratamento com O,.

Filme Estrutura molecular
0% Ar Si101,61C2,03
15%Ar Si101,13C1 .47
30%Ar Si101,86Co,12
0% Ar/O, Si101,01Co .48
15%Ar/O, Si101,87Co,34
30%Ar/O, Si101,86Co,12

A Figura 27 mostra as propor¢cdes atdmicas das espécies que compdem o filme
como uma funcdo de Par. Como tais resultados foram obtidos por XPS, hidrogénio
nao é contabilizado nos calculos. Da mesma forma, 0 nitrogénio pode aparecer
como um contaminante, porém para todos os filmes com pés-tratamento de O, a
proporcao foi zero. Nota-se que a proporcao de C, [C], € de cerca de 15% nos filmes
depositados com P, de 0% e de 15%, sofrendo queda quando a proporcdo de Ar &
30%. Quando se avalia o comportamento da curva relacionada a proporcédo de
oxigénio, [O], nota-se um comportamento quase oposto ao da curva de [C]. Além
disso, a proporc¢ao de Si, [Si], é por volta de 30% para os trés filmes avaliados.

A partir desses resultados determinou-se a formula quimica de cada uma das
diferentes estruturas. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5 mostrando o

aumento do oxigénio e a reducao do carbono.
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5.1.2.4 Espectros de infravermelho - FTIR

A Figura 28 apresenta os espectros obtidos nas analises em FTIR. Nota-se que

as alteracdes produzidas pelo tratamento em plasmas de oxigénio ndo foram

percebidas nos espectros de infravermelho dos filmes, uma vez que esses nao

apresentam alteracdes substanciais.

Figura 28 — Espectros de infravermelho de filmes depositados sobre resina a partir

de HMDSO contendo diferentes propor¢cdes de argbnio no plasma e com poés

tratamento de oxigénio.
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5.1.2.5 Rugosidade
Figura 29 — Médias e desvios padrao (DP) dos valores de rugosidade (um) dos

filmes hidrofilicos em superficie de resina acrilica.
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Observando a Figura 29 pode-se verificar que as meédias de rugosidade das
superficies dos corpos de prova de resina acrilica, apés a deposicdo dos filmes
hidrofilicos, foram baixas (0% Ar/O, — 0,02 yum = 0,01; 15% Ar/O, — 0,02 ym £ 0,01 e

30% Ar/O, — 0,01 ym £ 0,01) e menores que a dos corpos de prova sem tratamento.



5.1.2.6 Analises de MEV

Figura 30 — Micrografias das superficies de resina acrilica com deposicao dos filmes

de HMDSO/Ar e pés-tratamento com O, avaliados no estudo.
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f-15% Ar/O2 (aumento de 5.000)

g - 30% Ar/O2 (aumento de 500)

h - 30% Ar/O2 (aumento de 5.000)

Na Figura 30, pode-se observar

(caracteristicos do filme de HMDSO) para o filme 0% Ar/O, (Fig 30c e 30d). A

a presenca de pequenos granulos
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quantidade de granulos para todos os filmes foi menor, quando comparada aquela
dos filmes depositados nas mesmas condi¢cdes e ndo submetidos ao pos-tratamento

(Figura 25).

5.1.2.7 Formacéo de Biofilme de C. albicans
5.1.2.7.1 Sem pré-condicionamento em saliva

Da mesma forma que para os filmes hidrofobicos, os resultados estédo
apresentados em UFC/mL e em % de crescimento na Tabela 6. Para esses ultimos
resultados, os valores de UFC/mL dos corpos de prova controle (sem tratamento)

foram considerados como 100% de crescimento.

Tabela 6 - Valores de UFC/mL e porcentagem (%) de crescimento de C. albicans em

filmes depositados em superficie de resina acrilica e submetidos ao pds-tratamento

com Oa.
Filme
Corpo de Controle 0% Ar/O2 15% Ar/Oz 30% Ar/O;

prova UFC/mL UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc.
1 4,7 x10° 5,0 x10° 116 6,4 x10° 148 5,7 x10° 131
2 4,1 x10° 5,7 x10° 132 5,7 x10° 131 5,6 x10° 130
3 4,2 x10° 5,8 x10° 133 6,0 x10° 138 6,3 x10° 146
4 4,4 x10° 5,2 x10° 122 5,7 x10° 134 5,7 x10° 134
5 4,3 x10° 5,9 x10° 139 5,0 x10° 117 5,5 x10° 129
6 4,1 x10° 6,1 x10° 144 6,1 x10° 144 6,5 x10° 153
7 4,0 x10° 5,6 x10° 139 6,0 x10° 149 5,8 x10° 144
8 4,3 x10° 5,1 x10° 127 5,0 x10° 123 5,8 x10° 144
9 3,9 x10° 6,1 x10° 150 6,1 x10° 151 6,4 x10° 157

Média 4,2 x10° 5,6 x10° 134 5,8 x10° 137 5,9 x10° 141

DP 0,2 x10° 0,4 x10° 11 0,5 x10° 12 0,4 x10° 10
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E possivel observar que ndo houve reducdo na formacdo de biofilme de C.
albicans para todos os filmes hidrofilicos avaliados (HMDSO+0O,, Ar 15%+0, e Ar

30%+ Oy).

5.1.2.7.2 Com Pré-condicionamento em Saliva

Os resultados obtidos de formacdo de biofilme para os fiimes de HMDSO
submetidos ao pos-tratamento com O, e pré-condicionados em saliva estédo
apresentados na Tabela 7, tanto em UFC/mL como em % de crescimento. Os
valores de UFC/mL dos corpos de prova controle (sem tratamento) foram

considerados como 100% de crescimento.

Tabela 7 - Valores de UFC/mL e porcentagem (%) de crescimento de C. albicans em
filmes depositados em superficie de resina acrilica e submetidos ao pds-tratamento

com O, ap6s 0 armazenamento em saliva.

Filme
Corpode  Controle 0% Ar/O2 15% Ar/O> 30% Ar/O;

prova UFC/mL UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc.
1 1,1 x10° 1,1 x10’ 83 1,2 x10’ 90 1,2 x10’ 90
2 1,5 x10’ 1,2 x10’ 86 1,3 x10’ 94 1,3 x10’ 94
3 1,5 x10’ 1,3 x10’ 94 1,1 x10’ 83 1,3 x10’ 96
4 1,6 x10’ 1,1 x10’ 75 1,3 x10’ 89 1,1 x10’ 75
5 1,4 x10’ 1,0 x10’ 68 1,1 x10’ 75 1,0 x10’ 71
6 1,3 x10’ 1,3 x10’ 93 1,2 x10’ 82 1,1 x10’ 79
7 1,3 x10’ 1,3 x10’ 91 1,3 x10’ 91 1,1 x10’ 77
8 1,4 x10’ 1,1 x10’ 73 1,2 x10’ 84 1,1 x10’ 77
9 1,7 x10’ 1,3 x10’ 87 1,4 x10’ 94 1,1 x10’ 73

Média 1,4 x10’ 1,2 x10’ 83 1,2 x10’ 87 1,1 x10’ 81

DP 0,2 x10’ 0,1 x10’ 9 1,0 x10’ 6 0,1 x10’ 10
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A Tabela 7 mostra que houve pouca reducéo no crescimento de C. albicans para
todos os filmes hidrofilicos estudados (HMDSO/O, - 83%, Ar 15%/O;, - 87% e Ar
30%/0; - 81%, em média).
5.1.2.8 Hidrofobicidade celular

O valor médio do angulo de contato da C. albicans foi 42,17° (= 2,70), indicando

superficie celular hidrofilica.

5.2 Filmes de HMDSO Formados na Superficie de Titanio

5.2.1 Angulo de Contato

Da mesma forma que para os filmes depositados na superficie de resina acrilica
também foram realizadas mensuracdes dos angulos de contato logo apés a
deposicédo e 7 dias apds, anteriormente aos testes microbioldgicos. Os valores dos
angulos de contato obtidos, tanto para os filmes hidrofébicos como para os

hidrofilicos, estédo apresentados na Figura 30.
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Figura 30 — Médias e desvios padrédo (DP) dos valores de angulos de contato dos

filmes depositados na superficie do titanio.
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Os resultados da Figura 30 evidenciam que os angulos de contato,
mensurados apos a deposicdo dos filmes de HMDSO puro (0% Ar) e o de Ar 15%
apresentaram, em média, valores de 82,90°+ 3,66 e 79,60° + 2,28, respectivamente,
tendo sido maiores que aqueles observados apds o tratamento com plasma de O,
que foram iguais a zero. Apés 7 dias, ndo houve alteracdo nos angulos de contato
dos filmes 0% Ar (81,96 ° + 2,76) e 15% Ar (77,51° £ 2,08), enquanto aqueles
submetidos ao pés-tratamento apresentaram aumento nos valores (médias de
34,92°+ 2,83 para o filme 0% Ar/O, e de 37,61°+ 1,94 para o filme 15% Ar/O,). Para
todos os filmes avaliados, ndo houve diferencas entre os angulos de contato em

funcao da variacdo na proporcao de Ar.
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5.2.2 Energia livre de superficie
Figura 31 — Componentes polar, Ep, e dispersiva, Ep, bem como a total, Er, da

energia de superficie dos filmes depositados em fungcédo da proporcao de argdnio no

plasma.
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Os resultados de energia livre de superficie para os filmes 0% Ar e 15% Ar
depositados sobre o titanio sdo apresentados na Figura 31 em funcdo de Pa.
Considerando-se os valores de energia total (Et), componente polar (Ep) e

dispersiva (Ep), ndo ha aumento quando a proporcéo de Ar é aumentada.

5.2.3- Composicéao dos filmes (anéalise de XPS)

A Figura 32 mostra as propor¢cdes atdmicas das espécies que compdem o filme
como uma funcdo de Pa.. Considerando-se que os resultados foram obtidos por
XPS, o hidrogénio ndo é contabilizado nos calculos. Pode-se observar que a
proporcao de C, [C], é de cerca de 40% nos filmes depositados com Pa, de 0 e 15%.

Quando se avalia o0 comportamento da curva relacionada a proporcdo de oxigénio,
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[O], nota-se que ndo houve diferenca para as diferentes P, avaliadas. Além disso, a
proporcao de Si, [Si], € praticamente igual a do [O] e também nao teve variacao
entre a P, de 0 e 15%.

Figura 32 — Grafico da porcentagem atomica (%) para os filmes estudados (0 e 15%

Ar).
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Figura 33 — Grafico da porcentagem atdmica (%) para os filmes estudados (0 e 15%

Ar) apos tratamento com plasma de O..
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A Figura 33 mostra as proporcdes atdbmicas das espécies que compdem 0s
filmes com pos-tratamento de O, como uma funcdo de Pa. Como tais resultados
foram obtidos por XPS, hidrogénio ndo € contabilizado nos calculos. Da mesma
forma o nitrogénio, que pode ser um contaminante, teve valor igual a zero para o
filme 0% Ar/O, e proximo de zero para o filme 15% Ar/O,, mostrando que, mesmo
para esse filme, houve pouca contaminacédo do plasma com ar atmosférico. Verifica-
se que a proporcao de C, [C], diminui em funcdo da Pa.. O inverso ocorre com a
proporcao de [O], que € aumentada quando aumenta a Pa,, indicando que o [C] esta
sendo substituido por oxigénio na estrutura. Além disso, a proporcdo de Si, [Si], é
por volta de 30% para os dois filmes avaliados.

Da mesma forma que para a analise dos filmes depositados em resina acrilica,
determinou-se a formula quimica de cada uma das diferentes estruturas, sem

considerar o hidrogénio. Os resultados sdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8- Estrutura molecular dos filmes estudados.

Filme Estrutura molecular
0% Ar Si100,97C1,70
15%Ar Si100,94C1,70
0%Ar/O; Si101,68Co,50
15%Ar/02 Si103,89C0,24

5.2.4 Espectros de infravermelho - FTIR

Da mesma forma que para os filmes depositados em resina acrilica, para os
filmes depositados na superficie de titanio, também foram observadas as absorcoes
relacionadas ao movimento de estiramento (2961 e 2940 cm™) e de deformac&o
(1405 cm™) de grupos C-H alifaticos, de deformacéo de CHyx em grupos metilsilil
(1254, 1000, 794 cm™), de estiramento (2250 cm™) e deformacdo (685 cm™ ) de
ligacdes Si-H (Figura 34). Observando a curva 15% Ar, nota-se que ao introduzir
argonio no plasma, houve alteracéo na cinética de deposi¢cdo, modificando o filme e,
consequentemente, as caracteristicas do espectro. Verifica-se maior incorporacao
de grupos hidroxilas (~ 1670 e 3350 cm™).

As alteracOes produzidas pelo tratamento em plasmas de oxigénio ndo foram
percebidas nos espectros de infravermelho dos filmes, uma vez que esses nao

apresentam alteracdes substanciais.



Figura 34 — Espectros de infravermelho de filmes depositados

de HMDSO contendo diferentes propor¢cdes de argbnio no

tratamento de oxigénio.
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Tabela 9 - NUmeros de ondas, atribuicbes e grupos de filmes depositados sobre

titanio polido a partir de plasmas de HMDSO.

NUmero de ondas (cm™) Atribuicdes Grupos

665 Si-Hy, Guruvenket et al.**, 2010

794 v Si-C Si(CHa), Guruvenket et al.**, 2010

1000 v Si-O Si-O-Si Gengenbach et al.*’, 1999
Choudhury et al.**, 2010

1254, 1260 9 C-Hs Si(CHa)x Rao et al.*®, 2010
Vautrin-Ul et al."**, 2000

1405 9 C-H Si(CHa)x Rao et al.*®, 2010

1670 O-H Free Water Vautrin-Ul et al.***, 2000

2250 vSi-H Gengenbach et al.*’, 1999
Scheinmann et al.***, 1970

2961, 2940 v C-H CHs e CH, Ricci et al.*”®, 2011

3350 vO-H Si-OH Choudhurry et al.'®, 2010
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5.2.5 Rugosidade
Figura 35 — Médias e desvios-padréao da rugosidade (um) dos filmes depositados na

superficie do titanio.
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Pela Figura 35, observa-se que, da mesma forma que para a resina acrilica, as
meédias de rugosidade das superficies dos corpos de prova de titanio, apos a
deposicao dos filmes, foram menores que as do controle (sem filmes). Os valores
dos filmes 0% Ar (0,07 um + 0,01), 15% Ar (0,05 ym = 0,01), 0%Ar/O, (0,06 ym =

0,01) e 15% Ar/O; (0,05 um = 0,01) foram similares.

5.2.6 MEV

A Figura 36 mostra que todos os filmes resultaram em superficies mais
regulares, em relacdo as superficies controles (36a e 36b). De forma geral,
observam-se poucas estruturas granulares nos filmes depositados na superficie do

titanio.
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Figura 36 — Micrografias das superficies de titdnio com deposi¢cdo dos filmes de

HMDSO, Ar e pos-tratamento com O, avaliados no estudo.
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5.2.7 Formacéao de biofilme de P. gingivalis
5.2.7.1 Sem Pré-condicionamento em saliva

Na Tabela 10 estdo apresentados o0s resultados obtidos nos testes
microbiolégicos. Da mesma forma que para os corpos de prova de resina acrilica, os
resultados estdo apresentados em UFC/mL e % de crescimento. Para esses
resultados, os valores de UFC/mL dos corpos de prova controle (sem tratamento)

foram considerados como 100% de crescimento.

Tabela 10 - Valores de UFC/mL e porcentagem (%) de crescimento de P. gingivalis

em filmes depositados nos corpos de prova de titanio.

Corpo de
prova Filme
Controle 0% Ar 15% Ar 0% Ar/O; 15% Ar/O,
UFC/mL UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc.
1 1,6 x 10° 0,8 x 10° 54 0,9 x 10° 61 1,4 x 10° 100 1,2 x 10° 100
2 1,4 x 10° 0,7 x 10° 50 0,8 x 10° 54 1,4 x 10° 96 1,3 x10° 89
3 1,3x10° 0,8 x 10° 57 0,8 x 10° 57 1,3x10° 93 1,3 x10° 86
4 1,6 x 10° 0,9 x 10° 62 0,8 x 10° 54 1,3x10° 94 1,0 x 10° 72
5 1,1 x10° 0,8 x 10° 54 0,9 x 10° 65 1,2 x 10° 83 1,0 x 10° 72
6 1,4 x 10° 1,0 x 10° 69 0,1 x 10° 80 1,3 x 10° 94 1,3 x 10° 90
7 1,6 x 10° 1,0 x 10° 74 0,7 x 10° 55 1,1 x10° 86 1,1 x10° 82
8 1,1 x10° 0,1 x 10° 78 0,8 x 10° 58 1,0 x 10° 74 1,0 x 10° 74
9 1,2 x 10° 1,0 x 10° 74 1,0 x 10° 74 1,2 x 10° 90 0,9 x 10° 70
Média 1,4 x 10° 0,9 x 10° 64 0,8 x 10° 62 1,2 x 10° 90 1,1 x10° 82
DP 0,2 x 10° 0,1 x 10° 10 0,1 x 10° 9 0,1 x 10° 8 0,2 x 10° 10

Analisando os resultados apresentados na Tabela 10, pode-se observar reducao
na formacéao de biofilme de P. gingivalis nos corpos de prova tratados com os filmes
mais hidrofdbicos (0 e 15% Ar), os quais apresentaram valores, em média, de 64% +
10 e 62% = 9, respectivamente. Para os filmes hidrofilicos, houve menor reducéo na
formacdao de biofilme, tendo sido, em média, de 90 £ 8 para o filme 0% Ar/O, e de 82

+ 10 para o filme 15% Ar/O..



5.2.7.2 Com pré-condicionamento em saliva
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Tabela 11 - Valores de UFC/mL e porcentagem (%) de crescimento de P. gingivalis

em filmes depositados nos corpos de prova de titanio, apos armazenamento em

saliva.
Filme
Controle 0% Ar 15% Ar 0% Ar/O; 15% Ar/O;
Corpo de prova UFC/mL UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc.
1 1,1x10°  7,5x10° 73 6,0 x 10° 58 6,0 x 10° 58 6,0 x 10° 58
2 1,1x10° 6,5x10° 63 5,5 x 10° 53 6,5 x 10° 63 6,5 x 10° 63
3 1,0x10° 8,0x10° 77 6,5 x 10° 63 7,0 x 10° 68 5,5 x 10° 53
4 1,2x10°  6,5x10° 58 5,5 x 10° 49 7,0 x 10° 63 7,5 x 10° 67
5 1,2x10° 55x10° 49 5,5 x 10° 49 6,0 x 10° 54 7,0 x 10° 63
6 1,1x10°  6,0x10° 543 6,5 x 10° 58 6,5 x 10° 58 7,0 x 10° 63
7 1,0x10°  6,0x10° 56 7,0 x 10° 66 6,5 x 10° 61 5,5 x 10° 52
8 1,2x10°  7,0x10° 66 5,5 x 10° 52 7,0 x 10° 66 5,5 x 10° 52
9 1,1x10° 6,5x10° 61 6,5 x 10° 61 5,5 x 10° 52 5,5 x 10° 52
Média 1,1x10° 6,6 x10° 62 6,1 x 10° 57 6,4 x 10° 60 6,2 x 10° 58
DP 0,1 x10’ 0,8 x 10° 9 0,6 x 10° 6 0,5x 10° 5 0,8 x 10° 6

Os resultados obtidos para 0s corpos

de prova de titanio que foram preé-

condicionados em saliva estdo apresentados na Tabela 11, tanto em UFC/mL como

em % de crescimento, considerando-se os valores de UFC/mL dos corpos de prova

controle (sem tratamento) como 100%. Houve reducdo na formacédo de biofilme,

tendo sido os valores, em média, similares entre os filmes hidrofobicos e hidrofilicos

(0% Ar — 62% = 8; 15% Ar —57% * 6; 0% Ar/O, — 60 % + 5; 15% Ar/O,— 58% = 6).
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5.3 Filmes de HMDSO Formados na Superficie de Zirconia
5.3.1 Espessura

O filme 15% Ar depositado na superficie da zircénia teve espessura de 0,32 um
(x0,02), como ilustra a Figura 37. Quando o filme recebeu o pdés-tratamento de O,
(15% Ar/O;), nao houve formacao de degrau, evidenciando que espessura inicial foi

mantida.

Figura 37 — Médias e desvios-padrdo da espessura (um) dos filmes depositados na

superficie da zirconia.
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5.3.2 Angulos de contato

Figura 38 — Médias e desvios padréo (DP) dos valores de angulos de contato dos

filmes depositados na superficie da zirconia.
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Como ilustra a Figura 38, apos a deposicédo do filme 15% Ar na superficie da
zircbnia a angulo de contato foi 106,90° (+x2,33), mostrando ser um filme hidrofébico.
Essa hidrofobicidade foi mantida apds 7 dias (antes dos testes microbiolégicos)
(105,22° +1,51). Com o pés-tratamento de O, o filme apresentou caracteristica
hidrofilica (zero). Apos 7 dias, o filme 15% Ar/O, apresentou aumento do angulo de

contato (33,33 +1,55).
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5.3.3 Energia livre de superficie
Figura 39 — Componentes polar, Ep, e dispersiva, Ep, bem como a total, Er, da

energia de superficie do filme depositado em zirconia.
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Os resultados de energia livre de superficie estdo apresentados na Figura 39.
Considerando-se os valores de energia total (Et), componente polar (Ep) e
dispersiva (Ep), a Ep € menor que a Ep e a energia total estd mais relacionada com a

componente dispersiva.

5.3.4 Composicao dos filmes (analise de XPS)

As Figuras 40 e 41 mostram as propor¢cdes atbmicas das espécies que compdem
os filmes 15% Ar e 15% Ar/O,, respectivamente. Como tais resultados foram obtidos
por XPS, hidrogénio ndo € contabilizado nos calculos. Da mesma forma, o nitrogénio
apresentou valor igual a zero para os dois filmes, mostrando que n&do houve
contaminacgéo do plasma com ar atmosférico. Pode-se observar que a proporcéo de
C, [C], € maior para o filme 15% Ar (cerca de 40%) que para aquele submetido ao

pos-tratamento de O,, que apresentou cerca de 20% de C, [C]. A proporgéo de O,
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[O] e Si, [Si] sdo praticamente iguais para o filme hidrofébico. J& para o filme
hidrofilico, as propor¢cdes de C, [C] e Si, [Si] s@o praticamente as mesmas. A Tabela
12 mostra as estruturas moleculares, calculadas para cada filme depositado,

mostrando a reducao do carbono e aumento do oxigénio.

Figura 40 — Grafico da porcentagem atdmica (%) para o filme estudado (15% Ar).

4 o nm
]

60

40

20

Porcentagem atémica (%)

14 16
Proporcao Ar

Figura 41 — Grafico da porcentagem atomica (%) para o filme estudado (15% Ar)
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Tabela 12- Estrutura molecular dos filmes estudados

Filme Estrutura molecular
15%Ar Si101C1,75
15%Ar/O, Si102,10C1,05

5.3.5 Espectros de infravermelho - FTIR

Similar ao que foi observado para os filmes depositados em resina acrilica e
titnio, a figura 42 mostra que os filmes depositados na superficie da zirconia
também apresentaram as absorcdes relacionadas ao movimento de estiramento
(2960 e 2940 cm™) de grupos C-H alifaticos, de deformacdo de CH, em grupos
metilsilil (1260, 794 cm™) de estiramento assimétrico (1022 cm™ ) de ligacdes Si-O
em Si-O-Si e deformac&o (665 cm™) de ligacdes Si-H.

Nota-se que as alteracdes produzidas pelo tratamento em plasmas de oxigénio
nao foram percebidas no espectro de infravermelho do filme, uma vez que esses

nao apresentam alteracfes substanciais.
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Figura 42 — Espectros de infravermelho de filmes depositados sobre zirconia a partir

de HMDSO contendo argbnio no plasma, sem e com pos-tratamento de oxigénio.
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Tabela 13 - Numeros de ondas, atribuicdes e grupos de filmes depositados a partir

de plasmas de HMDSO.

Numero de ondas (cm™) Atribuicdes Grupos

665 Si-Hy, Guruvenket et al.**, 2010

794 v Si-C Si(CHa), Guruvenket et al.**, 2010

1022 v Si-O Si-O-Si Gengenbach et al.*’, 1999
Choudhury et al.*, 2010

1260 9 C-Hs Si(CHa)x Rao et al.*®, 2010

Vautrin-Ul et al.***, 2000

2960, 2940 v C-H CHs e CH, Ricci et al.®’, 2011
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5.3.6 Rugosidade

Figura 43 — Médias e desvios-padréao da rugosidade (um) dos filmes depositados na
superficie da zirconia.
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A Figura 43 ilustra a rugosidade dos filmes 15% Ar e 15% Ar/O,, que foram,
respectivamente, 0,21 ym + 0,01 e 0,20 um £ 0,01. Os valores foram inferiores ao do

corpo de prova sem tratamento (0,28 um + 0,01).

5.3.7- MEV
A Figura 44 ilustra as micrografias obtidas das superficies da zirconia sem
tratamento (controle 44a e 44b) e com os filmes 15% Ar (44c e 44d) e 15% Ar/O;

(44e e 44f). Nota-se superficie irregular da zirconia (controle) que foi recoberta pelos

filmes depositados.
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Figura 44 — Micrografias das superficies de zircébnia (controle) e com

deposicao do filme de HMDSO/Ar, sem e com pds-tratamento com O,.

a - Controle (aumento 500) b - Controle (aumento 5.000)

c - 15% Ar (aumento 500) d - 15% Ar (aumento 5.000)

e - 15% Ar/O, (aumento 500) f - 15% Ar/O, (aumento 5.000)

5.3.8 Formacéao de biofilme de P. gingivalis

5.3.8.1 Sem pré-condicionamento em saliva
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Tabela 14 - Valores de UFC/mL e porcentagem (%) de crescimento de P. gingivalis

em filmes depositados nos corpos de prova de zirconia.

Corpo de prova Filmes
Controle 15% Ar 15% Ar/O2
UFC/mL UFC/mL % cresc. UFC/mL % cresc.
1 9,5 x 10° 5,5 x 10° 67 7,0 x 10° 86
2 6,5 x 10° 7,0 x 10° 86 6,5 x 10° 80
3 8,5 x 10° 7,5 x 10° 92 7,5 x 10° 92
4 9,5 x 10° 8,5 x 10° 08 8,0 x 10° 92
5 7,5 x 10° 6,5 x 10° 75 8,0 x 10° 92
6 9,0 x 10° 7,5 x 10° 87 7,0 x 10° 81
7 8,0 x 10° 6,5 x 10° 74 8,5 x 10° 96
8 9,0 x 10° 7,0 x 10° 79 7,5 x 10° 85
9 9,5 x 10° 8,0 x 10° 91 6,5 x 10° 74
Média 8,6 x 10° 7.1 x10° 83 7.4 x 10° 86
DP 1,0 x 10° 0,9 x 10° 10 0,7 x 10° 7

A Tabela 14 mostra que, para os corpos de prova tratados com os filmes

avaliados, houve pequena diminuicdo na formacdo de biofilme de P. gingivalis em

relacdo aos corpos de prova controle, com valores meédios de 83% = 10 para o filme

15 % Ar e 86% + 7 para o filme 15% Ar/O,. Os valores foram similares para os filmes

hidrofébico e hidrofilico.

5.3.8.2 Com preé-condicionamento em saliva

Analisando-se os valores em porcentagem, apresentados na Tabela 15, nota-se

que houve diminuicdo na formacdo do biofilme de P. gingivalis quando os filmes

foram depositados na superficie da zirconia em comparacdo aos corpos de prova

controle, consideradas como 100%. Os valores médios foram similares para os dois

filmes: 15% Ar - 66% + 7; 15% Ar/O, - 63% = 6.
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Tabela 15 - Valores de UFC/mL e porcentagem (%) de crescimento de P. gingivalis

em filmes depositados nos corpos de prova de zircOnia, apdés armazenamento em

saliva
Filmes
Corpo Controle 15% Ar 15%Ar/O,
de % %
prova UFC/mL UFC/mL cresc. UFC/mL cresc.
1 12,5 x 10° 7,0 x 10° 60 7,5 x 10° 64
2 11,5 x 10° 8,0 x 10° 69 7,5 x 10° 64
3 11,0 x 10° 7,5 x 10° 64 8,0 x 10° 69
4 15,0 x 10° 1,0 x 10° 75 9,0 x 10° 68
5 14,0 x 10° 1,1 x 10° 79 8,0 x 10° 60
6 11,0 x 10° 8,0 x 10° 60 8,5 x 10° 64
7 14,0 x 10° 8,0 x 10° 62 8,5 x 10° 65
8 13,0 x 10° 9,0 x 10° 69 6,5 x 10° 50
9 12,0 x 10° 7,5 x 10° 58 8,0 x 10° 62
Média 12,7 x 10° 8,4 x 10° 66 7,9 x 10° 63
DP 1,4 x 10° 1,2 x 10° 7 0,7 x 10° 6

5.3.9 Hidrofobicidade celular da P. gingivalis

O valor médio do angulo de contato da P. gingivalis foi 22,8° (= 3,34),

indicando superficie celular hidrofilica.
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Discussao
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6 DISCUSSAO

Em relacdo a espessura dos filmes de HMDSO depositados a plasma na
superficie dos corpos de prova de resina acrilica, foi observado que, quando
pequenas proporc¢des de Ar (Par) foram introduzidas (15%), a espessura da camada
depositada manteve-se praticamente inalterada (Figura 19). Todavia, aumentando-
se Par além de 15% houve tendéncia de reducdo da espessura. Considerando-se
que o tempo de deposicéo, t, foi mantido constante em todos os procedimentos, a
taxa de deposicéo, que é definida como a razdo entre a espessura e t, apresentou a
mesma tendéncia dos valores de espessura. As taxas de deposicdo obtidas neste
trabalho situaram-se entre 13 e 4 nm/min. Para entender o comportamento
observado, deve-se considerar que a incorporacdo de Ar em plasmas aumenta a
atividade do mesmo, ou seja, a descarga torna-se mais reativa e mais energeética
quando argdnio esta presente®®®. Esse aumento na atividade do plasma tem dois
efeitos contrarios sobre a taxa de deposicédo. Primeiramente, aumenta-se o grau de
fragmentacao da molécula do HMDSO, aumentando a disponibilidade de fragmentos
precursores da formacdo do filme, o que tende a acelerar a velocidade de
crescimento. Por outro lado, o aumento na atividade do plasma aumenta a energia
total transferida ao filme pelo bombardeamento i6nico fazendo crescer a taxa de
ejecdo das espécies ja depositadas, pelo procedimento de “sputtering”. Como a
velocidade de crescimento do filme € um balanco entre a taxa de chegada e de
remocao de espécies, atribui-se a queda na espessura com o0 aumento de Pa, ao
crescimento na taxa de “sputtering”. Além disso, tendo em vista que a presséao final
de gases foi mantida constante, com o aumento da P, a propor¢cdo de HMDSO
diminuiu, resultando em queda na disponibilidade de espécies precursoras da

formacédo do filme. Resultados similares foram obtidos no estudo de Vautrin-Ul et
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al.** em 2000, que avaliaram a propor¢éo de HMDSO em funcdo da espessura do

filme, e observaram que filmes mais finos foram obtidos com menores propor¢cdes de
HMDSO. Todos esses efeitos contribuiram para a tendéncia observada.

O filme 15% Ar depositado na superficie da zircbnia, apresentou espessura de
0,32 um (= 0,02) que foi similar a do respectivo filme depositado na superficie da
resina (0,39 um £ 0,06). No presente estudo, com o método utilizado (perfilometria)
nao foi possivel determinar a espessura dos filmes obtidos para o titanio. De
qualquer forma, as demais analises realizadas (angulo de contato, XPS e FTIR)
confirmaram que os filmes avaliados para o titanio foram depositados sobre as
superficies. Além disso, as leituras realizadas em resina acrilica, mostraram que,
utilizando-se a perfilometria, filmes de pequena espessura (0,12 pm para 50% Ar)
puderam ser mensurados.

Neste estudo, alguns dos filmes depositados em todos os materiais avaliados
foram, posteriormente, submetidos ao pos-tratamento em plasma de oxigénio,
visando remover carbono da superficie do filme, por meio do processo de ablacéo
guimica, resultando em algumas monocamadas de SiOx, que sao resistentes ao
ataque do oxigénio e apresentam caracteristicas hidrofilicas. Foi observado, nas
analises em perfildometro dos filmes com pés-tratamento, que ndo houve formacéo
de degrau, evidenciando que a espessura inicial dos filmes foi mantida.

Quanto aos angulos de contato mensurados apds a deposicdo dos filmes em
superficie de resina acrilica (Figura 20), foi possivel observar tendéncia de reducéo
nos valores obtidos quando Par foi aumentada de 0 a 50%. Aumentando-se a
proporcdo de Ar além de 50%, ndo produziu mais alteracbes em 6. Portanto, 0s
resultados demonstraram que, variando-se a proporcdo de argbnio no plasma foi

possivel controlar a molhabilidade/hidrofobicidade dos filmes. Os filmes de HMDSO
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puro e aqueles depositados com menores proporcdes de argdnio (15% e 30%)
proporcionaram valores de angulos de contato maiores que 0s observados em

estudos anteriores™® 28129

para a mesma resina acrilica (cerca de 50° a 60°),
resultando, portanto, em superficies mais hidrofobicas que a do material sem
tratamento. As leituras realizadas apos a deposicdo dos filmes, também mostraram
que, para aqueles depositados com 0% Ar e 15% Ar, as superficies apresentaram-
se hidrofébicas para os trés materiais avaliados (resina, titanio e zirconia).
Entretanto, houve variacdo nos valores médios obtidos (Figuras 20, 30 e 38). A
deposicdo do HMDSO puro proporcionou angulos de contato de 101,9° + 2,54 para
a resina e de 82,90° + 3,66 para o titanio, enquanto os filmes depositados com 15%
de argbnio resultaram em valores de 88,2°+ 5,13 para a resina, 79,60+ 2,28 para o
titanio e 106,90 °+ 2,33 para a zircOnia.

Um aspecto observado neste estudo foi que, apos envelhecimento dos corpos
de prova por 7 dias, para todos os filmes depositados nas superficies dos trés
diferentes materiais, ndo ocorreram alteracdes significativas na molhabilidade dos
corpos de prova (Figuras 20, 30 e 38), evidenciando que os filmes obtidos foram
estaveis quando em contato com a atmosfera.

Para os filmes que foram submetidos ao pos-tratamento de O,, as medidas de
angulo de contato, realizadas apdés o tratamento, evidenciaram caracteristica
hidrofilica (valores iguais a zero) para todos os materiais avaliados. Esses resultados
mostraram que o plasma de O, permite alterar a hidrofobicidade dos filmes
depositados. Isso ocorre devido a variacdo na proporcdo de [O] na estrutura
molecular do filme, conforme demonstrado pelas analises de XPS, que serao
discutidas posteriormente. Os resultados mostraram, ainda, que, para todos os

materiais, apos 7 dias de envelhecimento, os filmes submetidos ao pés-tratamento
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tiveram menor estabilidade. Os valores foram maiores que zero (cerca de 40°, 35° e
30°, para resina, titanio e zircbnia, respectivamente), mostrando, assim, aumento do
angulo de contato (Figuras 26, 30 e 38). E importante salientar, no entanto, que,
mesmo com 0 aumento observado, os valores ainda foram menores que os obtidos
para os respectivos filmes sem pds-tratamento. Assim, a caracteristica de menor
hidrofobicidade (maior molhabilidade) foi mantida apds o periodo estudado (7 dias).

Os resultados de energia livre de superficie dos filmes depositados na superficie
de resina acrilica demonstraram que o0s valores para as componentes polar e
dispersiva apresentaram a mesma tendéncia da energia total (Figura 21). Isso
mostra que a presenca do argbnio no plasma aumentou a afinidade dos filmes tanto
para liquidos polares como para apolares. Além disso, também foi possivel observar
que a energia total para os filmes 0% Ar, 15% Ar e 30% Ar foi mais relacionada a
componente dispersiva, mostrando que esses filmes podem apresentar maior
afinidade para liquidos apolares. Da mesma forma, quando os filmes foram
depositados na superficie de titdnio e da zirconia (Figuras 31 e 39, respectivamente),
foi observado que os valores da componente polar foram menores que os da
componente dispersiva, 0s quais estdo mais proximos aos valores da energia total.
Esses resultados mostram que a energia total estd mais relacionada a componente
dispersiva, mostrando que, da mesma forma que na superficie da resina acrilica, os
filmes depositados em titanio e zirconia podem ser mais receptivos a liquidos
apolares.

Nas analises de XPS dos filmes depositados, para todas as superficies
avaliadas, o hidrogénio néo foi contabilizado nos calculos. Da mesma forma, ainda
gue o nitrogénio nao tenha sido deliberadamente introduzido no reator, ele aparece

como contaminante em baixas propor¢des (Figuras 22, 27, 32, 33, 40 e 41). Isso
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pode ser consequéncia tanto da atmosfera residual presente no reator durante o
procedimento de deposicdo, como também resultado da interacdo de radicais livres
residuais, incorporados na estrutura do filme, com espécies atmosféricas quando o
corpo de prova é exposto ao ar'®.

Para entender os resultados de XPS dos filmes de HMDSO depositados em
resina acrilica deve-se considerar o0 aumento na atividade do plasma com a Pa. A
medida que a Par aumenta, a taxa de fragmentacdo do composto organosilicone
(HMDSO) cresce, afetando a cinética de deposicéo e, dessa forma, a composicao
quimica da estrutura obtida. O mesmo resultado foi observado no trabalho de
Alexander et al.* em 1997, que avaliaram o grau de fragmentacdo do HMDSO em
plasmas com alta e baixa poténcia. Os autores observaram que o aumento da
poténcia produziu maior fragmentacdo do composto organometalico, fazendo
crescer a proporcao de espécies contendo carbono e/ou hidrogénio, de menor peso
molecular, (H, H, CHs, CH4, C;H,, CyH4, C,Hs, C3Hs) na fase plasma. Essas
espécies, assim como os compostos oxidados (CO, CO*, CO,, H,0) (Ricci et al.*®°,
2011), gerados a partir da combinacdo de radicais, sdo removidos do reator pelo
sistema de vacuo e, dessa forma, ndo contribuem efetivamente para o processo de
deposicédo. Nessa situacdo, os filmes sdo formados, principalmente, pela chegada
de moléculas inorganicas de menor peso molecular a superficie. Em outras palavras,
ha uma alteracdo na cinética de crescimento do filme de forma que espécies
organicas, abundantemente incorporadas na estrutura quando o composto nao e
severamente fragmentado, passam a contribuir muito menos quando o mondémero é
muito fragmentado. Esses mecanismos podem explicar ndo somente as alteracdes

de composicdo quimica (Figura 22) como também a queda na taxa de deposicéo

dos filmes (Figura 19). Outro processo que pode ser apontado como responsavel
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pela perda de grupos organicos da estrutura € o bombardeamento i6nico, visto que,
aumentando-se P,, aumenta-se a energia total entregue ao solido por colisbes
iGnicas.

Quando os filmes em resina acrilica receberam o poés-tratamento com oxigénio,
foi observado que, para os filmes depositados com menores Pa, (0% Ar/O; e 15%
Ar/O, — Figura 27) a proporcdo de C [C] foi menor (cerca de 15%) que aquela
verificada para os mesmos filmes sem pods-tratamento (cerca de 40% - Figura 22).
Esses resultados estdo de acordo com o processo de ablacdo quimica do pos-
tratamento, que remove carbono da superficie. O aumento da P, para 30%, também
contribuiu para reduzir as propor¢cdes de organicos, pelos mesmos mecanismos ja
expostos para os filmes depositados em resina acrilica e ndo submetidos ao pos-
tratamento (alteracdo na cinética de deposicdo e na composicdo quimica, e
bombardeamento i6nico). Para os filmes depositados sobre titanio e zirconia, o pos-
tratamento também evidenciou o processo de ablacdo pelo plasma de oxigénio,
reduzindo as propor¢des de carbono (Figuras 32, 33, 40 e 41).

Com base nas andlises em XPS, foram calculadas as estruturas moleculares
dos filmes depositados na superficie da resina acrilica, do titanio e da zircbnia, tendo
sido demonstrado que elas foram semelhantes (Tabelas 1, 8 e 12). Esses resultados
mostraram que a deposicao a plasma dos filmes de HMDSO pelo processo PECVD
foi similar, independentemente do tipo de substrato. Outro aspecto verificado, para
todos os materiais estudados, foi que o pos-tratamento promoveu a substituicdo do
carbono [C] pelo oxigénio [O] na estrutura dos filmes (Tabelas 5, 8 e 12). Dessa
forma, as analises e os calculos das estruturas moleculares mostraram que a
estequiometria dos filmes de HMDSO puro (0% Ar) ou depositados com pequena

proporcdo de argbnio (15% Ar), aproximaram-se mais da estequiometria do
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polidimetilsiloxano (C;HgOSi) que da silica (SiOz). Por outro lado, os filmes
depositados com maiores proporcdes de argdnio na mistura de gases e aqueles
submetidos ao pos-tratamento em plasma de oxigénio, possuem estruturas
moleculares mais proximas da o0xida que da polimérica.

Em relacdo aos resultados de FTIR, de forma geral, os espectros dos filmes
obtidos nas superficies da resina acrilica (Figura 23), titanio (Figura 34) e zircbnia
(Figura 42) foram similares. As bandas observadas na Figura 23 identificam varios
componentes, que sao gerados pela fragmentacdo da molécula precursora pelo
plasma. ReacOes de multiplas etapas na fase plasma também podem contribuir para
a sua formacao, gerando grupos nao caracteristicos da molécula do HMDSO como o
Si-H. Analisando-se esses componentes, nota-se 0 crescimento de uma estrutura
organosilicone, muito semelhante ao polidimetilsiloxano (PDMS). A Figura 23
evidenciou, ainda, que a introducdo de argbnio no plasma, alterou a cinética de
deposicao, modificando o filme e, consequentemente, as caracteristicas do espectro.
Todas essas variagbes demonstradas nas analises de FTIR podem ter sido
intensificadas pela diminuicdo da espessura do filme (Figura 19), mas ndo podem
ser atribuidas exclusivamente a esse aspecto. Portanto, a comparacdo dos
espectros permite afirmar que a estrutura organosilicone (tipo polidimetilsiloxano)
preparada em plasmas contendo somente HMDSO foi transformada em uma
estrutura rica em Oxido de silicio quando argbnio foi adicionado no plasma,
consistentemente com os resultados obtidos por XPS. A elevada propor¢cdo de
grupos metilsilil nos filmes depositados em plasmas contendo 0 e 15% de Ar, explica
seu carater hidrofébico. Muito embora grupos polares Si-O-Si estejam presentes na
estrutura organosilicone, a blindagem eletrostatica (“electrostatic shielding”) causada

pelos grupos metil, ndo polares, reduz seu efeito sobre as moléculas de agua. Por
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outro lado, quando a proporcao de grupos metilsilil € diminuida, o grupo funcional
polar (Si-O-Si) é exposto, tornando a superficie menos hidrofébica.

Para os corpos de prova de resina acrilica (filmes depositados com proporc¢des
de Ar variando de 0 a 70%), ao se correlacionar os resultados de composi¢cao
quimica, estrutura molecular e de molhabilidade, obtidos 7 dias ap0s a deposicao,
nota-se que a reducdo no angulo de contato com o aumento da Pa, € consistente
com a transicdo de uma estrutura hidrofébica, do tipo silicone, para uma menos
hidrofobica, mais rica em Oxido. Todavia, considerando-se a precisdo dos resultados
obtidos por XPS (20%) era esperado que a concentracdo de grupos polares
contendo oxigénio e, consequentemente, o angulo de contato dos filmes
depositados com P, maior que 30% fossem praticamente os mesmos. Avaliando-se
a Figura 20, nota-se que a molhabilidade € similar somente para os filmes
preparados com 50 e 70% de Ar no plasma. Ja o filme depositado com Pa, de 30%
difere substancialmente das demais, indicando que a composi¢ao quimica ndo é o
unico fator influenciando os resultados.

As analises de FTIR dos filmes de resina (Figura 28), titanio (Figura 34) e
zirconia (Figura 42) que foram submetidos ao pos-tratamento mostraram que néo
houve alteracdes substanciais nos espectros obtidos. Esses resultados sao
consequéncia da pequena espessura da camada superficial afetada pelo plasma de
oxigénio em comparacao a espessura total do filme.

Em relacéo a rugosidade, os corpos de prova controle (sem deposicao de filmes)
de resina acrilica, titanio e zirconia, apresentaram valores de Ra (um), em média, de
0,27, 0,25 e 0,28, respectivamente (Figuras 24, 35 e 43). Para a resina acrilica, foi
observado que a deposicdo do filme 0% Ar (HMDSO puro) proporcionou rugosidade

maior que os demais. Esse resultado pode ser explicado pelo mecanismo de
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deposicdo, no qual a estrutura € formada pela aglomeracdo de particulas com
diferentes diametros que se assentam no substrato dando origem a estruturas

granulares®® %

, aumentando, dessa forma, a rugosidade superficial. Quando Px, era
maior que 0%, foi verificado que a rugosidade da superficie diminuiu e permaneceu
praticamente inalterada até P, de 70%. Portanto, a tendéncia observada para o
angulo de contato na Figura 24 pode ser atribuida, principalmente, as alteracdes de
composicao induzidas pela variacdo na proporcdo de Ar. O pdés-tratamento em
plasma de oxigénio ndo teve efeito adverso sobre a rugosidade dos filmes
depositados. Para a resina acrilica, a rugosidade média dos filmes de HMDSO puro
(0,08 um), que apresentaram estrutura mais granular, foi reduzida pelo pos-
tratamento (0,02 ym). E, para todos os demais filmes depositados (Figuras 29, 35 e
43, para resina, titanio e zircOnia, respectivamente), ndo foram observadas
alteracdes na rugosidade.

Outro aspecto observado foi que, para todos os filmes depositados, os valores
médios de rugosidade foram menores que as dos respectivos corpos de prova
controles (sem deposicédo de filmes) de resina, titanio e zirconia. Houve diminuicéo
da rugosidade de, aproximadamente, 70,4% em relacdo aos corpos de prova
controle de resina acrilica, 72% em relacdo aos corpos de prova controle de titanio e
25% em relacédo aos corpos de prova controle de zirconia. Esse € um efeito positivo
dos filmes de HMDSO sobre as superficies dos materiais, tendo em vista que as
proteses devem apresentar-se tao lisas quanto possivel ja que a rugosidade pode

facilitar a retencdo microbiana® 2 38 %3 70. 76 80,105, 109, 117

e, consequentemente, a
ocorréncia de infecgcdes. HausernGerspach et al.*®, 2012 investigaram a ades&o in
vitro das bactérias Streptococcus sanguinis e Porphyromonas gingivalis sobre discos

de titanio comercialmente puro, jateado e submetido a ataque acido (Ra — 1,554 um)
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ou polido (Ra — 0,012 um) e de zircOnia tetragonal estabilizada por 6xido de itrio (Y-
TZP) microestruturada (Ra — 0,356 um ) ou polida (Ra — 0,009 um). Foi verificado
que, para os dois materiais, a adesdo das bactérias avaliadas ocorreu em maior
extensdo nas superficies rugosas que nas lisas. Al-Ahmad et al.? em 2010,
realizaram estudo in vivo utilizando varios materiais (alumina, zirconia, titanio e
esmalte bovino). Foi observado que a rugosidade média foi de 0,014 pm para o
esmalte bovino (controle) e variou de 0,021 pum para a alumina reforcada com
zirconia e superficie polida a 0,544 uym para o titanio com superficie tratada por
anodizacao eletroquimica. Os autores observaram que a espessura dos biofilmes
formados, no periodo de 3 dias, correlacionaram com a rugosidade, com excecao do
titanio com superficie desgastada (Ra - 0,054 pm). Biirgers et al.*> em 2010 (a)
realizaram estudos in vivo e in vitro avaliando a adesdo de bactérias sobre titanio
desgastado (“machined”) e jateado seguido de ataque acido. Foi verificada maior
quantidade de Streptococcus sanguinis aderindo ao titanio jateado (Ra - 0,95 um)
nos testes in vitro e, in vivo, esse fenbmeno foi ainda mais evidente (acumulo de
placa 7,7 vezes maior que no titanio desgastado — Ra - 0,15 um). Esses resultados
provavelmente ocorreram devido ao efeito de protecéo (“sheltering”) das superficies
rugosas contra as forcas de remocéao, as quais ndo estdo presentes em estudos in
vitro, em condicfes semi-estéaticas. Por outro lado, no estudo in vitro realizado por
Zhao et al.***em 2014, nao foi possivel correlacionar diretamente a rugosidade com
a formacéo de biofilmes de 24 horas das bactérias avaliadas. Foram utilizados trés
materiais (titanio, liga de titanio-zircbnia e Oxido de zirconia) que receberam
diferentes tipos de tratamentos de superficie (polimento, desgaste, ataque acido). Os
valores de rugosidade variaram de 0,07 um a 0,8 pum. Houve diferencas no

biovolume dos biofilmes formados pelas bactérias avaliadas (Streptococcus oralis,
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Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius e Staphylococcus aureus), nos
diversos materiais. Quando o biovolume total formado foi analisado, foi observado
que, para as amostras que receberam os mesmos tratamentos de superficie e
apresentaram valores similares de rugosidade, as de zirconia atrairam mais biofilme
que as de titanio. As bactérias utilizadas e o periodo de formacdo de biofilme
avaliado (24 horas) podem ter contribuido para os resultados obtidos pelos autores.
Os resultados do presente estudo mostraram, ainda, que as médias de
rugosidade obtidas, na maioria dos filmes, situaram-se abaixo de 0,2 um. De acordo
com a literatura, esse valor tem sido considerado como o limite de rugosidade média
abaixo do qual a adesdo microbiana ndo pode ser reduzida significativamente® *% %',
De acordo com Al-Radha et al., em 2012, tem sido demonstrado que rugosidade
inferior a esse valor ndo tem efeito na adesdo bacteriana, tendo em vista que a
maioria das bactérias sdo maiores em tamanho. No presente estudo, os filmes
depositados em resina e titanio resultaram em superficies com rugosidade menor
que esse limite e, no caso da zirconia, os valores médios dos filmes obtidos (Figura
43) foram similares a ele. Dessa forma, pode-se considerar que, para todos os
materiais e filmes avaliados, a rugosidade n&o foi um fator contribuinte para o
processo de formacdo de biofilme de C. albicans e de P. gingivalis. Rimondini et
al.”?, em 2002, avaliaram a adeséo in vitro e in vivo de diferentes bactérias, entre
elas a P. gingivalis, e observaram que, em geral, ndo houve diferenca entre os
corpos de prova de zircOnia sinterizada (“as-fired”) e altamente polida. Os autores
relacionaram esses resultados ao fato da rugosidade média dessas superficies (“as-
fired” — 0,18 pm; polida — 0,04 um) ter sido abaixo do limite de 0,2 ym. Da mesma

|-55

forma, Lee et al.”” em 2011, ao avaliarem resina composta fotopolimerizavel, titanio

comercialmente puro e zircénia Y-TZP, que foram polidos e receberam acabamento
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com pasta de diamante, observaram maior adesao de Streptococcus sanguinis na
resina, ndo havendo diferenca entre o titanio e a zirconia. Apesar do acabamento
igual para todos os materiais, os valores de rugosidade variaram tendo sido maior
para a resina (0,179 um), enquanto os do titanio (0,059 um) e da zirconia (0,064 um)
foram baixos e similares, o que explicaria os resultados de adesdo bacteriana
obtidos.

As analises em microscopia (MEV) mostraram que houve formacéo de filmes
recobrindo as superficies estudadas. Além disso, os resultados foram, em geral,
condizentes com os obtidos nas leituras de rugosidade e analises em XPS. Para o
filme 0% Ar, depositado na superficie de resina acrilica (Figura 25), foi possivel
observar a presenca de granulos, que foi maior em relacdo a todos os filmes
estudados nos trés diferentes materiais. Essa caracteristica é consistente com o0s
resultados de rugosidade obtidos, tendo sido observado que o valor médio de
rugosidade do filme 0% Ar foi maior que os dos demais filmes em resina. De forma
geral, as analises de microscopia revelam que, a medida que a proporcado de Ar
aumentou, houve menor presenca de estruturas granulares nos filmes depositados.
Esse resultado pode estar relacionado ao fato de que, com 0 aumento na proporgcao
de argbnio, o contetdo de HMDSO na mistura diminuiu. De acordo com a
estequiometria dos filmes depositados (Tabela 1), quanto menor a proporcdo de
argonio no plasma a estrutura do filme €& mais proxima da estequiometria do
polidimetilsiloxano (C,HsOSi), que forma uma estrutura mais granular que aquela da
silica (SiO;). Da mesma forma, quando h&a o pés-tratamento em plasma de oxigénio,
a estequiometria do filme é mais proxima a da silica, o que explica nas imagens de
MEV haver menor quantidade de granulos (Figuras 30c e 30d). Para o titanio, as

superficies com os filmes depositados apresentam-se mais lisas (menor rugosidade)
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que o controle, que apresentou sulcos (Figura 36). E, para a zirconia (Figura 44), as
diferencas entre as caracteristicas de superficie do controle e dos corpos de prova
com deposicéo de filmes nédo foram tdo acentuadas, aspecto também observado nas
medidas de rugosidade.

Para a formacédo de biofilme na superficie de resina acrilica foi utilizada a
espécie C. albicans por ser o microrganismo mais comumente associado a

estomatite protética*® 1%

. Os resultados obtidos mostraram que os valores de
crescimento de biofilme de C. albicans foram menores para os filmes 0% Ar, 15% Ar
e 30% Ar, quando comparados com o do controle, considerado como 100% (Tabela
3). Esses filmes também apresentaram maiores valores de angulo de contato em
relacdo aqueles depositados com 50% Ar e 70% Ar. Assim, os resultados deste
estudo sugerem que filmes hidrofébicos, depositados na superficie de resina acrilica,
podem promover menor formacéo de biofilme de C. albicans. Apesar das diferencas
nas metodologias, os resultados de Yildirim et al.'**, em 2005, foram similares. Os
autores avaliaram a modificacdo de resina acrilica através de um tratamento a
plasma, alterando a molhabilidade da superficie e verificaram maior adeséao de C.
albicans nas superficies hidrofilicas. A adesdo dos microrganismos também tem sido
correlacionada com a hidrofobicidade celular. De acordo com os resultados obtidos
nesta pesquisa e em estudo anterior’®, a C. albicans (ATCC 90028) pode ser
considerada uma cepa hidrofilica e, assim, houve maior formacdo de biofilme nas
superficies com menores angulos de contato (50% Ar e 70% Ar), bem como para os
filmes com pos-tratamento de O, (Tabela 6), que também foram hidrofilicos. Outros
estudos também  relataram essa associacdo entre  hidrofobicidade

celular/molhabilidade do substrato, isto €, que a adesdo e o desenvolvimento de

biofilme de espécies hidrofilicas, como a C. albicans, aumentam em superficies mais
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hidrofilicas ¢ ®*. Da mesma forma, Yoshijima et al.*?®> em 2010, observaram que a
aplicacdo de um revestimento hidrofilico sobre a superficie da resina acrilica
diminuiu a adesdo de cepas hidrofébicas, porém, para varias cepas nao-
hidrofébicas, houve aumento na adeséo.

Tem sido observado que a bactéria P. gingivalis estd presente em grande
quantidade no biofiime supra e sub-gengival em peri-implantites®® %, Assim, essa
bactéria foi selecionada para os testes microbiologicos realizados com os corpos de
prova de titdnio e de zircbnia. Foi verificado que a formacédo de biofilme de P.
gingivalis foi cerca de 40% menor nos corpos de prova de titanio com filmes de
HMDSO puro ou depositados com 15% Ar, em comparacao com as superficies nao
tratadas (Tabela 10). Assim, embora a reducao tenha sido menor que a observada
para a resina acrilica e C. albicans para os filmes 0% Ar, 15% Ar e 30% Ar, que foi
de, aproximadamente, 60 a 70% (Tabela 3), houve também uma tendéncia de
reducao de P. gingivalis em superficies de titanio mais hidrofébicas. Nos corpos de
prova de zircbnia, os filmes depositados proporcionaram reducdo na formacéao de
biofiilme de P. gingivalis. Entretanto, as porcentagens observadas foram menores
(em torno de 15%) e similares entre o filme hidrofébico e o hidrofilico (Tabela 14).
Embora estudos sobre a retencdo microbiana em titanio e zircbnia tenham sido
realizados, a comparacao direta dos resultados € dificil, devido as diferencas nas
metodologias. Em estudo in vivo, Al-Ahmad A et al.? 2010, analisaram Varios
materiais (alumina, zirconia, titdnio e esmalte bovino) com diferentes composicoes e
caracteristicas de superficie. Os angulos de contato variaram de 22,09° para o
titAnio com superficie tratada por anodizacdo eletroquimica a 96,55° para o titanio
com superficie desgastada (“machined”), enquanto o esmalte bovino apresentou

valor de 73,40°. Nao foram observadas diferencas na composicdo dos biofilmes
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entre 0s materiais, tendo sido identificadas espécies de Streptococcus,
Fusobacterium nucleatum, Actinomyces naeslundii e espécies de Veillonella.
Biirgers et al.*?, em 2010, avaliaram in vivo e in vitro a ades&o de bactérias sobre
titAnio desgastado (“machined”) e jateado seguido de ataque acido. Os valores de
energia de superficie do titanio desgastado foram maiores (energia total — 39,6
mJ/m?; componente dispersivo — 35,9 mJ/m% componente polar — 3,7 mJ/m?) que
os do titanio jateado (total — 18,3 mJ/m?; componente dispersivo - 18,1 mJ/m?;
componente polar — 0,2 mJ/m?). Foi verificada maior quantidade de Streptococcus
sanguinis aderindo ao titanio jateado nos testes in vitro e, in vivo, esse fenémeno foi
ainda mais evidente (acumulo de placa 7,7 vezes maior que no titanio desgastado).
A opinido atual, de acordo com os autores, indica que materiais com baixa energia
de superficie e rugosidade reduzida, limitam a adesdo microbiana. No entanto, o
titdnio jateado apresentou menor energia, porém maior rugosidade, fato que, para os
autores, evidenciou que o efeito da rugosidade se sobrepds ao da energia livre de
superficie na ades&o inicial ao titanio. Al-Radha et al.?>, em 2012, avaliaram diversos
materiais utilizados em implantes e observaram que o titanio polido exibiu menor
angulo de contato (74,32°) e maior energia de superficie (37,58 mN/m) que a
zirconia polida (82,79°; 33,4 mN/m). Segundo o0s autores, a energia livre de
superficie pareceu ser o fator mais importante para os resultados obtidos (zirconia
teve efeito superior em reduzir a presenca de microorganismos). E importante notar
que, no estudo de Al-Radha et al.®> (2012), foi avaliada a ades&o inicial (6 horas) e as
bactérias utilizadas foram Streptococcus mitis e Prevotella nigrescens. No estudo in

vitro de Zhao et al.**®

, em 2014, foram utilizados titanio, liga de titanio-zircbnia e
oxido de zircOnia, que receberam diversos tipos de tratamentos de superficie

(polimento, desgaste, ataque acido) tendo sido observado que os angulos de contato
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variaram de 2° a 92°. Entre os quatro tipos de tratamentos realizados no titanio, os
resultados mostraram que as menores quantidades de biovolume total formado
pelas diferentes bactérias avaliadas (Streptococcus oralis, Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius e Staphylococcus aureus), foram observadas tanto nas
amostras mais hidrofilicas como nas mais hidrofébicas. Assim, nos estudos citados,
a hidrofobicidade dos diversos materiais, entre eles titanio e zirconia, parece nao ter
influenciado nos testes microbiolégicos. Os diferentes periodos avaliados, de adeséo
inicial e de formacé&o dos biofilmes, podem ter contribuido para esses resultados. Da
mesma forma, diversos tipos de bactérias foram avaliados. Tem sido relatado que a
hidrofobicidade da superficie celular é também um fator a ser considerado. No
presente estudo a hidrofobicidade celular da cepa de P. gingivalis avaliada foi de

22,8°. Resultados similares foram relatados por van der Mei et al.**3

em 1998, para
as cepas de P. gingivalis HG1101 e HG1102 que apresentaram angulos de contato
mensurados com agua de 30° e 37°, respectivamente. A caracteristica hidrofilica da
cepa utilizada neste estudo pode explicar, pelo menos em parte, a tendéncia
observada de maior formacdo de biofiime de P. gingivalis para os filmes menos
hidrofobicos (1% Ar/O, e 15% Ar/O,) depositados no titanio (Tabela 10).

Para simular a condicdo bucal, os corpos de prova foram armazenados em

saliva humana'? °" 73 88,9

previamente a realizacdo dos testes microbiolégicos. Foi
possivel observar que, com a presenca da pelicula de saliva na superficie dos
corpos de prova de resina acrilica, houve maior formacéo de biofilme de C. albicans
em todos eles (controle e com os diferentes filmes de HMDSO depositados). Os
valores de contagem das Tabelas 3 e 5 (sem saliva) foram da ordem de 10°

UFC/mL, enquanto os da Tabela 4 e 6 (com saliva) foram da ordem de 10" UFC/mL.

No estudo de Santana et al.®®, em 2013, foi avaliada a hidrofobicidade da C. albicans
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90028 cultivada em meio de cultura suplementado ou ndo com carboidratos,
usualmente presentes na dieta. A formacédo de biofilme sobre resina acrilica nas
mesmas condi¢cdes também foi investigada. Foi observado que as células cultivadas
em condicOes limitadas de nutrientes foram mais hidrofobicas que as cultivadas em
meios suplementados. Além disso, foi observado que, para os biofilmes maduros (48
e 72 horas), a exposicdo aos meios suplementados resultou em maior nimero de
células viaveis e maior atividade metabdlica comparadas com o controle (sem
suplementacao). Os autores associaram esses resultados a presenca da pelicula de
saliva sobre a superficie da resina a qual, segundo o estudo de Gocke et al.®!, em
2002, apresenta muitas proteinas hidrofilicas. Dessa forma, os autores consideraram
que as alteracdes nas proteinas da parede celular, em condi¢cdes limitadas de
nutrientes, devem ter contribuido para a maior hidrofobicidade celular e,
consequentemente, reducdo na formacdo de biofiime®. No presente estudo, foi
utiizado meio de cultura suplementado com glicose e a cepa de C. albicans
apresentou caracteristica hidrofilica, fatores que, provavelmente, contribuiram para a
maior formacao de biofilme nos corpos de prova que foram pré-condicionados em
saliva. A Tabela 4 mostra que, apés o0 armazenamento em saliva, houve pouca
reducdo na formacdo de biofiime de C. albicans. E interessante notar que as
porcentagens obtidas com os filmes 50% Ar e 70% Ar (menos hidrofébicos) foram
menores que as dos demais (Tabela 4), tendéncia oposta aquela observada nos
corpos de prova avaliados sem pré-condicionamento em saliva (Tabela 3). Da
mesma forma, para os filmes hidrofilicos (0% Ar/O;, 15% Ar/O, e 30% Ar/O,) a
presenca da pelicula de saliva resultou em porcentagens de reducéo em torno de 15
a 20% (Tabela 7), enquanto para os mesmos filmes, sem saliva, nenhuma reducao

na formacdo de biofiime de C. albicans foi observada (Tabela 6). Assim, o0s
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resultados deste estudo indicam que a interacdo entre C. albicans, saliva e
superficie é complexa e, conforme relatado na literatura, a pelicula formada pode ser
influenciada pelo tipo de substrato’®* ****22, De qualquer forma, foi observado que,
em geral, a saliva teve efeito homogeneizador (“levelling”)*!, diminuindo as
diferencas entre as caracteristicas das superficies, que originalmente apresentaram

hidrofobicidades distintas*?’

, tornando menos pronunciadas as diferencas entre os
valores de formacéao de biofilme, nos corpos de prova pré-condicionados. E, como ja
relatado, para todos os filmes a saliva aumentou a formacdo de biofiime de C.
albicans sobre a resina acrilica avaliada (da ordem de 10° UFC/mL para 10’
UFC/mL).

No presente estudo, foi também verificado que, para a bactéria P. gingivalis, a
saliva aumentou a formacao de biofilme para os corpos de prova de titanio controles
(sem filmes) da ordem de 10° UFC/mL para 10’ UFC/mL e, para todos os corpos de
prova de zircénia (controle e com filmes depositados) da ordem de 10° UFC/mL para
10° UFC/mL. Similar & resina acrilica, a saliva em contato com os filmes hidrofilicos
(0% Ar/O, e 15% Ar/O;) depositados no titanio proporcionou porcentagens de
reducdo em torno de 40% (Tabela 11), em relacdo ao controle, que foram maiores
gue aquelas obtidas para esses mesmos filmes, sem saliva (Tabela 10; em torno de
10 a 20%). Como consequéncia, as diferencas observadas entre os filmes
hidrofobicos (tendéncia de menor formacéo de biofilme) e hidrofilicos para os testes
realizados sem saliva, ndo foram mais detectadas (efeito nivelador da saliva). E, as
porcentagens de reducdo de formacdo de biofiime da P. gingivalis foram de,
aproximadamente, 40% para os quatro filmes avaliados. Ja para a zirconia, embora

a saliva também tenha resultado em porcentagens maiores de reducao (33% a 37%,

aproximadamente) em relacéo ao controle (Tabela 15), quando comparadas com 0s
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valores obtidos sem saliva (tabela 14, reducdo em torno de 15%), as médias dos
filmes hidrofébico e hidrofilico foram similares, em qualquer das condi¢coes
avaliadas. Lima et al.>®, em 2008, também observaram que o efeito da saliva na
adesao microbiana variou dependendo do substrato e do tipo de bactéria avaliada.
Os autores avaliaram a adesao de bactérias nas superficies de titanio, zircénia e
hidroxiapatita e verificaram que, para o0 Streptococcus mutans, as diferencas
observadas entre os materiais (maior adesdo ao titanio e a zircbnia que a
hidroxiapatita) ndo foram mais detectadas na presenca de saliva. Para a bactéria
Actinomyces naeslundii, ndo houve diferenca entre as amostras com e sem saliva e,
em geral, aderiu menos no titdnio e na zirconia que na hidroxiapatita.

Outro aspecto observado no presente estudo foi que a formacéo de biofilme de
P. gingivalis foi menor nos corpos de prova de zircbnia que nos de titanio. Para a
zirconia, os valores foram da ordem de 10° UFC/mL e de 10° UFC/mL para os
corpos de prova avaliados sem e com saliva, respectivamente, enquanto para o
titnio esses valores foram da ordem de 10° UFC/mL (sem saliva) e entre 10° e 10’
UFC/mL (com saliva). Outros autores também relataram resultados similares.
Scarano et al.'®, em 2004, realizaram estudo em que 10 voluntérios utilizaram
aparelhos contendo discos de titanio comercialmente puro e de 6xido de zircbnia
(rugosidades similares — titanio 0,73 pm; zirconia 0,76 pm) por 24 horas. Foi
verificado que a area recoberta (porcentagem), avaliada em microscopia, foi menor
para a zirconia (12,1%) que para o titanio (19,3%). HauseroGerspach et al. *® em
2012, investigaram a adesdo in vitro das bactérias Streptococcus sanguinis e
Porphyromonas gingivalis sobre discos de titdnio comercialmente puro, jateado e
submetido a ataque acido ou polido, e zircénia tetragonal estabilizada por oxido de

itrio (Y-TZP), microestruturada ou polida. Segundo os autores, os resultados
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confirmaram a expectativa de que a zircbnia, nas condicbes avaliadas, mostraria
menor adesao bacteriana que o titanio, demonstrando que a zirconia pode ser um
material favoravel para confeccdo de “abutments” sobre implantes, com menor
potencial de colonizacdo. Sanchez et al. °°, em 2014, utilizaram hidroxiapatita, discos
de titdnio jateado e submetido a ataque e zircbnia com superficie com micro
rugosidades obtidas pelo tratamento com acido. Foram avaliados biofilmes mistos de
6 espécies, entre elas a P. gingivalis, e verificaram que, embora a viabilidade tenha
sido similar para os trés materiais, a espessura dos biofilmes formados na zirconia
foi menor nos 3 periodos pesquisados (12h, 48h e 72h). Do Nascimento et al.%’, em
2014, tambeém realizaram estudo in vivo para avaliar a adesao bacteriana em titanio
puro desgastado, titanio fundido e polido e zirconia. Todos 0s materiais mostraram
colonizacéo bacteriana apos exposi¢cdo ao meio bucal por 24 horas. P. gingivalis foi
isolada em 95.84% das amostras. E, de modo geral, a zircbnia mostrou as menores
contagens bacterianas.

Os parametros estabelecidos neste estudo, para a técnica PECVD utilizada,
permitiram a deposicao de filmes, de HMDSO puro ou com diferentes proporc¢des de
argonio na mistura de gases, nas superficies avaliadas (resina acrilica, titanio e
zirconia). Foi possivel obter flmes com composi¢cdes e estruturas quimicas distintas
e superficies com diferentes hidrofobicidades. Os filmes depositados apresentaram-
se estaveis, com pequena espessura e adesdo eficiente aos substratos (nenhum
descolamento foi observado), e reduziram a rugosidade das superficies. Para os trés
materiais, alguns dos filmes depositados proporcionaram reducdo no numero de
células fungicas (C. albicans) e bacterianas (P. gingivalis) dos biofilmes de 48 horas.
Esses aspectos sugerem que esses filmes tém potencial para aplicacdo em

diferentes materiais odontoldgicos. Além disso, clinicamente, existem forcas de
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remocao geradas pela mastigacéao, fluxo salivar e escovacdo. Nessas condicdes, 0s
resultados obtidos com os filmes depositados podem ser melhores, devido a
auséncia da protecdo proporcionada aos microrganismos pelas rugosidades
superficiais. Assim, o efeito desses filmes na adesé&o inicial e em condicbes que

simulem as forcas de remoc&o merece ser avaliado em estudos futuros.
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Conclusao
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7 CONCLUSAO

De acordo com as condi¢cbes experimentais avaliadas, os resultados obtidos
permitiram concluir que:

1) Para os filmes depositados em resina acrilica, 0 aumento da proporcao de
argonio no plasma resultou em: a) diminuicdo da espessura, da taxa de deposicao,
dos angulos de contato e da rugosidade; b) aumento dos valores de energia livre de
superficie.

2) Para os filmes obtidos nos trés materiais (resina acrilica, titanio e zirconia),
e que nao foram submetidos ao pos-tratamento em plasmas de oxigénio, nao houve
alteracdes dos angulos de contato no periodo de 7 dias apés a deposicao.

3) O pos-tratamento com oxigénio tornou os filmes hidrofilicos (angulos de
contato iguais a zero). Apos 7 dias do tratamento, apesar do aumento nos angulos
de contato, as superficies continuaram hidrofilicas.

4) As proporcdes de carbono presentes nos filmes depositados foram
reduzidas pelo pos-tratamento com oxigénio e pelo aumento do argbnio na mistura
de gases (30%, 50% e 70%), tornando as estruturas moleculares desses filmes mais
proximas da oxida (silica - SiO) que da polimérica (polidimetilsiloxano - C,HgOSI).

5) A rugosidade de todos os filmes obtidos foi menor que a dos respectivos
controles (resina, titanio e zircbnia, sem deposicao de filmes), com médias inferiores
a 0,2 um.

6) Em geral, o aumento da proporcdo de argbnio e o pos-tratamento com
oxigénio diminuiram a presenca de granulos nas superficies dos filmes depositados.

7) Os filmes hidrofébicos resultaram em menores valores de formacdo de

biofilme de C. albicans na resina acrilica e de P. gingivalis no titanio.



163

8) As cepas avaliadas de C. albicans e de P. gingivalis apresentaram
caracteristicas hidrofilicas, com maiores valores de formacdo de biofilme em
superficies hidrofilicas.

9) A presenca de saliva resultou em: a) maior formacdo de biolfime de C.
albicans nas superficies de resina acrilica (controle e com filmes depositados); b)
menor formacdo de biolfime de P. gingivalis nas superficies de titanio, tanto
hidrofobicas como hidrofilicas; ¢) maior formacdo de biolfime de P. gingivalis nas

superficies de zirconia (controle e com filmes depositados).
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