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Barros SAL. Efeitos do recobrimento da zirconia por um biovidro: caracterizacdo da
superficie e avaliacdo de propriedades bioldgicas [Dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

Resumo

A adicdo de materiais bioativos na superficie dos abutments apresenta-se como uma
alternativa interessante visando a otimizacdo do selamento marginal na interface
mucosa/implante. O presente estudo teve como objetivo promover o recobrimento da
zirconia (Zr) com um biovidro Biosilicato® (BS), bem como avaliar as caracteristicas fisicas e
guimicas desta superficie, e a capacidade de bioestimulacdo sobre fibroblastos.
Inicialmente, os seguintes veiculos foram testados para recobrimento com BS sobre a superficie
da Zr: alcool/agua, éalcool/verniz, acetonalverniz, agualverniz, glaze, silano e hipromelose.
Espécimes de Zr sinterizada foram tratados com as solugfes de BS nos diferentes veiculos
(60 mg/mL). Foi aplicado 20 pL das solugbes sobre os espécimes seguido de aquecimento
gradual até 1100°C por 20 minutos. A superficie dos espécimes foi avaliada em MEV para
andlise do recobrimento com BS e a identificagdo dos elementos quimicos foi realizada em
EDX. Apoés andlise do padrdo da cobertura, o veiculo alcool/agua (1:1) foi selecionado para
recobrimento do BS nos experimentos subsequentes. A rugosidade de superficie (Ra) foi
medida em microscépio Optico confocal, enquanto angulo de contato e energia livre de
superficie (ELS) foram determinados com auxilio de goniémetro. A alteragcéo de cor da Zr foi
avaliada em espectofotometro UV (Delta E). Todas estas analises foram realizadas nos
discos de zircOnia inalterados (Zr) ou tratados com BS (Zr+BS). Para as andlises bioldgicas,
fibroblastos L929 foram semeados sobre a superficie de poliestireno (PS — controle), bem
como sobre os discos de Zr inalterado (controle) ou Zr+BS, sendo a proliferacdo (Alamar
Blue) e morfologia celular (MEV) avaliadas em periodos de 1, 3, 5 e 7 dias pos-plantio. O
ensaio de wound healing foi realizado para verificar a capacidade de migracéo celular nas
diferentes superficies 24h apds realizacdo da ferida e a sintese de colageno (Sirius Red) foi
mensurada apés 7 dias de cultura sobre os espécimes. Os dados de rugosidade superficial,
angulo de contato e energia livre de superficie foram analisados pelo teste t Student
independente (p < 0,05). Analises descritivas foram feitas através de imagens de MEV para
caracterizacdo da superficie e observagdo da morfologia celular. As analises da proliferacéo
celular e sintese de colageno foram realizadas através de ANOVA/Tukey, enquanto que o
wound healing foi avaliado pelo teste t Student (p < 0,05). Foi possivel detectar a cobertura de
um filme de BS na analise em MEV/EDX nos grupos que utilizaram alcool/agua, alcool/verniz,
acetona/verniz, agual/verniz e liquido de glaze como veiculo. Nestes espécimes foi detectada
a presenca de microcristais compostos de Si, Na, O e Ca na superficie da Zr tratada com
BS, os quais sdo componentes do BS. Porém, apenas com alcool/agua houve um
recobrimento homogéneo dos espécimes, sendo o0 mesmo selecionado para os demais
experimentos. A rugosidade superficial, energia livre de superficie e angulo de contato para
2 liquidos utilizados mostrou diferenga entre os grupos Zr e Zr+BS. A medida da alteracdo de
cor resultou em AE=1,74, o que é considerado clinicamente insignificante. O teste do Alamar
Blue demonstrou aumento significativo na viabilidade das células semeadas nos discos
Zr+BS em relacdo aos demais grupos a partir de 3 dias de cultivo e demonstrou a
capacidade do BS em bioestimular células L929. As imagens em MEV corroboraram com 0s
achados da proliferacdo. Aumento na capacidade de migracédo celular e sintese de colageno
também foram observados para as células L929 no grupo Zr+BS em relacdo aos demais
grupos experimentais O recobrimento do BS sobre a zirconia gerou a formagédo de uma
camada de micro-cristais de BS, a qual promoveu aumento na rugosidade superficial e na
energia livre de superficie, sugerindo a formacao de uma superficie anfipatica, porém sem
alterar a cor da zircbnia. Esta superficie apresentou elevado potencial bioativo sobre a
linhagem de fibroblastos L929.

Palavras-chave: Propriedades fisicas. Materiais Biocompativeis. Ceramica.



Barros SAL. Effects of zirconia coating with a bioglass: surface characterization and
evaluation of biological properties [Dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2017.

Abstract

The addition of bioactive materials to the surface of the abutments is an interesting alternative
for the optimization of marginal sealing at the mucosal/implant interface. The aim of the present
study was to promote the coating of Biosilicate ® (BS) bioglass on the zirconia (Zr) surface,
as well as to evaluate the physical and chemical characteristics of this surface, and
biostimulation capacity on fibroblasts. Initially, the following vehicles were tested for coating
of BS on the surface of Zr: alcohol/water, alcohol/varnish, acetone/varnish, water/varnish,
glaze, silane and hypromellose. Sintered Zr specimens were treated with the BS solutions in
the different vehicles (60 mg/mL). Was applied 20 uL of the solutions on the specimens
followed by gradual heating to 1100°C for 20 minutes to cover the zirconia. The surface of
the specimens was evaluated in SEM to analyze the coating of BS and the identification of
the chemical elements was performed in EDX. After analysis of the pattern, the alcohol/water
vehicle (1: 1) was selected for coating of BS in subsequent experiments. Surface roughness
(Ra) was measured in confocal optical microscope, while contact angle and surface free
energy (ELS) were determined by goniometer. The color alteration of the Zr was evaluated in
a spectrophotometer UV (Delta E). All these analyzes were carried out on unmodified
zirconia discs (Zr) or treated with BS (Zr + BS). For the biological analyzes, L929 fibroblasts
were seeded on the polystyrene surface (PS - control), as well as the Zr (control) or Zr + BS
discs, with proliferation (Alamar Blue) and cell morphology (SEM) evaluated in periods of 1, 3,
5 and 7 days post seeding. The wound healing assay was performed to verify cell migration
capacity on the different surfaces 24h after wounding, and collagen synthesis (Sirius Red)
was measured after 7 days of culture on the specimens. The surface roughness, contact
angle and surface free energy data were analyzed using the independent Student t test (p
<0,05). Descriptive analyzes were performed using SEM images for surface characterization
and cellular morphology observation. Cell proliferation and collagen synthesis analyzes were
performed through ANOVA/Tukey, while the wound healing was evaluated by the Student t
test (p < 0,05). It was possible to detect the coating of a BS film in the MEV/EDX analysis in
the groups where alcohol/water, alcohol/varnish, acetone/varnish, water/varnish and glaze
were used. In these specimens the presence of Si, Na, O and Ca microcrystals was detected
on the surface of treated Zr discs with BS, which are components of BS. However, only with
alcohol/water there was a homogeneous coating of the specimens, being the same selected
for the others assays. The surface roughness, free surface energy and contact angle for 2
liquids used showed a difference between the Zr and Zr + BS groups. The delta E data in the
Zr and Zr + BS groups showed no significant color alteration before and after the heat
treatment. The Alamar Blue test demonstrated significant increase in the viability of the cells
seeded on Zr + BS discs from 3 days of culture and therefore, the ability of BS to
bioestimulate L929 cells in relation to the others groups. SEM images corroborated the
findings of proliferation. Increased cell migration ability and collagen synthesis were also
observed for L929 cells in the Zr + BS group in relation to the others experimentals groups.
The BS coating on the zirconia generated the formation of a layer of BS micro-crystals, which
promoted increase in surface roughness and free surface energy, suggesting the formation
of an amphipathic surface, but without altering the color of the zirconia. This surface had a
high bioactive potential on the L929 fibroblast lineage.

Key-words: Physical properties. Biocompatible Materials. Ceramics
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1 INTRODUGCAO

A reabilitacdo oral por meio de implantes dentarios tem se tornado nas ultimas
décadas um tratamento confiavel, duradouro, eficaz e satisfatorio (Adell et al.3, 1990;
Aguiar et al.*, 2007). Com a descoberta da biocompatibilidade e capacidade de
osseointegracdo do titanio por Branemark na década de 1960, houve uma nova
percepcédo de reabilitagdo oral, a partir de entdo fixada em o0sso, proporcionando
maior conforto e comodidade ao paciente (Aguiar et al. 4, 2007). Sobre os implantes,
€ conectada a peca protética, a qual pode ser colocada diretamente sobre o implante,
ou por meio de abutments. O uso dos abutments tem a vantagem de promover um
distanciamento da conexao protética sobre o implante, prevenindo a ocorréncia de
falhas diretamente sobre o mesmo (Aguiar et al*, 2007).

Além de conectar implante e prétese, os abutments também devem promover
selamento marginal adequado com o tecido gengival adjacente ao implante, de
forma a impedir a invasao de microrganismos na regido peri-implantar, atuando na
prevencao de peri-implantite e reabsor¢cdo 0ssea ao redor do implante e que pode
culminar com a perda do implante (Dibart et al.23, 2005). A integridade do tecido peri-
implantar é considerada ponto critico no sucesso da reabilitacdo com implantes
segmentados. O titdnio é o material largamente utilizado na fabricacdo de
abutments, sendo o0 mesmo considerado o0 padrdo ouro devido as suas
caracteristicas favoraveis, tais como alta resisténcia mecéanica, biocompatibilidade
com tecidos mole e duro e eficacia em longo prazo (Branemark et al.’*, 1977, Mustafa
et al.%?, 2008). No entanto, abutments de titnio apresentam como principal
desvantagem a deficiéncia estética, especialmente quando o mesmo é posicionado
em regido supra-gengival ou em areas de mucosa gengival delgada (Mustafa et al.
62.2008).

Com o intuito de melhorar a condicdo estética, ceramicas de alta resisténcia
tais como a zirconia estdo sendo amplamente utilizadas como abutments de
implantes. Quando itria (Y203) é adicionada ao oxido de zirconia (ZrO2) muitas
propriedades favoraveis sao conseguidas. O material pulverizado é entao estabilizado
em seu estado tetragonal a temperatura ambiente sendo comumente referido como
zircbnia tetragonal policristalina estabilizada por itria (Y-TZP). Apés a sinterizacao,
algumas de suas propriedades mecéanicas sdo semelhantes aquelas do aco

inoxidavel (Garvie et al.?®, 1975, Manicone et al.’®, 2007). Associada a essas
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propriedades, a elevada estética deste material, torna a zircénia um material ideal
para areas criticamente estéticas (Gomes et al.?, 2008). Outra caracteristica
favoravel dos abutments de zircbnia € a sua biocompatibilidade com o tecido
gengival. Para garantir uma barreira de tecido mole eficaz, o material que
compreende a superficie do abutment na area de transmucosa deve ser
biocompativel e favorecer a adesdo e crescimento dos tecidos circundantes
(Abrahamssom et al.l, 1998). No ambito biologico, estudos nao tém indicado
qualquer efeito negativo da zirconia sobre os tecidos mole e duro (Martins et al.®®,
2010). Além disso, abutments de ZrO2 podem oferecer o beneficio adicional de
menor potencial de colonizagédo bacteriana (Rimondini et al.”*, 2002; Scarano et al.”®,
2004). Entretanto, esse material apresenta alta friabilidade e ainda é considerado de
elevado custo.

Com o objetivo de melhorar a interacdo mucosa/abutment, gerando um
selamento marginal mais resistente e duradouro, modificacdes nas superficies dos
abutments tém sido propostas através de usinagem/microusinagem, jateamento de
particulas, corrosdo quimica/eletroquimica e anodizacdo, a fim de promover
alteracdes de superficie e melhorar a interacéo entre material e tecido vivo (Rompen
et al.”?, 2006). Estudos in vitro e in vivo demonstraram que a superficie rugosa de
abutments de implantes influencia tanto a orientacéo e a proliferacdo de células do
tecido conjuntivo, como evita a migracao apical do tecido epitelial (Brunette 1¢ 1988;
Mustafa et al.®, 1998).

O estudo de materiais bioativos que promovem o reparo e regeneracao tecidual
de forma mais rapida esta cada vez ganhando mais espacgo na literatura (Williams?*
2009; Boccaccini et al.’2, 2014). Um vidro bioativo € aquele capaz de induzir uma
resposta bioldgica na interface do material seja ela proliferacdo celular, expressao
génica e formacdo de uma conexao entre os tecidos vivos e o material (Montazerian
et al.??, 2016). Um material desenvolvido pelo Laboratério de Materiais Vitreos da
Universidade Federal de S&do Carlos — Brasil - o Biosilicato®, apresenta elevado
potencial como material bioativo em diferentes situac¢des clinicas. A literatura relata
que o Biosilicato® promove bioestimulacdo de células ésseas, levando a um
aumento da proliferacdo celular, diferenciacdo osteoblastica e deposicdo de matriz
mineralizada in vitro e in vivo (Roriz et al.”®, 2010). Este material também foi
considerado biocompativel e capaz de estimular a proliferacdo de fibroblastos (Kido

et al.**, 2013). Outra propriedade que estd em estudo sobre o Biosilicato® é a
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antimicrobiana. De acordo com Martins et al.®®, (2011), este material demonstrou
notavel atividade contra microrganismos anaerdbicos, anaerdbicos facultativos e
microaerdfilos. Diante das interessantes caracteristicas bioldégicas demonstradas, o
Biosilicato® apresenta-se como uma potencial alternativa para aumentar a
compatibilidade biologica na superficie de zirconia utilizada em abutments, visando

uma melhora do selamento marginal com o tecido gengival.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A literatura mostra que diferentes materiais, bem como caracteristicas
intrinsecas destes, podem gerar diferentes respostas nos tecidos peri-implantares.
Logo, caracteristicas como rugosidade, porosidade, morfologia, composicao
quimica, entre outras podem afetar diretamente a adesdo de células nesses
substratos (Marchi et al.>*, 2010; Teng et al.®°, 2012). Para que haja uma interface
adequada entre implante e tecidos circundantes essas caracteristicas sdo de
fundamental importancia (Rompen et al.”?, 2006).

A utlizacdo de abutment de titAnio compromete a reabilitacdo estética,
principalmente quando o paciente apresenta uma gengiva pouco queratinizada ou
gquando o componente € posicionado em regido supra-gengival (Mustafa et al.®2
2008) provocando alteracdo de cor do tecido mole peri-implantar (Thoma et al.?",
2016). Além disso, alguns pacientes podem desenvolver reacdes alérgicas ao titanio
(Lalor et al. “8, 1991; Hosoki et al.**, 2016), assim como a discutivel contribuigdo
deste material no desenvolvimento de peri-implantites (Fretwust et al.®, 2015).
Soma-se a essas questdes, a possivel exposicdo do abutment por meio de
processos fisioldgicos e/ou patoldgicos, os quais podem levar a recessao gengival e
lesBes peri-implantares (Pae et al.®®, 2009).

Devido a alta demanda por reabilitacdes estéticas, a pesquisa de materiais
nesse campo tem aumentado. Na intencdo de aprimorar tal aspecto, ceramicas de
alta resisténcia tais como alumina e zirc6nia tém sido propostas para obtencéo de
abutments de implantes. Implantes de alumina ndo sdo comumente achados,
provavelmente pelo seu alto risco de fratura (Andreiotelli et al.?, 2009). A zirconia,
por sua vez, sofre fenbmeno alotropico que possibilita como mecanismo de
tenacificagao por transformacao de fases (Garvie et al.?%, 1975). A adicao de 6xidos
estabilizadores, na composi¢cdo da zirconia é feita para que a fase tetragonal da
zirconia permaneca em condicdo metaestavel, para que alie resisténcia mecanica e
seja capaz de suportar mecanismos de degradacdo em baixa temperatura
(Hisbergues et al.**, 2009). A zircbnia tetragonal policristalina estabilizada por itria
(Y-TZP) tem um destaque entre as ceramicas dentais devido a algumas
caracteristicas mecanicas superiores as demais como: maior resisténcia a fratura e
flexdo, rigidez, baixa condutibilidade térmica e excelente resisténcia a corrosao

(Kelly** 1997; Denry, Kelly?t, 2008). Além disso, comparada a materiais metalicos,
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apresenta coloragdo mais proxima ao dente natural, tornando-a ideal para areas de
elevada exigéncia estética (Gomes et al.??, 2008).

Outra caracteristica dos abutments de zircénia que deve ser levada em
consideracéo é a sua biocompatibilidade com o tecido gengival. A formacdo de uma
barreira permucosa estavel e sadia, que proteja os tecidos de microrganismos do
ambiente intra-oral, depende da adesdo e proliferacdo de fibroblastos e células
epiteliais sobre a superficie dos abutments (Abrahamssom et al.2, 2002; Rompen et
al.”2, 2006; Linkevicius, Apse®, 2008). Para garantir uma barreira eficaz de tecido
mole, a superficie do abutment, na area de transmucosa, deve ser biocompativel e
favorecer a adesao e crescimento dos tecidos circundantes (Abrahamssom et al.?,
1998). No ambito bioldgico, estudos ndao tém indicado qualquer efeito negativo da
zirconia sobre os tecidos mole e duro, e tem sido considerada tdo biocompativel
(Denry, Kelly?', 2008; Hisbergues et al.**, 2009) quanto o titanio (Martins et al.®®,
2010). Um estudo realizado em cinco pacientes saudaveis comparou a reacao
inflamatoria ao redor de cicatrizadores de implantes de titanio e de zirconia de
mesmo diametro e comprimento. Apés 6 meses da cirurgia de implante, a bidpsia da
gengiva circundante aos cicatrizadores demonstrou reacdo inflamatéria de menor
intensidade no tecido ao redor de cicatrizadores de zirconia (Degidi et al.?°, 2006).
Ainda, j& foi demonstrado que a zircbnia proporciona menor potencial de adeséo
bacteriana do que a superficie do titdnio. Em estudo in situ, espécimes de ZrO2
adaptados em um dispositivo protético foram expostos a cavidade oral por 24 horas,
sendo observado que 0s mesmos proporcionaram menor acumulo de biofilme do
gue os espécimes de titanio. Desta forma, abutments de ZrO2 poderiam oferecer o
beneficio adicional de baixo potencial de colonizagdo bacteriana (Scarano et al.”,
2004).

No que concerne a topografia do material, estudos in vitro e in vivo
demonstraram que a superficie de abutments de titanio lisa ou rugosa influencia
tanto na orientacdo e a proliferacado de células do tecido conjuntivo, bem como inibe
a migracgéo epitelial (Brunette!® 1988; Mustafa et al.®’, 1998). Apds a instalacdo do
implante, na fase inicial celular, a adesao e a proliferacdo celular para os substratos
podem variar de acordo com a rugosidade superficial e consequentemente
influenciar também nos componentes do citoesqueleto celular. Teng et al.®, em 2012
relataram que a morfologia celular pode ser afetada dependendo das condi¢cbes da

superficie de contato. Uma revisao de literatura conduzida por Rompen et al.”?, em
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2006 sobre o efeito das caracteristicas dos materiais, da topografia de superficie e
dos componentes dos implantes e conexdes sobre a integracdo dos tecidos moles
corroborou que a criagcdo de uma barreira tecidual inicial efetiva, capaz de proteger
biologicamente as estruturas peri-implantares, € de importancia primordial e, esta
barreira depende das caracteristicas quimicas e fisicas dos materiais. O valor de 0,2
pum de rugosidade média minima € o considerado como limiar necessario para
manter o selamento entre células epiteliais e superficie, além da estabilidade do
tecido mole em abutments de implantes (Bollen et al.3, 1996; Mustafa et al.®?, 2008).
Estudo de Baharloo et al.1t, (2005) concluiram que superficies asperas diminuiam o
crescimento e a proliferacao das células epiteliais quando comparadas as superficies
polidas em um periodo de 28 dias. Os autores também salientaram que a forca de
adesdo dessas células € maior em superficies polidas quando comparadas com
superficies rugosas.

A literatura também mostra que a energia livre de superficie também é um
aspecto que pode afetar a adesdo celular. Tal aspecto pode ser importante na
adsorcdo de proteinas, além de estar relacionado a adeséo e proliferacdo celular
(Jansen et al.*°, 1999; Rompen et al.”?, 2006). Segundo Colvin et al.’®, (1983), as
superficies hidrofébicas tendem a diminuir a quantidade de proteinas capazes de
aderir a superficie do substrato. Pesquisas in vivo e in vitro mostram que a
rugosidade e textura da superficie pode ter repercussao sobre 0s eventos iniciais da
cicatrizacdo tendo influéncia na adeséo, orientacao, proliferacdo e metabolismo das
células epiteliais e do tecido conjuntivo (Kéndnen et al.#’, 1992; Di Carmine et al.,
2003) confirmando que a estrutura fisica do material também pode ter influéncia no
selamento bioldgico (Raisanen et al.”, 2000; Groessner-Schreiber et al.3°, 2003). No
intuito de esclarecer a orientacdo de adesdo em variados tipos celulares, Oakley e
Brunette® (1995) observaram que as células se orientavam no sentido das
microranhuras que sdo encontradas na superficie do material. A resposta para essa
questdo ndo é comprovada mas ha uma sugestdo de que aconte¢ca um fenémeno
denominado contato guiado que propde que haja um contato inicial entre células e
substrato através de extensdes celulares em escala nanométrica (Meyle et al.®,
1994). Matsuzaka et al.*”, (2003) confirmaram o comportamento por "contato guiado”
de células mostrando que as posi¢des das células sédo aleatorias em uma superficie
lisa, diferente do que acontece em uma superficie rugosa, onde vao preferir se

alinhar com a direcdo do sulco.
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Posteriormente a adeséao inicial, ocorreria um aumento da ligagéo entre elas
que sucedia um espalhamento seguido por migracdo celular pela superficie do
substrato. Portanto, a orientacdo e a morfologia das células estdo diretamente
relacionadas a rugosidade superficial do material sendo capaz de aumentar a
estabilidade e aderéncia celular (Jansen et al.*°, 1999). As mudangas fisicas da
superficie alteram os sitios ligantes das mesmas que, por sua vez, irdo interagir com
os receptores celulares. Dessa maneira, as caracteristicas fisicas como energia livre
de superficie e rugosidade superficial, bem como as propriedades quimicas do
material, tém a capacidade de influenciar a adesdo de células epiteliais e
mesenquimais (Sardin et al.”, 2004; Teng et al.?°, 2012). Outra questdo importante
sobre a rugosidade da superficie dos abutments € a possivel invasdo bacteriana.
Quirynen et al.®®, (1990) afirmaram que superficies rugosas facilitam a adesédo e
formacao de biofilme bacteriano. Para galgar esse entrave, Kloss et al.*, (2011)
sugeriram que a superficie do abument deveria ser polida e assim, favorecer a
adesdao das células epiteliais gengivais.

Glauser et al.%8, (2005) fizeram analise dos tecidos duro e mole peri-implantares
com diferentes caracteristicas de superficie. Foi observado que o epitélio juncional
formado estabeleceu a ligacdo com a superficie do implante, enquanto que as fibras
coldgenas e fibroblastos da vedacdo do tecido conjuntivo foram orientados
paralelamente ao implante. A insercédo epitelial foi menor nas superficies oxidadas
(1,6 mm) e condicionadas (1,4 mm) em comparacdo com as superficies polidas (2,9
mm). Uma relacéo inversa ocorreu com a vedacdo do tecido conjuntivo, 0os mini-
implantes oxidados (2,2 mm) e condicionados (2,6 mm) exibiram uma maior zona de
vedacdo quando comparados aos usinados (0,7 mm). A fixacdo epitelial foi maior nas
superficies oxidadas e acido-tratadas em comparacdo com as usinadas,
demonstrando uma maior zona de vedacdo do tecido conjuntivo para estas
superficies. Assim, as propriedades da superficie de abutment, dentre as quais: a
biocompatibilidade com tecidos mole e duro, topografia da superficie do abutment e
a energia livre de superficie sdo pecas-chave, ja que direcionam o crescimento das
células do tecido conjuntivo.

Linkevicius e Apse®® (2008), por meio de uma revisédo, analisaram os estudos
disponiveis que discutiam a estabilidade dos tecidos peri-implantares sobre
abutments de titAnio em comparacdo com abutments de zircOnia. Essa revisédo

abrangiu nove artigos: 3 estudos em animais, 2 estudos em humanos e 4 estudos
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clinicos. Verificaram que abutments de titdnio geraram um nivel similar de o0sso
qgquando comparado com abutments de zirconia. O comportamento histolégico do
titdnio e zirconia em animais foi semelhante tanto em tecido mole quanto em tecido
duro. Porém, em material histolégico humano, os abutments de zircénia
evidenciaram um melhor desempenho em mucosa que o titanio. Nakamura et al.®,
em 2010, realizaram uma revisdo sistemética e corroboram que a zircbnia € mais
adequada para fabricacdo de abutment quando comparada ao titanio, ja que a altura
dos tecidos moles peri-implantares ao redor da zirconia mostraram superioridade
quando comparadas ao metal. Estudo recente (Lops et al.®?, 2015) compararou a
profundidade de sondagem de bolsa ao redor de abutments de zircénia e titanio e
demonstraram nao haver diferenca significante entre os materiais. A respeito da
perda do nivel 6sseo marginal muitos estudos concordam em nao haver diferenca
entre o uso de abutments de zircénia e titanio (Hosseini et al.*”, 2011; Lops et al.??,
2015; Payer® 2015).

Na década de 60, Hench et al.32 (1971) desenvolveram o primeiro silicato do
sistema quaternario SiO2—-Ca0O-Na20-P20s denominado Bioglass 45S5. Tal material
apresentava significativa bioatividade, porém suas caracteristicas mecanicas
limitaram o0 seu emprego em aplicacdes que exigiam grandes esforcos mecanicos
(Hench33 2006). O biomaterial 45S5 € capaz de induzir a forma¢do de uma camada
de hidroxicarbonato apatita biologicamente ativa (HCA) quando justaposto ao 0sso.
Tal camada € similar quimica e estruturalmente a fase mineral do osso (Kokubo®®
1991). O Biosilicato® é um biovidro semelhante ao 45S5, porém apresenta melhores
propriedades mecéanicas. Sua composicao € 23.75Na20-23.75Ca0-48.5Si02-4P205
(% em peso). Na forma particulada ndo apresenta arestas cortantes e, na forma
monolitica, € mais tenaz e possui melhor usinabilidade (Siqueira, Zanotto™ 2011). De
acordo com Crovace et al.’®, (2016), o Biosilicato® apresenta a maior bioatividade e
modulo de elasticidade de 60 a 80 GPa, cujo valor € o mais préximo do 0sso cortical
humano (~20 GPa) dentre os biovidros disponiveis comercialmente, além de possuir
cristalinidade préximo a 100%. Peitl et al.?’, (2001), mostraram que o valor da
resisténcia a flexdo pode alcancar 210 MPa, que € um valor similar ao encontrado no
Cerabone (215 MPa) que apresenta o melhor desempenho mecanico do mercado.
Além disso, a resisténcia a fratura também teve aumento cerca de 60%. A maioria
dos estudos disponiveis hoje sobre o Biosilicato® salientam a capacidade desse

biovidro em formar uma camada de hidroxicarbonato apatita, quando em contato
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com tecido 6sseo vivo e fluidos corporais (Moura et al.®°, 2007; Roriz et al.”*, 2010).
Esta camada promove uma forte unido entre biomaterial e tecido e isso acelera o
processo de regeneracdo Ossea devido a propriedade osteocondutiva e
osteoindutiva do biovidro. Outra caracteristica dos biovidros que € abordada na
literatura € a atividade antimicrobiana desses materiais (Stoor et al.””, 1998; Allan et
al.>®, 2001 e 2002). Os autores sugerem que essa propriedade estd relacionada
com condic¢des especificas do biovidro utilizado e de mudancas no meio através da
dissolucéo de ions, como aumento do pH e da pressao osmatica. Martins et al.®®,
(2011) confirmaram a atividade antimicrobiana do Biosilicato® contra uma série de
microrganismos orais patogénicos.

Sabe-se que a maior parte das pesquisas na area da implantodontia € voltada
para a otimizacdo da osseointegracdo, sendo as pesquisas direcionadas para o
aperfeicoamento da interface entre tecidos moles e abutments relativamente
limitadas. Diante do que foi exposto, a presente pesquisa visou recobrir a superficie
da zircbnia com um biovidro Biosilicato® e caracterizar a superficie dos espécimes
avaliando: rugosidade superficial, angulo de contato, energia livre de superficie,
alteracao de cor. As propriedades biolégicas como proliferacdo, morfologia, migracédo
e sintese de colageno por uma linhagem de fibroblastos de gengiva foram avaliadas

com o objetivo de verificar a bioatividade da superficie da Zr modificada com BS.
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3 Proposicéao

Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi recobrir a superficie da zircbnia com um

biovidro Biosilicato®, caracterizar a superficie e avaliar propriedades bioldgicas.

Objetivos especificos

1- Avaliar a efetividade do recobrimento da superficie da zirconia com
Biosilicato® analisando possiveis veiculos;

2- Avaliar a rugosidade superficial, angulo de contato, energia livre de
superficie e alteracdo de cor dos espécimes de zircénia modificados pelo
recobrimento do referido biomaterial,

3- Avaliar a proliferacdo, morfologia migracdo e sintese de coladgeno de
fibroblastos de camundongo L929 cultivados sobre os espécimes de zirconia

modificados com Biosilicato®.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Fase 1: Avaliacao da efetividade do recobrimento da superficie da zirconia

com Biosilicato®.

4.1.1 Obtencéo dos espécimes de zircOnia.

Blocos de zirconia (Vita InCeram for Lab) foram usinados em forma de cilindros
e o0 corte dos espécimes em formato de discos procedeu-se em cortadora de
preciséo (Isomet 1000). Apds o corte, os espécimes foram lixados com lixas d’agua
de granulacdo 2000 (3M, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil) até a espessura de 2,0 mm.
Uma marcacao foi feita com ponta diamantada na superficie onde nao haveria
aplicacdo do material para melhor identificacdo da face tratada. O protocolo de
limpeza para remocao de detritos foi realizado em 3 ciclos de 5 minutos em
ultrassom (Cleaner 1440D, ODONTOBRAS, Ribeirdo Preto, Brazil) em agua
destilada. Apds secagem por 24h em estufa a 50°C (Orion 515, FANEM, Guarulhos,
Brazil), os espécimes foram submetidos ao processo de sinterizacdo em forno
especifico (Sirona inFire HTC speed, Bensheim, Germany) respeitando o ciclo de

acordo com o fabricante da zirconia.

4.1.2 Selecdo do veiculo para recobrimento do biovidro Biosilicato® sobre a
superficie da zirconia.

Foram testados diferentes veiculos na tentaiva de recobrir a superficie da
zirconia com o po de Biosilicato® (BS). O tamanho da particula de BS variava entre
30 a 60um. Para haver um recobrimento de 100% na superficie da amostra de
zirconia e analisar o padrao de cobertura, a proporcéo inicial estabelecida entre po6 e
veiculo foi de 60 mg/mL. A Tabela 1 exibe os veiculos testados.
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Tabela 1 - Grupos para determinacdo de veiculo apropriado para o

recobrimento da zirconia com o Biosilicato®.

Grupo Veiculo

Controle -

Gl Alcool isopropilico e 4gua destilada

Gl Alcool isopropilico e verniz de acetato

Gl Acetona e verniz de acetate

GIVv Agua destilada e verniz de acetato

GV Liquido de glaze

G VI Primer de silano

G Vi Hipromelose de baixa de viscosidade
(60HD3) Sheffcell

G Vil Hipromelose de alta viscosidade (75HD

100CR) Sheffcell

Fonte: Elaboracao prépria.

A partir dos resultados obtidos, o veiculo selecionado foi alcool
isopropilico/agua destilada, por apresentar facil manipulagdo e promover um

recobrimento mais homogéneo da superficie de Zr com microcristais de BS.

4.1.3 Recobrimento do Biosilicato® sobre a superficie da zirconia.

Os espécimes de zircbnia apresentavam 7,2 mm de diametro e 1,5 mm de
espessura apoés a sinterizacdo. Foi aplicado 20 pL de uma suspenséo obtida através
do veiculo e o p6 do BS (particulas de 30 a 60 um) sobre a superficie dos
espécimes. Em seguida, os espécimes foram aquecidos a uma temperatura de
1100°C por 20 minutos, a fim de promover o recobrimento do BS sobre superficie da
zircbnia. Levando-se em consideracdo estudos piloto prévios e o estudo do Kido et
al.*®, (2013), em que foi observado que a concentracdo de 100% de BS nao
promoveu diferenca na proliferacdo de fibroblastos L929 e onde as menores
concentracfes de BS foram mais efetivas para resposta bioldgica positiva, para as
fases subsequentes foi utilizada a proporcao de 6 mg/mL que corresponde a 10% do
total utilizado para recobrimento total dos espécimes de Zr.

4.1.4 Analise da morfologia superficial e identificacdo do biomaterial sobre os
espécimes.

A morfologia superficial dos espécimes foi avaliada por meio de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV; JEOL JMS-6610V Scanning Microscope, Téquio,
Japao) realizado com resolucdo de imagem: 512 por 384, voltagem 12kV e aumento
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menor de 140x e maior de 4500x (n=2), sendo a presenca do BS analisada por meio
de Espectrometria de Energia Dispersiva de Raio-X (EDX), para identificacdo dos

elementos quimicos presentes na superficie dos espécimes.

4.2 Fase 2: Caracterizacdo da superficie da zircdnia contendo Biosilicato®.

4.2.1 Avaliacao da rugosidade superficial.

A rugosidade superficial (n = 6) foi analisada através de Microscopio Optico
Confocal (LEXT 3D Measuring Laser Microscope OLS4100, Olympus,
Massachusetts, EUA) com precisao de medi¢ao + 2%, resolucéo de escala 0,8 nm,
movimento de resolucdo 10 nm, repetibilidade 50x: n-1=0.012 um, precisao
0.2+L/100 um. Para isto, foi utilizado o paradmetro Ra (rugosidade média), que
corresponde a média aritmética dos valores absolutos das ordenadas de
afastamento (picos e vales) em relacao a linha média dentro do caminho de medicéo.
Foram feitas imagens em 2D com 2130x de aumento e 3D com 110x de aumento,
aproximadamente. Através da imagem virtual obtida pelo LED do microscépio, foram
tracadas 3 linhas perpendiculares em relagdo as marcas de polimento e uma média
foi obtida para cada amostra. Os grupos foram divididos em: Zr e Zr+BS ap6s o

recobrimento com o veiculo selecionado na Fase 1.

4.2.2. Medida do angulo de contato e energia livre de superficie
(molhabilidade).

A andlise do angulo de contato e energia livre de superficie (n=6) foi verificada
no aparelho Goniémetro (Gonidémetro Optical Contact Angle Measurements SCA20 -
DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt, Baden-Wurttemberg, Alemanha) do
Instituto de Quimica de Araraquara-UNESP. Os grupos foram divididos em: Zr e
Zr+BS ap0s o recobrimento com o veiculo selecionado na Fase 1. A energia livre de
superficie (ELS) é uma medida obtida a partir de medidas de angulo de contato
utilizando liquidos com polaridades diferentes. No presente estudo foram utilizados:
agua destilada, etilenoglicol e diiodometano. Os espécimes foram armazenados em
estufa (FANEM, Sao Paulo, Brasil) por 24 horas, para secagem completa e com 1
hora de antecedéncia das mensuracfes os espéecimes foram acondicionados em
placa de 24 pocos a temperatura ambiente, devidamente protegida com parafilme

para evitar umidade do meio. Todos os espécimes foram limpos antes dos testes
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com &lcool 70 para remover qualquer residuo na superficie dos mesmos. Apés a
secagem com papel absorvente procedeu-se o0 ensaio. Medidas dos angulos de
contato estaticos usando o método da gota séssil foram registradas e analisadas a
temperatura ambiente através do software SCA20. As gotas de cada liquido
possuiam o mesmo volume: agua destilada 17 pL, etilenoglicol 17 uL e dilodometano
3 YL, que era o valor minimo suportado pelo equipamento e seringa utilizados.
Imediatamente ap0s o contato da gota com a superficie do disco cronometrava-se
30 segundos para estabilizacdo e interagcdo do liquido com a superficie. Trés
medidas foram obtidas em cada espécime (Figura 1). Os angulos de contato
formados entre a superficie de cada material e a gota correspondente a cada liquido

foram calculados utilizando a equacgéo de Laplace-Young.

Figura 1 — Gota para mensuracao do angulo de contato

: o B v C

Gota para mensuracdo do angulo de contato em espécimes ap0s o tratamento com
BS. Liquidos utilizados e suas respectivas polaridades: A — Agua (52,5); B — Etilenoglicol
(19); C — Diiodometano (2,6).

Fonte: Elaboracao prépria.

Os valores das trés medidas obtidas foram inseridos no software SCA20 para o
calculo da energia livre de superficie por meio do conceito de componentes polares

e dispersdo com o método de OWRK (Owens—Wendt—Rabel-Kaelble).

4.2.3 Analise da alteracao de cor.

A andlise da alteracdo de cor dos espécimes foi realizada segundo o sistema
CIE L*a*b* estabelecido pela Comission Internacionale de [I'Eclairage — CIE
(Comissao Internacional sobre lluminacdo). De acordo com esta escala de cor, a
variavel L* € a medida do brilho do objeto e é quantificada em uma escala onde o

preto apresenta um valor de L* igual a zero e a luz totalmente refletida um valor de
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L* igual a 100. A coordenada a* é a medida da quantidade de vermelho (+a*) e
verde (-a*); j& a coordenada b* representa a quantidade de amarelo (+ b*) e azul (-
b*). Para tanto, foi utilizado um Espectrofotbmetro de Reflexdo Ultravioleta Visivel
portétil (Color Guide, BYK Gardner GmbH Gerestsried, Alemanha) com comprimento
de onda variando de 400 nm a 700 nm, iluminagcdo padrdo D65 e éangulo de
iluminagcdo/observagdo 45/0°. Os espécimes foram posicionados de forma
padronizada em uma matriz de silicone branca adaptada a um porta-amostra, sendo
0 espectofotdbmetro posicionado sobre o conjunto. Os grupos foram divididos em: Zr
e Zr+BS. Foram realizadas 3 leituras em cada espécime antes (baseline) e apds o
tratamento térmico a 1100°C, obtendo-se uma média. A alteracdo total de cor foi
obtida a partir da seguinte equacao: AE* = [(AL*)* + (Aa*)* + (Ab*)?]’2. Todos os
procedimentos empregados para analise da alteracdo de cor estdo descritos na

Figura 2.
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Figura 2 — Representacdo da analise da alteracdo de cor dos espécimes

de zirconia.

Representacdo da andlise da alteragéo de cor dos espécimes de zircbnia. A — Matriz
de silicone com abertura central adaptada ao porta-amostra. B —Espécime de zirconia (seta)
adaptado na matriz de silicone. C — Espectrofotdbmetro. D — Espectrofotdbmetro posicionado

sobre o espécime para realizacdo da leitura.

Fonte: Elaboracao prépria.

4.3 Fase 3. Avaliacdo da bioatividade da superficie de zircénia tratada com

Biosilicato® sobre fibroblastos in vitro.

Para esta analise, a forma do recobrimento com Biosilicato® sobre a superficie
da zircbnia foi realizada da mesma forma descrita na Fase 1. Os grupos
experimentais estdo descritos na Tabela 2. Para todos os protocolos experimentais,

dois experimentos independentes foram realizados.
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Tabela 2 — Grupos experimentais a serem analisados na Fase 3.

Grupos Descricao

PS Espécimes em formato de discos de
poliestireno (controle 1)

Zr Espécimes em formato de discos de
zirconia (controle 2)

Zr+BS Espécimes em formato de discos de

zircbnia submetidos ao recobrimento
com Biosilicato® através do veiculo
selecionado na Fase 1

Fonte: Elaboracao prépria.

Para a realizacdo dessa etapa foram utilizadas células de linhagem
fibroblastica L929 (ECACC: European Collection of Authenticated Cell Cultures,
General Cell Collection 04102001). As células foram cultivadas em garrafas de
cultura celular de 75 cm? contendo meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM; suplementado com 100 IU/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 2
mmol/L de glutamina; GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO,
Grand Island, NY, EUA). Em seguida, as células foram mantidas em incubadora a
37°C e 5% de CO2. As células foram sub-cultivadas até que se obtivesse a
monocamada com confluéncia de 80%, atingindo assim o numero de células

adequado para a execucao do estudo.

4.3.1 Protocolo experimental.

Os espécimes de PS, Zr e Zr+BS foram adaptados em uma matriz metélica,
entre dois anéis de silicone, sendo realizado um vedamento lateral com cera 7 para
permitir o plantio das células de forma padronizada sobre a superficie dos materiais
e acondicionados em placas de 24 pogos para execucdo dos protocolos (Figura 3).
Para realizacdo da semeadura celular, uma gota de 20 uL da suspenséao de células
foi aplicada sobre a superficie dos materiais, sendo o conjunto incubado por 30

minutos a 379C e 5% CO2 para permitir a ades&o inicial das células. Em seguida, 0s
conjuntos foram complementados com 1 mL de meio de cultura, de acordo com cada

protocolo experimental.
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Figura 3 — Posicionamento dos espécimes na placa de 24 pocos e

esquema ilustrativo do espécime em um pogo.

Meio
de
cultura

célula
cera

espécime

anéis de
dispositivo——|— | silicone

Fonte: Elaboragéo prépria.

4.3.2 Avaliagéo da Proliferagao Celular.

Para esta andlise (n=6), 30.000 células foram semeadas sobre cada material.
Decorridos 1, 3, 5 e 7 dias de cultivo em DMEM suplementado com 10% SFB (meio
de cultura foi renovado a cada 48 horas), a proliferacéo celular foi avaliada por meio
do teste de Alamar Blue (Life Technologies; Grand Island, NY, EUA). Para tanto, o
meio de cultura foi substituido por 900 uL de DMEM sem SFB, acrescido de 100 uL
de solucdo de Alamar Blue (10%), sendo o conjunto incubado por 3 horas a 37° C e
5% CO2. Apos este periodo, o sobrenadante foi transferido para placas de 96
compartimentos e analisado em leitor de fluorescéncia (540 nm excitacdo; 590 nm
emissdo) (Synergy H1, Biotek, Winooski, EUA). O grupo controle negativo foi

considerado como 100% de viabilidade celular.

4.3.3 Avaliacao da Morfologia Celular.

Esta analise foi realizada em microscopio eletrénico de varredura (MEV), sendo
as células semeadas do modo descrito para o teste de proliferacdo celular. Em cada
periodo de andlise (n=2), as células foram fixadas em glutaraldeido tamponado a
2,5% a 25°C por 3h, pos-fixadas em tetroxido de 6smio a 1% por 2h, submetidas
a desidratacdo em solucdes crescentes de etanol (30%,50%,70% ,90% [2x], 100%
[2X]) por meia hora em cada solugéo e, por fim, & secagem quimica com HMDS (3
trocas de 20 min) em dessacador a temperatura ambiente. Os discos foram fixados
em stubs metalicos e acondicionados em dessecador por 72h. Entéo, os stubs foram
metalizados com ouro e analisados em MEV (JEOL-JMS-6610V Scanning

Microscope, Toquio, Japao).
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4.3.4 Avaliacao da Migracéao Celular.

O ensaio de Wound Healing (n=6) foi realizado para analise do padréo de
migracdo das células sobre os materiais. Um total de 50.000 células foram
semeadas em um padrdo sobre cada material em DMEM com 10% de SFB. Apos
24h de cultivo, as células da regido central dos discos foram removidas com auxilio de
ponteira de 1 mL, formando-se uma “ferida” (Figura 4). O meio de cultura foi
substituido por 1 mL de DMEM com 10% de SFB, e o conjunto incubado por 24h,
sendo em seguida as células fixadas em alcool 70% por 1h, lavadas com 1 mL de
adgua deionizada e coradas com violeta cristal por 15 min, seguido de lavagem com
dgua destilada. A imagem da regido da ferida foi obtida por meio de lupa
esterioscopica, sendo a area mensurada por meio do programa Image J. Neste
ensaio, apenas 0s grupos Zr e Zr+BS foram avaliados.

Figura 4 — llustracdo demonstrando a confecgcao da “ferida” no espécime.

_ &

Fonte: Elaboracao prépria.

4.3.5 Avaliacdo da Sintese de colageno.

Para esta analise (n=6), 30.000 células foram semeadas sobre cada material
em DMEM sem SFB, sendo este conjunto incubado por 7 dias, sem realizacao de
troca de meio. Passado este periodo, o meio de cultura foi coletado e armazenado a -
20°C para posterior analise. Para tanto, 500 yL do meio de cultura em contato com
as células foram transferidos para tubos contendo o mesmo volume da solucéo de
Direct Red em &cido picrico saturado (0,1%), sendo em seguida incubados por 1
hora sob agitagdo a 400 rpm em banho seco a 25° C. Os tubos foram entéo
centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado e
foram adicionados 300 uL de acido cloridrico 0,01 M. Os tubos foram centrifugadas
novamente (12.000 rpm/10 min), o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 250
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WL de hidroxido de sédio 0,5 M para solubilizar o material precipitado. Os espécimes
foram submetidos a andlise de absorbancia em espectrofotbmetro a 555 nm. A
porcentagem de sintese de colageno para cada amostra foi calculada baseada nos

valores médios de absorbancia do grupo controle negativo.

4.4 Andlise Estatistica

Para verificar a reprodutibilidade dos dados, os protocolos biolégicos foram
realizados em dois momentos independentes. Os dados de o angulo de contato e a
energia livre de superficie e rugosidade superficial tiveram distribuicdo normal de
dados verificado pelo teste de Shapiro-Wilk e o teste estatistico aplicado foi o t-
Student (p < 0,05) para amostras independentes. A andlise da alteracédo de cor (AE)
foi avaliada pela média de AE de todas as amostras e seria considerada
insignificante se apresentasse valor abaixo de 3,7. Andlises descritivas foram feitas
para as imagens de MEV e identificagdo do Biosilicato® e elementos quimicos
presentes na superficie dos espécimes por meio de EDX. As andlises da proliferacao
celular e sintese de colageno foram feitas atravées de ANOVA e post hoc Tukey (p <
0,05), e a analise do ensaio de wound healing foi realizada pelo teste t- Student (p <
0,05).
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5 RESULTADO

5.1 Fase 1: Avaliagao da efetividade do recobrimento da superficie da zircénia
com Biosilicato®.

Foram realizados uma série de estudos pilotos na tentativa de conseguir uma
camada uniforme e bem distribuida de BS sobre a superficie dos espécimes. Em
testes preliminares, 0os espécimes que tiveram na sua superficie a aplicacdo de
HPMC nas duas viscosidades misturados ao po do Biosilicato® resultaram ao final
do processo térmico (1100°C por 20 min) na formacao de uma camada heterogénea
visivel a olho nu e facilmente destacavel. Logo, tais grupos foram excluidos dos
demais testes.

Os demais veiculos avaliados, resultaram na deposicdo de uma camada
homogénea na superficie da zircbnia, sendo os mesmos investigados sob anélise
minuciosa em MEV/EDX para verificacdo de elementos quimicos na superficie
alterada. As Figuras a seguir demonstram os resultados obtidos para a escolha do
melhor veiculo de acordo com a presenca e a distribuicdo do biomaterial nos

espécimes.



Grupo controle: Zircbnia sem cobertura
Figura 5 — MEV (140 e 4500x) Zirconia sem cobertura e EDX evidenciando
a presenca da Zr.
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Fonte: Elaboragéo prépria.
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Grupo I: Alcool isopropilico e dgua destilada

Figura 6 — MEV (140 e 4500x). Alcool isopropilico e agua destilada.
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Fonte: Elaboracéo prépria.



Grupo lI: Alcool isopropilico e verniz de acetato
Figura 7 — MEV (140 e 4500x). Alcool isopropilico e verniz de acetato.
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de O, Na, Si e Ca.

Fonte: Elaboracéo propria.
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Grupo lll: Acetona e verniz de acetato
Figura 8 — MEV (140 e 4500x). Acetona e verniz de acetato.
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Grupo IV: Agua destilada e verniz de acetato
Figura 9 — MEV (140 e 4500x). Agua destilada e verniz de acetato.
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Grupo V: Liquido de glaze
Figura 10 — MEV (140 e 4500x). Liquido de glaze.
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Grupo VI: Primer de silano
Figura 11 — MEV (140 e 4500x). Primer de silano.

Gy

SEl  12kY .WDHmm .SSr-‘lI:I 1 ) El  12kY WD11imm 5540

Full scale counts: 600749 Base(9)

600000

300000 —

A00000 —

300000 —

200000 —

100000 - g
O
Na

c |le Al LI K C2cq
0 | [ [ | | | |

0 1 2 3 4 5 6 7
Auséncia de recobrimento do espécime e presenga de cristais de BS. EDX aponta O,

Na, Si e Ca.

Fonte: Elaboragéo prépria.



39

A excessdo do G VI, em todos os grupos foi observada a presenca de uma
camada amorfa, similar a microcristais, recobrindo a superficie de Zr submetida ao
recobrimento com BS. A andlise por EDX verificou que todos os grupos também
apresentaram os elementos quimicos que compdem o BS como o Si, Na, O e Ca. A
imagem em menor aumento mostra que no grupo | houve um espalhamento mais
homogéneo dos microcristais. Nos grupos Il a V houve uma cobertura total, porém
com falhas nas superficies evidenciando a formacédo de aglomerados de BS ou a
presenca de depressbes. JA em VI, foi observada uma superficie pobre de
microcristais. De acordo com os resultados obtidos, e levando-se em consideracéo a
facilidade técnica, o custo e a citocompatibilidade avaliada em estudo piloto prévio,
no presente estudo optou-se pelo uso de alcool isopropilico + agua destilada (G 1)

como veiculo para o recobrimento com BS nos espécimes de zirconia.
5.2 Fase 2: Caracterizacao da superficie da zirconia contendo Biosilicato®.

Para a avaliacao da rugosidade superficial, angulo de contato e energia livre de
superficie e alteracéo de cor foram divididos em dois grupos: zircdnia e zircbnia + BS
(n=6).

5.2.1 Rugosidade superficial.

No corrente estudo verificou-se que a rugosidade média (Ra) dos espécimes
de zircbnia sem o biomaterial foi de 0,26 um. A variacéo foi de 0,2 a 0,34 um. Apos a
cobertura com o Biosilicato®, a rugosidade média passou a ser 64,79 um variando
entre 60,14 a 68,88 um. Logo, verificou- se um aumento significativo na rugosidade
superficial dos espécimes submetidos a aplicacdo do BS. Imagens de menor e maior
(~110 e ~2130x) aumento obtidas em 3D e 2D evidenciaram o aspecto da superficie
dos espécimes de Zr e dos espécimes Zr+BS (Figura 12).
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Figura 12 — Imagens representativas da caracterizagdo da superficie dos

grupos Zr e Zr+BS

C D

Imagens obtidas em microscopio confocal em 2D (A e C; ~2130x de aumento) e 3D (B
e D; ~110x de aumento).

Fonte: Elaboracéao prépria.
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5.2.2 Angulo de contato e energia livre de superficie.

A tensdo superficial € determinada pelo cruzamento da reta na dire¢éo do eixo
y. O valor referente a este cruzamento define o coeficiente linear da reta e portanto,
a energia de livre de superficie, ou energia de Gibbs Quanto maior a tensdo
superficial, maior sera o valor desta energia. No presente estudo, a distribuicdo
normal de dados permitiu a realizacdo do teste t e para os liquidos agua e
diiodometano houve uma diminuicdo significativa estatisticamente do angulo de
contato. Ja para o etilenoglicol houve um aumento do angulo de contato significativo
(Figura 13). Logo, pode-se inferir que para os liquidos agua e diiodometano houve
um melhor espalhamento apds a aplicacdo do BS. Ja para o etilenoglicol ndo houve
diferenca no espalhamento apés a aplicacdo do BS.

Figura 13 — Média e desvio padrédo dos valores de angulo de contato para

cada grupo experimental (n=6, teste t, p <0,05). *Indica diferenca

significativa entre os grupos.
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Fonte: Elaboracao prépria.
A energia livre de superficie também aumentou significativamente dos
espécimes de Zr em comparagcao com os Zr + BS (Figura 14).
Figura 14 — Média e desvio padrdo dos valores de energia livre de
superficie para cada grupo experimental (n=6, teste t, p <0,05). *Indica

diferenca significativa entre os grupos.
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Fonte: Elaboracgéo prépria.
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A mudanca de comportamento entre os liquidos utilizados apés a aplicacdo do
BS fez uma compensacao na reta da ELS demonstrando que mesmo que o angulo
de contato possa ter mudado entre os liquidos utilizados, a ELS n&o sofreu

alteracao.

5.2.3 Alteracéo de cor (espectrofotobmetro).

Os valores médios de L*, a*, b* das amostras controle e com BS recobertos estao
na Tabela 3. Os valores de AE variaram de 3,11 a 1,18, resultando no valor de
AEmedio = 1,74, o qual ficou abaixo do valor de 3,7, sendo a alteragdo de cor
considerada clinicamente aceitavel (Johnston, Kao*' 1989; Browning et al.*®, 2009).

Tabela 3 — Os valores médios de L*, a*, b* das amostras controle e com a

cobertura do biovidro

AL Aa Ab AE
Zr -0,12 0,06 0,02 1,62
Zr + BS -0,82 -0,01 0,29 1,74

Fonte: Elaboragéo prépria.

5.3 Fase 3: Avaliacdo da bioatividade da superficie de zircbnia tratada com

Biosilicato® sobre fibroblastos in vitro.

5.3.1 Proliferacéao celular.

De acordo com os resultados demonstrados na Figura 15, observou-se
aumento significativo na porcentagem de proliferacdo das células L929 semeadas
sobre os discos Zr+BS em comparacdo com os grupos Zr e PS nos periodos de 3, 5
e 7 dias, demonstrando um aumento da proliferagao para o grupo que continha o BS

recoberto.
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Figura 15 — Média e desvio padrédo dos valores de proliferacao celular (%)
pelo teste de Alamar Blue para cada grupo experimental nos diferentes
periodos de analise (n = 6, testes: ANOVA e Tukey, p <0,05). Diferentes
letras mailsculas indicam diferenga significativa entre os periodos de
andlise para cada grupo experimental. Letras minUsculas demonstram
diferenca significativa entre 0s grupos experimentais, dentro de cada
periodo de analise.
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Fonte: Elaboracao prépria.

5.3.2 Morfologia Celular.

Imagens representativas da analise da morfologia celular em MEV estao
demonstradas na Figura 16. Foi possivel observar que as células L929 foram
capazes de aderir sobre todos os substratos testados e proliferar ao longo do tempo.
Um grande numero de células recobrindo toda a superficie dos materiais foi
observado nos periodos de 5 e 7 dias de cultivo celular, sendo que no periodo de 7
dias, um grande namero de possiveis células em mitose foi observado no grupo

Zr+BS em comparagdo com 0s demais grupos.
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Figura 16 — MEV (500x). (*) Indica substrato sem células. Um grande
namero de células em possivel processo de mitose pode ser detectado no

grupo Zr+BS no periodo de 7 dias (setas).
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Fonte: Elaboragéo prépria.

5.3.3 Migracgéo Celular.

Reducdo significante na area da ferida foi observada no grupo Zr+BS em
relacdo ao grupo Zr, demonstrando maior capacidade de migracao das células L929
em contato com a superficie contendo BS. A Figura 17 demonstra o grafico com os
resultados numéricos, bem como imagens representativas da ferida em ambos o0s
grupos, onde pode-se constatar um grande nimero de células na regiao da ferida no
grupo Zr+BS em relacdo ao grupo Zr.
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Figura 17 — Grafico de barras e imagens representativas do ensaio de

wound healing obtidas por lupa estereoscépica (50x). *Indica diferenca

entre os grupos. Teste t- Student (p < 0,05). n=3.
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Fonte: Elaboragéo prépria.

5.3.4 Sintese de colageno.

Aumento significativo na sintese de colageno foi observada para o grupo que
continha o BS recoberto a superficie da zirconia aos 7 dias de cultivo celular em
comparacao com 0s demais grupos experimentais, corroborando com o achado da
proliferacéao celular (Figura 18).

Figura 18 — Sintese de colageno (Sirius Red) L929. *Indica diferenca entre

0s grupos. ANOVA; Tukey (p < 0,05). n=6
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Fonte: Elaboracé&o prépria.
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6 DISCUSSAO

O sucesso de reabilitacdes orais através de implantes extrapola o processo de
osseointegracao e tenta aliar simultaneamente conceitos de forma e funcdo. Este
tipo de tratamento almeja ndo somente a integragdo de 0sso ao redor do implante,
mas também requer tecido mole de qualidade para o selamento na interface
mucosa/abutment. O selamento se faz importante para a manutencdo da estética,
além de impedir a invasdo de bactérias na regido peri-implantar. Tal selamento &
conseguido por meio de uma barreira de protecdo, denominada espaco biolégico,
entre 0 meio oral e regido peri-implantar e ela destina-se a evitar a migracao apical
do epitélio juncional e prevenir a reabsorcdo 0ssea crestal (Welander et al.®3, 2008).
As células constituintes da barreira podem ou néao se aderir a superficie do abutment
e isso depende de vérias caracteristicas do material, entre elas: a natureza quimica,
rugosidade superficial e energia livre de superficie (Rompen et al.”?, 2006).

Dentro deste contexto, o presente estudo propds o recobrimento da zircbnia
com o Biosilicato®, caracterizando a superficie dos espécimes e avaliando as
propriedades biolégicas quando em contato com fibroblastos. O corrente estudo
rejeitou a hipotese nula de que ndo houve diferenca estatisticamente significante nos
quesitos fisicos de rugosidade superficial, energia livre de superficie, angulo de
contato (para dois liquidos utilizados) e aceita para o aspecto de alteracdo de cor
dos espécimes. No que concerne ao comportamento das células L929, em
superficies com e sem a cobertura do biomaterial, a hipétese nula foi rejeitada para
todos os ensaios realizados.

A rugosidade superficial de um material é de fundamental importancia para os
eventos iniciais da cicatrizacao (fixacao, orientacao, proliferacdo e metabolismo). No
gue concerne a rugosidade superficial e a adeséo celular, alguns autores defendem
que superficies lisas aumentam a proliferacdo celular (Anselme et al.?, 2000), ja
outros autores discordam (Bachle et al.*®, 2004). Este tema € muito controverso na
literatura, visto que cada linhagem celular responde de maneira diferente a este
estimulo. Os dados atuais mantém a ideia de que a adesédo de fibroblastos a
superficies com valor de Ra menor a 0,1 ym é mais intensa do que nas superficies
com Ra superior a esse valor. Huang et al.*®, (2004), estudaram o comportamento de
osteoblastos em superficie de titanio com diferentes rugosidades e encontraram que

o valor de Ra ideal para estacélula é de 0,15 um. Para Takamori et al.”®, (2008), a
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rugosidade superficial ideal (Ra) para os fibroblastos é relatada na faixa entre 0,1 um.
Flamant et al.>*, (2016), alteraram a superficie da zircbnia através de
condicionamento acido e estudaram o fendétipo e morfologia de células-tronco. Os
autores relataram que a micro-topografia € necessaria para obter o controle 6timo
sobre esses aspectos, e possivelmente consegue esclarecer por que em muitas
pesquisas a micro-topografia tem relacao direta com respostas celulares. Gentile et
al.?”, (2010) reportaram que superficie recoberta com silicio e valor de Ra entre 10-
45 nm resultou em adeséo e proliferacdo de 4 diferentes tipos de células. Heinrich et
al., (2008) mostraram que a rugosidade superficial criada por irradiacéo a laser aumentou a
adeséo de fibroblastos. Zhu et al. &, (2004) afirmaram que mudar a topografia da superficie
pode aumentar o espalhamento e a migracado cellular e diminuir os contatos focais entre as
células. O resultado disso é o aumento nos processos de mitose, consequentemente, a
proliferacéo cellular e a adeséo ao substrato aumentam também.

No corrente estudo, verificou-se que a rugosidade média (Ra) dos espécimes
de zircbnia sem a cobertura do biomaterial foi de 0,26 um. A variacéo foi de 0,2 a
0,34 um. Apds o recobrimento com Biosilicato®, a rugosidade média passou a ser
64,79 um variando entre 60,14 a 68,88 um. Também foi verificada uma maior taxa de
proliferacdo celular nos fibroblastos L929 cuja semeadura foi realizada sobre os
espécimes de zircbnia com a superficie alterada com BS, quando comparados com 0s
grupos controle negativo e positivo. E importante ressaltar que o aumento na
rugosidade superficial facilita a formacéo de biofilme na superficie de implantes e de
componentes. Valores de Ra acima de 0,2 um foram associados a formacédo de
biofilme precoce (Groessner- Schreiber et al.?*°, 2003, Subramani et al.”®, 2009). Em
contrapartida, o biovidro BS apresenta propriedades antimicrobianas notaveis contra
microrganismos da microbiota oral como ja foi demonstrado por Martins el al.?*, em
2011.

Apesar de longos anos de estudos, o papel das caracteristicas fisico-quimicas
na adeséo celular ainda é tema sem consenso na literatura. Anselme et al.®, (2000)
destacaram a necessidade de levar em consideracdo ndo somente a rugosidade,
mas também a composicao fisico-quimica de superficies de biomateriais para a
interpretacdo de resultados de citocompatibilidade in vitro. Estudos na literatura
mostram que o aumento da rugosidade e morfologia de superficie depois de
tratamento superficial apresentavam comportamento mais hidrofébico, ou seja,

caracteristica menos molhante (Burton, Bhushan'” 2005) contrariando 0s Nnossos
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resultados para agua e diiodometano. Seguindo a légica de raciocinio, um maior
espalhamento de células seria 0 esperado, uma vez que o angulo de contato dos
liquidos utilizados diminuiu apds o tratamento superficial. No presente estudo, de
acordo com teste t para a agua destilada e o diiodometano, houve uma diminui¢ao
significativa do angulo de contato com p = 0,016 e p = 0,01, respectivamente. J&
para o etilenoglicol ndo houve diferenca significante. Os liquidos que apresentaram
diminuicdo do angulo de contato apresentam polaridades muito distintas gerando
uma sugestdo de que a zirconia apds o0 recobrimento com BS pode ter um
comportamento anfipatico, ou seja, apresentar uma regido hidrofilica (soltvel em
agua) e uma regido hidrofébica (insolavel em &agua, porém solivel em lipidios e
solventes orgéanicos) devido a presenca de diferentes elementos quimicos na
superficie modificada, além da superficie dos espécimes serem parcialmente
recobertos. A analise por EDX evidenciou a presenca de particulas do biovidro apés
a cobertura do mesmo sobre a superficie da zirconia. Alguns autores concordam que
a molhabilidade da superficie de um material € capaz de influenciar a conformacéo
das proteinas adsorvidas pelo substrato (Ziats et al. %, 1990; luliano et al.*¢, 1993;
Jansen et al.*°, 1999). As proteinas sdo agregadas em ilhas de acordo com a
especificidade delas em relagdo ao material utilizado. Logo, quanto menor a
quantidade de ilhas, menores os sitios de adesao.

Quanto a energia livre de superficie, nosso estudo mostrou diferenca
estatisticamente significante nos espécimes com e sem BS, ou seja, 0 recobrimento
com o biomaterial bem como a técnica utilizada geraram alteracdo nesse aspecto. A
ELS de um substrato significa a interacdo entre este e quaisquer outros materiais
seja liquido ou sdlido. Quanto maior a quantidade de ions ativados disponiveis no
substrato, maior a tensdo superficial. O resultado disso é a maior ou menor
capacidade da adesédo celular que depende da natureza quimica da célula e do
substrato ao qual ela foi exposta. Se forem naturezas com as mesmas
caracteristicas quimicas, mais facil vai ser a interacdo entre célula e substrato.
Altankov et al.”, (1996) e Lampin et al.*®, (1997) afirmaram que o aumento da
molhabilidade influencia na adeséo de fibroblastos e no espalhamento dos mesmos.
Alguns autores corroboram que a ELS é de fundamental importancia para a adesao
de células epiteliais, pois sugerem que uma alta energia livre da superficie e a
conformacdo das proteinas adsorvidas é considerada uma conformagéo

biologicamente favoravel (Jansen et al.*°, 1999; Rompen et al.”?, 2006).
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No quesito alteragéo de cor, Pirro®® em 1985 afirmou que a cor € uma resposta
psico-fisica a um fendmeno fisico de transmissao ou reflexdo da luz sobre um
determinado objeto. Estudo conduzido por Vieira et al.??, (2001) estudaram a
influéncia de diferentes texturas de superficies de ceramicas, com ou sem a camada
de saliva. Nesse estudo, os autores mostraram que a aplicagcdo do glaze altera
significativamente o resultado final da cor e essa mudanca € mantida pela saliva. A
aplicacdo de uma camada vitrea apesar de alterar a cor da ceramica, aumenta o seu
brilho e favorece o aspecto estético. No presente estudo, a camada de BS na
superficie dos espécimes nao alterou o AE a ponto de ser percebido a olho nu.
Levando-se em consideragéo a opacidade da zircOnia, o recobrimento com uma fase
vitrea na superficie desse material pode ter melhorado o brilho do mesmo. Uma
revisdo sistematica em meta-analise conduzida por Linkevicius e Vaitelis®* em 2015,
demonstrou claramente o melhor desempenho estético da zirconia quando
comparada ao titdnio. Deve-se levar em conta que a espessura do tecido mole é que
vai definir o sucesso do tipo de abutment utilizado. Isso sera mais evidente quando o
paciente tiver o biotipo de gengiva marginal delgada (Linkevicius, Vaitelis®* 2015).

Nos quesitos biolégicos o BS apresentou caracteristica interessante na
bioestimulagdo de fibroblastos L929. Os resultados do Alamar Blue mostraram que
houve um aumento da proliferagéo celular no grupo exposto ao BS a partir do 3° dia
e 0 ensaio de Sirius Red confirmou a maior sintese de coladgeno para 0 mesmo
grupo. Linkevicius e Apse®® em 2008 avaliaram os materiais utilizados para
fabricacdo de abutments na estabilidade dos tecidos peri-implantares e os resultados
demonstraram semelhanga entre o titanio e a zirconia. Kohal et al.**, (2004) fez uma
comparacao entre implantes de zirconia e titanio em relacéo a integridade de tecido
0sseo e conjuntivo. O achado foi que houve uma formacéo efetiva de uma mucosa de
conexdo em ambos os materiais. Kondnen et al.*’, (1992) e Hormia e Kondnen®*
(1994) observaram que superficie de titanio polidas ou finamente ranhuradas podem
ser 6timas na manutencdo da adeséo e no fendtipo de células epiteliais gengivais e
fibroblastos. Os autores também sugeriram que a rugosidade superficial do material
pode interferir na expressao de subunidades de integrinas.

No presente estudo, o aumento da rugosidade da superficie da zircOnia tratada
com BS ndo apresentou efeito negativo sobre as células L929. Aumento na
capacidade proliferativa, na migracdo celular e sintese de coldgeno foram

observados, o que pode ser atribuido ao potencial bioativo do BS. Pesquisas in vitro e
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in vivo realizadas por Kido et al.**, (2012) avaliaram a genotoxicidade e citoxicidade
de scaffolds contendo BS, por meio da exposicédo de fibroblastos e osteoblastos a
extratos contendo diferentes concentracdes do biomaterial. Na analise da
citotoxicidade (MTT), os extratos do biomaterial ndo inibiram a proliferacdo das
células e ainda foram capazes de promover aumento na proliferacdo celular nas
concentracbes de 12,5% e 25% apo6s 72 e 120 horas em ambas as linhagens. A
analise da genotoxicidade (comet assay) demonstrou que o BS néo induziu danos no
DNA para ambas as linhagens testadas em todos os periodos. Esses achados
corroboram com o presente estudo, visto que neste trabalho a concentragéo de BS
utilizada foi capaz de estimular significativamente a proliferagéo de fibroblastos L929.
Desta forma, o recobrimento da superficie de abutments de zircénia com BS
apresenta-se como uma alternativa altamente interessante para promover o
estabelecimento de uma insercdo conjuntiva ao redor de implantes dentarios. No
entanto, mais estudos séo necessarios para avaliar a longevidade deste efeito, bem

como o comportamento desta superficie in vivo.
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7 CONCLUSAO

Dentro das limitacdes deste estudo, pode-se concluir que:

1. A excessdo do HPMC, os veiculos: Alcool isopropilico e agua destilada;
Alcool isopropilico e verniz de acetato; Acetona e verniz de acetato; Agua destilada e
verniz de acetato; e Liquido de glaze permitiram a formacdo de uma camada de
micro-cristais de BS sobre a superficie da Zr;

2. O recobrimento do BS sobre a zirconia promoveu aumento na rugosidade
superficial e da energia livre de superficie, sugerindo a formacdo de uma superficie
anfipatica, porém sem alterar a cor da Zr;

3. A superficie de zircbnia recoberta com BS apresentou potencial bioativo
sobre células de linhagem fibroblastica, resultando em aumento na proliferacédo e

migracgao celular, bem como na expressao de colageno in vitro.
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