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Rigolin MSM. Influéncia do envelhecimento de abutments de titanio e zircbnia na
adesao, viabilidade e proliferacéo celular, e adesao de biofilme multiespécie [tese de
doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

A longevidade dos implantes dentarios depende da manutencdo do tecido peri-
implantar e da auséncia de inflamacdo nessa area. Semelhante aos dentes, as
bactérias patogénicas podem aderir nas superficies dos abutments dos implantes e
causar doenca peri-implantar. As propriedades fisico-quimicas intrinsecas a cada
material ao longo do tempo podem sofrer alteragbes e assim afetar a adesao devido
a constante renovacao celular e ao desenvolvimento do biofilme. Avaliar a influéncia
do envelhecimento de materiais de abutment de titanio (Ti) e zircbnia (ZrO2) na
viabilidade, morfologia, adesdo e proliferacdo de biofilmes de cerandcitos orais
normais (Nok-si) e biofilme multiespécie Porphyromonas gingivalis, Streptococcus
sanguinis e Fusobacterium nucleatum. Nos discos de ZrOz e Ti foram analisados
rugosidade superficial (Ra), angulo de contato com a agua e difracéo de raios X (DRX),
antes e ap06s o envelhecimento em autoclave. A viabilidade celular de Nok-si foi
avaliada pelo ensaio de MTT e a morfologia foi analisada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). A proliferagdo celular e a adesdo foram analisadas usando
microscopio confocal. Biofilme multiespécies foram analisados quantitativamente por
Log (UFC/mL) e qualitativamente por MEV. Para Ti, diferenga estatisticamente
significante foram encontradas entre as medidas de rugosidade antes e depois do
processo de envelhecimento, entretanto o processo de envelhecimento ndo afetou a
rugosidade média dos discos de ZrOz2. O processo de envelhecimento afetou a
molhabilidade da superficie do Ti quando em contato com agua e polietilenoglicol,
para a superficie do ZrO2 quando em contato com etilenoglicol e polietilenoglicol (p
<0,05). A fase tetragonal diminuiu, e houve aumento da fase monoclinica na ZrOz, e
nao houve alteragcbes no Ti. Viabilidade e morfologia celular ndo apresentaram
diferengas para as duas superficies antes e apos o envelhecimento. A adeséo e
proliferacao celular e a quantidade de B-actina presente nas células foram maiores no
Ti. Menor adesdo de biofilme na superficie de Ti. Concluiu-se que adesédo e
proliferacéo de queratindcitos normais orais e a viabilidade e adeséo do biofilme foram
influenciados pelo tipo de material e pelo processo de envelhecimento. Os resultados
indicam que os materiais examinados sdo adequados como abutments, porém O Ti
mostrou melhor adeséo e proliferacéo celular e menor adeséo de biofilme.
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ABSTRACT

The longevity of dental implants depends on the maintenance of the peri-implant tissue
and the absence of inflammation in that area. Similar to teeth, pathogenic bacteria may
adhere to the surfaces of implant abutments and cause peri-implant disease and
consequently implant loss. The physico-chemical properties intrinsic to each material
over time may undergo changes and thus affect adhesion due to constant cell turnover
and biofilm development. To evaluate the influence of aging of titanium and zirconia
abutment materials on the viability, morphology, adhesion and proliferation of normal
oral ceranocytes biofilms (Nok-si) and multispecies biofilm Porphyromonas gingivalis,
Streptococcus sanguinis and Fusobacterium nucleatum. Surface roughness (Ra),
water contact angle and X-ray diffraction (XRD) were analyzed on the zirconia (ZrO2)
and titanium (Ti) discs before and after autoclaving aging. Nok-si cell viability was
assessed by the MTT assay and the morphology was analyzed by scanning electron
microscopy (SEM). Cell proliferation and adhesion were analyzed using confocal
microscopy. Multispecies biofilm were quantitatively analyzed by Log (CFU/mL) and
qualitatively by SEM. For Ti, a statistically significant difference was found between the
roughness measurements before and after the aging process, however the aging
process did not affect the average roughness of the zirconia discs. The aging process
affected the wettability of the Ti surface when in contact with water and polyethylene
glycol, and to the ZrO2 when in contact with ethylene glycol and polyethylene glycol (p
<0.05). The tetragonal phase decreased, and there was an increase of the monoclinic
phase in the ZrO2, and there were no changes in Ti. Viability and cellular morphology
did not present differences for the two surfaces before and after aging. Cell adhesion
and proliferation and the amount of B-actin present in the cells were higher in Ti. Lower
biofilm adhesion on Ti surface. It was concluded that adhesion and proliferation of
normal oral keratinocytes and viability and biofilm adhesion were influenced by the
type of material and the aging process. The results indicate that the materials
examined are suitable as abutments, but Ti showed better cell adhesion and
proliferation and lower biofilm adhesion.
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1 INTRODUCAO

Apés o0 surgimento da osseointegracdo, o tratamento com implantes
osseointegrados tornou-se uma realidade na clinica odontoldgica, dessa forma, a taxa
de sucesso e insucesso dos implantes passou a ter uma importancia significativa, pois
todo o tratamento se baseia na possibilidade de se obter a osseointegracédo dos
implantes e da permanéncia desta ao longo do tempo*.

A substituicdo de um dente perdido por uma Unica coroa suportada por implante
tem ganhado cada vez mais popularidade tanto pelos médicos quanto pelos
pacientes®. Estudos clinicos de longo prazo mostraram excelentes taxas de sobrevida
para a substituicdo de um Unico implante®. Contudo, o sucesso de um tratamento com
implantes ndo depende apenas da osseointegracdo bem-sucedida do implante, mas
também da supra-construcao protética, isto é, o complexo implante-abutment-coroa
tem de se misturar naturalmente com o tecido peri-implantar circundante e o resto da
arcada dentaria®’.

Assim, a integridade da area peri-implantar é fundamental, mesmo com uma
osseointegracdo satisfatéria, e é determinante para sucesso clinico final dos
implantes®. O contato direto entre o implante e 0 0sso subjacente, assim como a
auséncia de processo inflamatoério sdo necessarios para a longevidade dos implantes
dentais®. De acordo com a literatura cientifica, a inflamacdo dos tecidos peri-
implantares é, atualmente, considerada um dos principais responsaveis pela perda
dos implantes®-13,

Diversos microrganismos capazes de desenvolver doencas, como a
periodontite e, na presenca de implantes, a peri-implantite estdo presentes na
cavidade oral'*. Apés a perda dos dentes causada pela doenca periondontal, os
microrganismos permanecem sobre as estruturas remanescentes na cavidade oral e
influenciam diretamente a colonizacao dos implantes, instalados a posteriori, mesmo
apos a osseointegracao ter ocorrido com sucesso!3,

A fim de evitar a penetracdo bacteriana, que poderia prejudicar tanto a
cicatrizacdo inicial quanto o comportamento em longo prazo dos implantes, ha a
formacdo de uma barreira epitelial efetiva capaz de proteger biologicamente as
estruturas peri-implantarest6.1’

Em um dente natural, as fibras colagenas dento-gengivais estao firmemente

inseridas no cemento e no 0sso, e orientadas perpendicularmente ou em direcao



20

obliqgua em relagéo a superficie do dente, atuando como uma barreira a migragéo do
epitélio e impedindo a invasdo bacteriana!®!®. Em contraste, os implantes nao
possuem cemento: a orientagcao das fibras de ‘ligagao’ no tecido mole superior a crista
Ossea € paralela a superficie do implante e, mais importante, ndo sao inseridas na
superficie do mesmo?%21, Como consequéncia, h4 uma fraca resisténcia mecanica de
adesédo do tecido conjuntivo ao implante quando comparada com a dos dentes
naturais??.

Nos dias de hoje, as taxas de sucesso dos implantes osseointegrados passam
dos 90%, mas mesmo assim é de extrema importancia que os fatores que causam o
insucesso sejam minimizados ao maximo, tornando o tratamento com implantes ainda
mais previsivel, eficaz e duradouro, como por exemplo a escolha correta para
materiais de abutments?.

Os materiais utilizados para a confeccdo de abutments sdo o titanio
comercialmente puro (Ti) e atualmente a zirconia (ZrO2). O primeiro ainda é
considerado padrédo-ouro, ja a zircOnia (ZrO2), aparece para substituir o Ti em area
estética, principalmente em presenca de gengiva fina e pouco queratinizada’2324,

Para materiais de implantes, quando se considera metais e ligas metalicas, até
0 presente momento, somente o Ti comercialmente puro e a liga de Titanio-Aluminio-
Vanadio (TisAlsV) apresentam respaldo cientifico descrito na literatura odontologica
comprovando seu sucesso clinico para uso em Implantodontia. O Ti apresenta como
vantagens, o relativo baixo custo quando comparado a metais nobres, grande
estabilidade quimica da camada superficial de 6xidos (TiO, TiOz, Ti2Oz) que € formada
quando do corte da peca de Ti e sua exposicdo ao oxigénio do ar, além de sua
comprovada biocompatibilidade?®.

Além do Ti, a ZrO2 surge como alternativa bastante promissora como material
de abutment devido a, primeiramente, os abutments de ZrO2 podem ser utilizados até
mesmo em regides posteriores devido a sua alta resisténcia mecanica e flexural. Em
segundo lugar, muito embora o uso de abutments de Ti n&o seja contraindicado, a cor
dos abutments ZrO2 é semelhante ao dente natural conferindo-as excelentes
propriedades estéticas’.

Diferentes materiais de superficie do abutment também podem influenciar a
resposta do tecido peri-implantar duro e mole. Consequentemente, a composi¢ao
quimica e as propriedades fisicas da superficie do abutment podem afetar o

comportamento de tecidos peri-implantares. Como por exemplo a rugosidade
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superficial (Ra) e a energia livre de superficie (ELS), que podem desempenhar um
papel importante em relacdo a adesdo celular influenciando no espalhamento das
células sobre a superficie®2°,

Porém os abutments e implantes fornecem uma superficie para colonizacdo
microbiana?®’- Estudos sobre a microbiota relacionada ao implante mostram que a
bactéria sub e supragengival do implante € originalmente derivada da microbiota da
cavidade bucal®'528-31 Os patdgenos periodontais oportunistas, como Actinobacillus
Actinomycetemcomitans, Porphromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermédia e
Fusobacterium nucleatum (Fn), Streptococcus sanguinis (Ss) entre outros foram
associados com peri-implantite e falha de implantes®2,

Um dos fatores para o sucesso dos implantes dentais é a manutencédo dos
tecidos sadios em volta deles. O acumulo de biofilme sobre o abutment e na cavidade
bucal induz a uma inflamacéo nos tecidos ao redor desse implante e pode levar a uma
progressiva destruicdo (peri-implantite) e a falha completa do tratamento com
implante, quando ha a perda da osseointegracdo.

Entretanto, no meio bucal o material instalado sofre alteragcdes. Ambos 0s
materiais diferem em muitos aspectos e tém suas proprias vantagens e desvantagens.
O Ti oferece vantagens com relacdo a densidade, biocompatibilidade, a capacidade
de se reparar instantaneamente se danificado devido a camada de 6xido passivante
e a resisténcia a ataques acidos. No entanto, a cor cinza do Ti pode brilhar através da
fina mucosa, especialmente se aplicada na regido anterior*34. Além disso, apenas as
ligas de Ti mais recentes sao caracterizadas por um modulo de elasticidade proximo
ao 0sso humano®®, e alguns estudos relataram reacdes galvanicas ocorridas ap6s o
contato com saliva e flor. A resposta inflamatoria e a reabsor¢cdo 6ssea também
foram induzidas por particulas de TI4%6. J4 a ZrOz, sofre degradacéo de superficie em
ambiente bucal devido a presenca de agua ou vapor3’3, chamada de degradacéo a
baixa temperatura (DBT) ou Low Temperature Degradation (LTD) podendo também
influenciar na resisténcia mecanica do material, além de sofrer alteracbes na
rugosidade superficial®®4%- Outro aspecto importante a ser considerado com relacéo
aos abutments de ZrO2 € sua suscetibilidade aos mecanismos de fadiga, limitacdo
critica dos materiais ceramicos, uma vez que, o crescimento subcritico de trincas pode
resultar em decréscimo da resisténcia e longevidade das restauracées*?.

A literatura cientifica apresenta informacgfes limitadas para o desempenho

biolégico de materiais para abutment*?43, com poucos estudos avaliando a qualidade
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da adeséo celular e de microrganismos nestes componentes protéticos* apoés
envelhecimento. Estudos de colonizacdo bacteriana ao redor de abutments de Ti e
ZrO2 mostraram resultados conflitantes. Ao mesmo tempo, a presenca de uma efetiva
barreira tecidual ao redor dos implantes osseointegrados é de suma importancia para
saude e longevidade dos implantes, mantendo-se desta maneira mesmo com o passar
do tempo, apesar das alteragbes na superficie dos materiais e renovacao celular

constate.
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2 PROPOSICAO

Objetivo geral: o presente estudo avaliou, in vitro, a influéncia do
envelhecimento de materiais de abutments de implantes em Ti e ZrO2 em viabilidade,
adesdo e proliferacdo de queratindcitos normais orais (Nok-si) e em viabilidade e
adesao e morfologia de biofilme multiespécie).

Objetivos especificos: Avaliar a influéncia nos materiais de superficie de
abutments Ti e ZrO2, arugosidade superficial, a energia livre de superficie e a difracao
de raio-X antes e apds o processo de envelhecimento;

Avaliar o efeito do envelhecimento nas superficies testadas (Ti e ZrOz) em
viabilidade de células Nok-si por meio do ensaio de reducdo do MTT, morfologia
celular em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), adesao celular destas células
por meio de Faloidina em Microscopia de Fluorescéncia, e proliferacdo das células
aderidas nas superficies citadas acima por meio de Carboxifluoresceina em
Microscopia Confocal.

Avaliar a influéncia do envelhecimento na adesdo e na morfologia de biofilme
multiespécie: Fn, Ss, e Pg, por meio do MEV e viabilidade por meio de contagem de
células viaveis (UFC/mL).

O estudo experimental testou a hipétese nula de ndo haver diferenca para os
diferentes materiais testados antes e apds o envelhecimento em relacdo a adesao,

viabilidade e proliferacdo de células e na viabilidade e adesdo de microrganismos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Mesmo com uma osseointegracdo satisfatoria, o sucesso clinico final dos
implantes depende da integridade da area peri-implantar®. A cavidade oral é
constituida por uma grande variedade de microrganismos capazes de desenvolver
doencas, como a periodontite e, na presenca de implantes, a peri-implantite4. Apds a
perda dos dentes causada pela doenca periodontal, 0s microrganismos permanecem
sobre as estruturas remanescentes e influenciam diretamente a colonizacdo dos
implantes, instalados a posteriori, mesmo ap0s a osseointegracao ter ocorrido com
sucesso®.

Abrahamsson et al.*>, em 1998, examinaram histologicamente a interface de
tecido mole em dentes higidos de animais e observaram que esta interface apresenta
uma dimenséo variando entre 3-4 mm na dire¢éo apico-coronal definida como “espaco
biolégico”. O tecido presente nesta interface € constituido por duas zonas: uma
epitelial, que recobre aproximadamente 2 mm da superficie, e outra que situa-se logo
abaixo, o tecido conjuntivo. Ambos o0s tecidos contribuem tanto para o
estabelecimento do espaco bioldgico, quanto para impedir a penetracdo das bactérias
orais e os produtos na regido periodontalt®4®,

Da mesma forma, o tecido peri-implantar age esteticamente circundando o
abutment e impedindo a penetracdo de microrganismos e toxinas'®4¢. Uma vez que
as células epiteliais atingiram a superficie do abutment de implante, a fixacdo ocorre
diretamente por meio de uma lamina basal (inferior a 200 nm) e pela formacgéo de
hemidesmossomos! 194750 A literatura mostra que os hemidesmossomos podem ser
formados ja entre 2 a 3 dias de cicatrizacédo®!.

J& é sabido que diferentes materiais de superficie podem causar varios niveis
de tecido peri-implantar duro e mole. Consequentemente, a composi¢ao quimica e as
propriedades fisicas da superficie dos abutments de implantes, ou seja, as
caracteristicas inerentes a cada material podem afetar o comportamento dos tecidos
peri-implantares®?. Devido a capacidade de adesdo dos microrganismos nas
superficies de abutments®3, a barreira formada pelo tecido epitelial ao redor dos
abutments deve ser efetiva inicialmente para que ndao ocorra a perda precoce do
implante por deficiéncia no processo de osseointegracdo e permanecer com esta
efetividade ao longo do tempo mesmo com a renovacgao celular e envelhecimento dos

materiais para que nao haja a perda tardia, como resultado de doenca peri-implantar.
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A peri-implantite € um processo inflamatério sendo um sitio especifico de
infeccdo que acomete os tecidos que circundam implantes dentais osseointegrados,
resultando na perda do suporte 6sseo ao redor do implante. Essa condicdo se
desenvolve em resposta a colonizacao bacteriana do sulco peri-implantar e, se néo
for tratada, leva a perda do osso de suporte, perda da osseointegragao e insucesso
do implante. Comumente acomete entre 5% e 10% dos pacientes tratados com
implante e é uma das causas principais de insucesso do implante a longo prazo®*.

A infeccdo bacteriana dos biomateriais € o fator mais importante para a falha
de préteses implanto suportadas'?®®, desta forma, a adesdo bacteriana inicial e o
adicional desenvolvimento de biofilme complexo multi bacteriano sobre a superficie
do biomaterial € um problema clinico comum®®. A adeséo da bactéria a superficies
sélidas depende de muitos fatores, inclusive das caracteristicas bacterianas, fatores
ambientais, e das propriedades de superficie do biomaterial®’.

Os materiais utilizados para a confeccéo de abutments séo o Ti e atualmente a
ZrO2. Em relacdo a caracteristica quimica, o titdnio € um dos materiais mais
comumente utilizado em implantes dentarios principalmente pela biocompatibilidade.
Além de ser considerado padrdo-ouro como material de abutment e de implante,
adsorve proteinas, como a albumina, colageno, fibronectina e fibrinogénio dos fluidos
biolégicos da cavidade bucal®.

Desde a sua introducédo, o Ti tem ocupado uma posicdo dominante como
material de implante e pilar para terapia com implantes dentéarios, e estudos clinicos
de longo prazo de Ti puro comercialmente puro disponiveis demonstraram um
resultado previsivel*. No entanto, o Ti também apresenta desvantagens, incluindo a
cor cinza, que pode descolorir a mucosa peri-implantar fina (<2 mm) (Jung et al., 2007)
baixa resisténcia ao desgaste (Taira et al., 2009) e particulas submicrométricas de Ti
que induzem a secrecdo inflamatéria de citocinas in vitro%8.

A demanda por restauracdes estéticas favoreceu a introducéo de abutments de
ceramica, principalmente em casos de gengiva fina e pouco queratinizada’. Entre
estes, os pilares de ZrO2 demonstraram excelentes propriedades mecénicas e
estéticas, levando a sua popularidade como uma alternativa aos pilares de Ti’4459,
Essas propriedades mecanicas e micro estruturais da ZrOz, assim como a
biocompatibilidade, tém sido bem documentadas®%-6,

A ZrO2, a temperatura ambiente, apresenta trés formas: monoclinica, estavel
até cerca de 1170°C; tetragonal, de 1170°C até 2370°C; e cubica de 2370°C até a
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temperatura de fusdo (2680°C)%2. Em altas pressdes e temperaturas ou apoés
resfriamento rapido até temperaturas proximas ou inferiores a do nitrogénio liquido
observa-se a estrutura ortorrémbica.

A transformacéo da fase t-m acabara ocorrendo apos a aplicacdo do estresse
local®® e na presenca de agua®3%4, que é conhecido DBT®®.

A adeséo de células epiteliais e a qualidade da barreira formada dependem das
propriedades fisico-quimicas dos materiais, tais como: rugosidade superficial,
hidrofilicidade e energia livre de superficie. As células epiteliais exigem polaridade na
membrana plasméatica apical-basal para realizar fungdes de transporte vetorial cruciais
e polaridade citoplasmatica para gerar diferentes progénies celulares para
morfogénese do tecido. O estabelecimento e a manutencdo de uma célula epitelial
polarizada com dominios superficie apical, basolaterais e ciliar € guiado por um
programa de polaridade epitelial (PPE), que é controlado por uma rede de reguladores
de proteinas e lipidios. O PPE é organizado em resposta a sinais extracelulares e é
executado através do estabelecimento de um eixo apical-basal, jun¢des intercelulares,
rearranjos do citoesqueleto especificas do epiteliais e maquinas tréafico polarizada®®.

Sendo assim, a sensibilidade ao envelhecimento deve ser especificamente
determinada para cada componente protético, uma vez que o envelhecimento é
primariamente dependente das caracteristicas micro estruturais®’3 e caracteristicas
superficiais®3.67-69,

No caso de abutments de implantes, um valor de 0,2 um tem sido aceito como
o limiar de rugosidade média minima necesséaria para manter o selamento entre as
células epiteliais e a superficie e, consequentemente, a estabilidade do tecido moleZ.
De acordo com Quirynen et al.”®, (1990), superficies rugosas reforcam a formacéo de
biofilme bacteriano e para superar esse obstaculo e favorecer a adesao das células
epiteliais gengivais, a superficie do abutment do implante deve ser polidas,71. Ao
mesmo tempo, a adesdo dessas células em superficies polidas € maior que em
superficies rugosas®7273, E provavel que em tratando-se de superficies rugosas estas
mesmas células sejam mais susceptiveis a remo¢cdo mecanica. A orientacdo das
células epiteliais in vitro sobre uma determinada superficie se orientam na direcdo das
microranhuras da superficie do substrato’. Apds esta adesdo inicial, ocorreria um
subsequente aumento da ligacdo entre estes que resultaria em um espalhamento

seguido por migracao celular pela superficie do material. Finalmente, a orientacdo e a
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forma das células estdo diretamente relacionadas a micro-geometria da superficie
desta estrutura. Isto aumentaria a estabilidade e aderéncia celular®.

Interacdes hidrofobicas e hidrofilicas desempenham um importante papel na
adsorcdo de proteinas sobre superficies de biomateriais e influenciam na relagéo
destes com o tecido humano, no caso o gengival, e na adesdo de microrganismos”>7®,
Assim, outra caracteristica influente na adeséo celular é a energia livre de superficie
ou tensédo superficial. A alta energia disponivel reflete a presenca de grupos iénicos
expostos sobre o material, e esta carga resultante determinara as interacfes
intermoleculares com a interface celular’”.

Assim como a superficie de um material, as células também expressam uma
grande variedade de moléculas na superficie externa. Os grupos quimicos presentes
nestas moléculas interagem entre si, por meio das interacfes intra moleculares, e
também geram uma carga final’®. As regides hidrofébicas da interface celular refletem
a tendéncia da célula a ser atraida as regides com a mesma natureza quimica, o
mesmo ocorre em caso de superficies hidrofilicas. Desta forma, a energia livre de
superficie pode desempenhar um papel importante ndo s6 sobre a adsorcdo de
proteinas, mas também em relacdo a adeséao das células e ao posterior espalhamento
destas®!’. De acordo com Colvin et al.” (1983), as superficies, quando hidrofébicas,
diminuem a quantidade de proteinas aderidas na superficie do material. As mudancas
fisicas da superficie alteram a expressdo dos sitios ligantes das mesmas, que
consequentemente, irdo interagir com os receptores celulares. Contudo, as interacdes
que conduzem a adeséo inicial, mas principalmente, a longo prazo de células epiteliais
as superficies, ainda sdo pouco compreendidas, ja que € preciso considerar a
magnitude das cargas apresentadas pelo tecido, as quais também sao influenciadas
pelas condicdes proporcionadas pelo meio, como alteracéo de pH&0-81,

Abrahamsson et al.*® (1998), compararam a reacdo dos tecidos peri-
implantares em abutments de Ti, liga de ouro, e de 6xido de aluminio e abutments
individualizados com porcelana dental em cdes. Os abutments produzidos tanto com
Ti quanto com ceramica, permitiram a formacao de uma porgéo de tecido epitelial e
uma porgao conjuntiva de cerca de 2 e 1,5 mm, respectivamente. Concluiram que as
caracteristicas quimicas dos diferentes materiais influenciaram o comportamento
celular e consequentemente na adesao sobre as superficies.

Em 2005, Glauser et al.'® caracterizaram histologicamente a barreira de tecido

mole peri-implantar formada em seres humanos ao redor de mini implantes
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experimentais ndo segmentados com topografias diferentes de superficie (usinado,
oxidado ou condicionado). A inser¢éo epitelial foi menor nas superficies oxidadas (1,6
mm) e condicionadas (1,4 mm) em comparagcao com as superficies polidas (2,9 mm).
Em concluséo, os implantes oxidados e condicionados permitiram menor crescimento
epitelial e maior vedagéo dos implantes usinados com tecido conjuntivo.

Em uma revisdo sistematica, Linkevicius, Apse?® (2008) analisaram as
informacdes disponiveis quanto ao fato de abutments de Ti promoverem uma maior
estabilidade para os tecidos peri-implantares, em comparacdo com abutments de
ouro, de ZrOz e de aluminio e concluiram que os abutments de Ti ndo proporcionam
um nivel mais elevado de osso em comparacdo com abutments de ouro, aluminio e
ZrO2. Em estudos histoldgicos realizados em animais, o Ti e a ZrO2 mostraram relacéo
semelhante entre os tecidos moles e duros. Ja em material histolégico de humanos,
estes abutments indicaram uma relacdo melhor da mucosa humana para a ZrOz em
comparacdo com o Ti. Em concordancia, Nakamura et al.?4, em 2010, realizaram uma
revisdo sistematica e mostraram que a ZrO2 € o material adequado para confeccéo de
abutment quando comparado ao Ti, uma vez que as dimensdes dos tecidos moles
peri-implantares ao redor da ZrO2 mostraram superioridade quando comparadas ao
metal.

Em 2012, Teng et al.? estudaram a relacdo de células/implantes para
desenvolver uma arquitetura apropriada dos tecidos sobre superficies de Ti puro. A
fase inicial de adeséo e capacidade de repovoamento dos osteoblastos (MC3T3-E1),
dos fibroblastos (NIH 3T3), e das células epiteliais (XB-2). Os resultados mostraram
que as qualidades adesivas das células XB-2 em uma superficie polida foram
melhores do que aquelas em superficies rugosas, as propriedades proliferativas foram
invertidas. Os efeitos da rugosidade nas caracteristicas de células
3T3 foram opostos ao resultado obervado para as células XB-2. Capacidades
proliferativas de E1 ndo diferiram com significAncia estatistica. Estes resultados
sugeriram que uma superficie mais rugosa possui a capacidade de aumentar a
proliferagdo de osteoblastos e de inibir o crescimento de fibroblastos que melhoram
a taxas de sucesso de implantes. O implante pode ser concebido com uma superficie
usinada na area superior mais proxima da superficie gengival, para promover a rapida
adesado celular epitelial com o objetivo de prevenir a inflamacédo apés a implantacéo®2.

Rigolin et al.”®, em 2017 avaliaram, in vitro, a influéncia das caracteristicas

fisico-quimicas de duas superficies de pilares de implantes sobre a adesao de células
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epiteliais gengivais (OBA-9). Para este fim, foram utilizados espécimes em forma de
disco de Ti e ZrOz, imitando as superficies dos componentes do pilar, enquanto discos
de esmalte bovino (EB) e laminula de vidro (LV) serviram como controles positivos e
negativos, respectivamente. A rugosidade e a energia livre de superficie (ELS) de
todos os materiais foram avaliadas previamente ao passo de adesao celular. Em
sequéncia, o efeito de cada material na morfologia e viabilidade das células foi
analisado apos 1 e 24 h. Os resultados mostraram que a rugosidade e a ELS néo
tiveram efeito sobre os dados de viabilidade celular ou sobre sua interacdo (p <.559),
independente de uma andlise pés-contato de 1 ou 24 horas. No entanto, a fixacdo e o
espalhamento das células aumentaram apos 24 horas em Ti e ZrO2 em relacdo a EB,
correspondendo aos maiores valores de ELS. A ELS parece ser uma propriedade
importante que interfere na qualidade do tecido mole ao redor dos implantes dentarios.
Esses dados podem ser considerados um ponto de gatilho para o desenvolvimento
de novas superficies de materiais.

No entanto, ndo é de interesse para a longevidade do implante que haja adeséo
de microrganismos periodontais no abutment, j& que isso pode levar a peri-implantite.
Pier-Francesco et al.'1, em 2006, objetivaram modificar rugosidade e energia livre de
superficie do Ti e identificar o efeito dessas modificacbes na aderéncia bacteriana
subsequente. Para isto, 16 amostras de Ti de diferentes rugosidades foram
preparadas usando procedimentos de polimento especificos. Outras seis amostras
foram quimicamente alteradas pelo tratamento com descarga de plasma de argbnio e
imersao em solug@es de silano para produzir diferentes hidrofobias de superficie. Um
ensaio de adesdo in vitro utilizando Porphyromonas gingivalis foi realizado para avaliar
o efeito da modificacdo na aderéncia bacteriana. Encontraram, reducao significativa
na adesao a materiais categorizados como sendo "muito lisos" (Ra 34,57 + 5,79 nm).
Esta reducao ndo ocorreu com superficies "lisas" (Ra 155,00 + 33,36 nm), "rugosas"
(Ra 223,24 + 9,86 nm) ou "muito rugosas” (Ra 449,42 + 32,97 nm). A alteragéo na
hidrofobicidade da superficie do material também n&o foi encontrada para afetar a
adeséao bacteriana. Assim concluiram que a adeséo de P. gingivalis ao Ti foi inibida a
niveis de rugosidade superficial abaixo daqueles geralmente encontrados para
abutments/pilares de implante (Ra 350 nm).

Em 2013, Al-Ahmad et al.8?, examinaram in vivo a ades&o bacteriana inicial em
seis diferentes materiais de implantes, Ti-m, TiUnitel, ZiUnitel, ATZ-m, ATZ-s, TZP-

A-m, que foram testados utilizando placas de esmalte bovino como controle. Todos os
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materiais, fixados em sistemas splint, foram examinados ap6s 30 min e 120 min de
exposi¢do oral. A coloragdo com DAPI foi utilizada para andlise quantitativa dos
microrganismos inicialmente aderentes. Os microrganismos aderentes iniciais foram
visualizados por hibridacdo in situ com fluorescéncia (FISH) e quantificados por
microscopia confocal de varredura a laser (CLSM). Os alvos das sondas
oligonucleoticas foram Eubacteria, Veillonella spp., Fusobacterium nucleatum,
Actinomyces naeslundii e Streptococcus spp. Como resultados, a analise DAPI
mostrou que o aumento do tempo de exposicdo oral resultou em uma quantidade
crescente de bactérias aderentes iniciais. O maior nivel de colonizacdo foi em
ZiUnitel, com o menor ocorrendo no esmalte bovino, seguido por Ti-m. Esta
colonizacdo precoce correlacionou-se significativamente com as rugosidades
superficiais dos materiais. FISH e CLSM néo apresentaram diferencas significativas
em relacdo a composicdo bacteriana total. No entanto, Streptococcus spp. foi
mostrado para ser os principais colonizadores em cada um dos materiais investigados.
Pode-se demonstrar que, em um tempo de exposicdo oral de 30 min e 120 min, a
influéncia direta ou indireta da topografia da superficie do material é influenciada
principalmente. Superficies altamente polidas devem minimizar o risco de formagéo
de biofilme, acimulo de placa e possivelmente peri-implantite.

Avila et al.'>, em 2017, avaliaram in vitro o efeito de 2 materiais para abutment
de implante disponiveis comercialmente na fase de adesdo e formacéo de biofilme.
Utilizaram discos (8 mm de diametro, 2 mm de espessura) de Ti puro usinado (Ti) e
materiais de ZrO: estabilizada com itria (ZrOz) para imitar os abutments dos implantes.
As propriedades fisico-quimicas da superficie foram investigadas usando diferentes
abordagens. Bactérias com adeséo inicial e formacdo de biofilme foram avaliadas
apos 16 e 48 horas incubando os discos em um meio rico contendo comunidade
microbiana oral derivada de saliva representativa. O Ti apresentou menores valores
de hidrofobicidade e energia livre de superficie que o ZrOz2 e 6,1 vezes menos
bactérias aderidas ao Ti. Apés 48 horas, analises quantitativas detalhadas mostraram
gue a biomassa do biofilme e a densidade do biofilme foram menores nos discos Ti
do que no ZrO2. Os autores concluiram que embora nenhuma diferenca no perfil de
bactérias tenha sido observada entre os dois materiais independente do ponto de
tempo, o nivel mais alto de colonizacdo foi em ZrOa.

Porém ao longo do tempo o material instalado na boca sofre altera¢des devido

ao processo de envelhecimento, e estudos atuais mostram forte variabilidade da ZrO:2
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a degradacao in vivo, como uma consequéncia de uma forte influéncia deste processo
de envelhecimento37:38.4061.8384 Pregcupacdes tém sido expressas sobre o efeito do
envelhecimento nas propriedades mecanicas da ZrO2%°. Mesmo a ZrO: estabilizada
por itria (Y-TZP) também pode sofrer transformacdo da fase tetragonal (t) para
monoclinica (m) sem o stress sob certas condi¢des, o que é conhecido como DBT
4061 DBT ou envelhecimento provocam na ceramica uma transformacgéo de uma
estrutura tetragonal metaestavel (t) para uma estrutura monoclinica estavel (m). Um
resumo da literatura da DBT da ZrO2 é: O processo de degradagdo ocorre mais
rapidamente no intervalo de temperatura de 200-300°C e é dependente do tempo, e
a degradacédo faz com que haja transformacéo da fase é acompanhada por micro e
macro trincas*®6, A transformacé&o tem origem na superficie e progride para o interior.
Agua ou vapor de agua contribuem para a transformacdo. Uma diminuicdo no
tamanho do grdo e um aumento no retardo da transformacgéo do 6xido®.

Atualmente, as taxas de degradacdo a temperatura ambiente ou corporal da
ZrO2 ndo estdo disponiveis, e os testes acelerados em temperatura intermediaria
(100-300°C) sédo a unica base para extrapolar uma estimativa da taxa de
transformacao e, portanto, da vida util do produto. Esta abordagem baseia-se no
pressuposto de que a taxa de transformacdo segue a mesma tendéncia semelhante
a de Arrhenius até a temperatura ambiente/corporal®®.

Esta bem estabelecido que a transformacao t-m comeca a partir da superficie
da amostra e entdo prossegue para dentro; provoca uma elevacéo na superficie3.67
e microtrincas®’ com consequente degradacdo estética®®; abre a possibilidade de a
agua penetrar abaixo da superficie, propagando assim a transformacao de t para o
interior da amostra®; e, finalmente, leva ao desenvolvimento de grandes rachaduras
86,87.

Apesar dos abutments de ZrO: apresentarem resultados promissores,
predicbes de longevidade devem ser feitas com moderacdo devido ao tempo de
acompanhamento relativamente curto na maioria dos estudos clinicos prospectivos e
pelo fato de que relatos clinicos de falha catastréfica existem na literatura®.

Chevalier® ressaltou que a ZrO2 possui forte variabilidade para a degradacéo
in vivo, como consequéncia da forte influéncia do processamento no processo de
envelhecimento. Como diferentes ZrO2 de diferentes fornecedores tém diferentes
microestruturas relacionadas ao processo, h4 uma necessidade de avaliar sua

sensibilidade ao envelhecimento com técnicas avancadas e precisas. Os resultados
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7

esperados dos métodos convencionais, isto €, difracdo de raios-X e microscopia
eletrbnica de varredura sdo examinados. Métodos mais recentes como interferometria
Optica e microscopia de forca atbmica sdo apresentados, com seus respectivos
beneficios e desvantagens. Uma comparacao atualizada dessas diferentes técnicas é
fornecida, e seu uso para garantir a confiabilidade a longo prazo de um determinado
lote de ZrO2 em termos de degradacédo do envelhecimento € demonstrado.

Segundo Lucas et al.5* (2014) a DBT da ZrO2 pode produzir aumento da
rugosidade da superficie com uma diminuicdo concomitante na forca. Este estudo
determinou a eficacia do envelhecimento artificial (ebulicao
prolongada/autoclavagem) na inducdo de DBT de Y-TZP e usando envelhecimento
artificial para analise da progresséao da transformacédo de fase. A transformacéo foi
medida usando difracéo de raios X tradicional e difracdo de raios X de baixo angulo.
A fragdo transformacao da fase t para m aumentou com tempo de envelhecimento. A
fervura e no 3,5 dia em autoclave (2bar por 5h) produziram resultados de
transformacao similares, enquanto que a maior transformacéo foi no dia 7 de ebulicéo.
A camada de superficie de espécimes com maior envelhecimento sofreu maior
transformacdo enquanto todas as amostras exibiram transformacdo com menor
profundidade. E ainda a transformacao de superficie foi mais evidente, podendo levar
a superficies mais asperas/rugosas e ao aumento do desgaste da denticdo oposta/
materiais.

Pereira et al.*® (2015) avaliaram os efeitos do envelhecimento de baixa
temperatura sobre a topografia da superficie, transformacao de fase, resisténcia a
flex@o biaxial e confiabilidade estrutural de infraestrutura de Y-TZP. Espécimes em
forma de disco foram fabricadas e divididas de acordo com dois fatores: desgaste e
sem moagem (tal como sinterizado, Ctrl), moagem com uma broca extrafino de
diamante (25 um Xfine) e broca de diamante grosso (181 mm Grosso); e "baixa
temperatura de envelhecimento” (auséncia ou presenca). O envelhecimento foi
realizado numa autoclave a 134°C, sob 2bar, durante um periodo de 20h. Analise da
superficie de topografia mostrou um aumento na rugosidade baseado no tamanho do
grao (Grosso> Xfine> Ctrl), e envelhecimento promoveu efeitos diferentes sobre a
rugosidade (Ctrl Ag <Ctrl; Xfine Ag <Xfine; Grosseiro Ag> grosso). Moagem e
envelhecimento promoveram um aumento no valor de fase m, embora tenham sido
observadas diferentes susceptibilidades para degradacédo. Analise Weibull mostrou

um aumento na resisténcia caracteristica apos desgaste (Grosso = Xfine> Ctrl); no
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entanto, foram observados efeitos distintos para o envelhecimento (Ctrl <Ctrl Ag; Xfine
= Xfine Ag; Grosso> Grosseiro Ag). O desgaste promoveu um aumento na resisténcia
caracteristica como resultado de um aumento no teor de fase m; quando a superficie
de Y-TZP foi moida por pontas diamantadas grossas seguida pelo envelhecimento, a
resisténcia caracteristica foi reduzida, ou seja, a DBT pareceu intensificar-se para
superficies Y-TZP mais asperas.

O envelhecimento quando realizado numa autoclave, o efeito da presséo de
vapor de agua, a temperatura e o tempo decorrido representam uma base para
estimar as taxas de degradacdo do material, e, portanto, sua vida Util84. Estima-se
que, uma hora nessas condicbes, corresponderia a dois ou trés anos de
envelhecimento in vivo®. Segundo Luo et al.®® (2016) usar temperaturas baixas ou
altas em processos de envelhecimento acelerado podem ter o mesmo efeito nas
amostras. Assim, avaliaram as influéncias do envelhecimento acelerado nas
propriedades mecénicas de ceramica de revestimento usados para infraestruturas de
ZrO2. Foram utilizados 5 tipos de ceramica de revestimento (n=20) diferentes para as
infraestruturas de ZrO2. Todas as amostras foram divididas em dois grupos. Um foi
submetido ao envelhecimento acelerado e o outro foi usado como controle. O
envelhecimento acelerado foi realizado em agua destilada durante 5 h a 200°C e 2
atm. A densidade, a porosidade aberta, a rugosidade da superficie, a resisténcia a
flexo de trés pontos e a dureza Vickers foram medidas. Os resultados mostraram que
a densidade, a porosidade aberta, e a rugosidade da superficie de todas ceramicas
de revestimento examinadas foram alteradas pelo processo de envelhecimento
acelerado. Envelhecimento acelerado também teve um efeito positivo sobre a
resisténcia e um efeito negativo sobre a dureza.

Segundo Basilio et al.8* (2016) a maioria dos pilares ceramicos sao fabricados
a partir de Y-TZP. No entanto, Y-TZP sofre degradacéo hidrotérmica, um processo
que ndo é bem compreendido. Assim 0s autores tiveram como objetivo avaliar in vitro
os efeitos das condicbes de envelhecimento artificial sobre a carga de fratura, a
estabilidade de fase, e a microestrutura da superficie de um pilar de Y-TZP. Analise
por difracéo de raios X (DRX) foi realizada para observar e quantificar a transformacéao
de fase tetragonal-monoclinica (T-M). Nao foram encontradas diferencas no processo
de degradacado de superficie entre os grupos; no entanto, o MEV detectou falhas de
superficie induzidas por moagem e microfissuras. Concluiu-se que a resisténcia a

fratura e a estabilidade de fase de pilares de implantes de Y-TZP foram susceptiveis
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a condi¢cbes hidrotérmicas e mecéanicas. A microestrutura de superficie de pilares Y-
TZP néo se alterou apos a condi¢cdes de envelhecimento.

Para melhor elucidar o assunto e fornecer respostas mais precisas quanto a
influéncia do envelhecimento de materiais de abutments de implantes em Ti e ZrO2 na
viabilidade, adesdo e proliferagcdo de células epiteliais gengivais, e adesdo e na
morfologia de biofilme estudos adicionais in vitro, ensaios controlados randomizados,
Sao necessarios. A literatura mostra que experimentos in vitro fornecem um modelo
adequado ou explicacdo para os mecanismos de funcionamento do comportamento
celular em resposta a materiais de implante®. Muitas investigagées se concentraram
na osseointegracdo dos implantes dentarios®, contudo, poucos estudos tém
investigado a relacdo biolégica da aderéncia dos tecidos moles em relacdo a
diferentes superficies de abutment do implante®?. Uma efetiva barreira tecidual ao
redor dos implantes osseointegrados € de suma importancia para saude e
longevidade dos implantes, e deve ser mantida com o passar do tempo mesmo com
arenovacao celular. Por esta razéo, e dada a relevancia clinica sobre a adeséo celular
em superficies de abutments, o objetivo do estudo foi avaliar a influéncia do
envelhecimento nas caracteristicas fisicas e quimicas de materiais de abutments de
implantes em Ti e ZrO2 na viabilidade, adesao e proliferacdo de células epiteliais
gengivais e na adesao e na morfologia de biofilme.
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4 MATERIAL E METODO

Discos foram confeccionados nas dimensdes 8 mm de diametro por 2 mm de
espessura, aproximadamente 151 mm? de area total (Lima et al., 2008) de Titanio
comercialmente puro (Ti) (Conexédo Sistemas de Proéteses Ltda., Aruja, SP, Brasil) e
Zirconia (ZrOz2) (Conexdo Sistemas de Préteses Ltda., Aruja, SP, Brasil). Estes dois
tipos de discos foram cedidos pela empresa Conexdo Sistemas de Proteses Ltda.,
SP, Brasil e vieram em embalagens individuais ja esterilizados em radiacdo gama.

Os grupos foram divididos de acordo com o fluxograma apresentado abaixo na
figura 1.

Figura 1 — Fluxograma do estudo

| Rugosidade inicial 0,120,2 |

}

Nok-si | | Biofilme Multiespécie

ELS= energia livre de superficie; MTT= Viabilidade celular; MEV = Microscopia Eletrénica de
Varredura; CFSE= Carboxifluoresceina; F-actin= Expressado de Faloidina; UFC = Unidade
formadora de colénia.

Fonte: Elaboragéo prépria.

4.1 Envelhecimento

Os discos foram submetidos a um envelhecimento em autoclave a 134°C por
20h e pressdo de 2 bar*® (ISO 14801:2007°! em autoclave (Phoenix Luferco) do
Laboratério de Cultura de Células e Engenharia de Tecidos da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-UNESP. No envelhecimento realizado em autoclave, o
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efeito da pressdo de vapor de 4gua, a temperatura e o tempo decorrido representam
uma base para estimar as taxas de degradacéo do material, e, portanto, sua vida Util8.

Uma vez que a transformacao de fase de cristais de ZrO2 ocorre na presenca
de agua ou vapor, foram utilizados tratamentos de autoclave a vapor a temperaturas
aumentadas (120-140°C) para induzir eficazmente DBT37:63.92,

As amostras controle das caracteristicas fisico quimicas foram avaliadas na
condicdo como recebida, ou seja, corpos de prova ndo submetidos ao processo de
envelhecimento e sofreram a esterilizacdo por meio de radiagdo gama, para posterior
adeséo celular.

Os espécimes foram esterilizados por meio de radiagcdo gama (IPEN - Instituto
de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Sdo Paulo, SP, Brasil). As amostras foram
irradiadas com 25 kGy a partir de uma fonte de cobalto 60 artificial, em um reator
nuclear (ISO 11137:2006)%.

Para remover qualquer material organico aderido & superficie, entre as
analises, e antes de esterilizar ou envelhecer os corpos de prova, foi realizada a
limpeza dos discos de acordo com o seguinte protocolo:

1) Imersao dos corpos de prova imersos por 20 minutos em acetona,

2) Imerséo dos corpos de prova em tubos de ensaio contendo 4gua destilada
em ultrassom por 20 minutos;

3) Lavagem abundante com agua destilada®*.

4.2 Analise das Superficies
As andlises das superficies de ZrO2 e Ti foram realizadas por meio das
propriedades rugosidade superficial, energia livre de superficie e difracdo de raio x

antes e apos o envelhecimento ou esterilizacéo dos discos

4.2.1 Medida da rugosidade superficial (Rugosimetro)

A andlise quantitativa da rugosidade superficial dos discos de Ti e ZrO: foi
realizada pelo rugosimetro portatil (Mitutoyo surftest SJ-400, Mitutoyo Corporation,
Japéao)'3529 com: precisdo de leitura de 0,01um, comprimento de leitura de 2,5 mm,
velocidade da ponta ativa de 0,5 mm/s e raio da ponta ativa de 5 um. Para isto, foram

utilizados os parametros: Ra (rugosidade média)®®, que corresponde a média

aritmética dos valores absolutos das ordenadas de afastamento (picos e vales) em
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relacdo a linha média dentro do percurso de medi¢do. Utilizando um dispositivo de
resina acrilica para estabilizar o corpo de prova, este era posicionado no orificio do
dispositivo e a ponta do rugosimetro colocada paralelamente a primeira marcacao
(Figura 2). Em seguida a leitura foi realizada e em seguida, o corpo de prova colocado
na marcacao inferior, era realizada a segunda leitura da fase. Este procedimento foi
realizado em ambos os lados do disco®®’6. Somente os discos que apresentaram
reprodutibilidade nas medidas e com rugosidade maior que 0,1 um e inferior a 0,2 um
foram utilizados no desenvolvimento experimental’®. Apds a avaliacdo da rugosidade
superficial inicial, os discos foram distribuidos aleatoriamente nos grupos
experimentais. Entdo foram submetidos ao processo de envelhecimento e entdo
analisados a rugosidade novamente nos mesmo discos, caracterizando controle

cruzado para esta analise.

Figura 2 - Disco de Ti posicionado para a leitura da rugosidade superficial

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.2.2 Medida da energia livre de superficie

A energia livre de superficie foi realizada no Gonidmetro (Gonidmetro Optical
Contact Angle Measurements SCA20 - DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt,
Baden-Wiurttemberg, Alemanha) (Figura 3) do Instituto de Quimica de Araraquara-
UNESP13,52,97,98_
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Figura 3 - Gonidmetro Optical Contact Angle Measurements SCA20

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

A energia livre de superficie (ELS) é uma medida indireta que utiliza a medicao

do angulo de contato de liquidos contendo polaridades diferentes para ser

determinada. Menor angulo de contato significa que o liquido e a superficie

apresentam a mesma natureza quimica, permitindo maior molhamento. Uma vez que

o liquido e a superficie apresentam polaridades diferentes, a gota ndo é capaz de

interagir, por meio das forcas intermoleculares com o material e, portanto, ndo ocorre

o molhamento. Quando isto ocorre na presenca de um liquido polar, é possivel definir

o tipo de superficie como lipossoltvel, ou hidrofébica®’. O quadro 1 apresenta os

agentes molhantes utilizados no estudo em gquestédo, com as respectivas polaridades.

Quadro 1 - Agentes molhantes e respectivas polaridades utilizadas para a avaliacdo da
energia livre de superficie

Agente Molhante

Polaridade

Agua Destilada
Etilenoglicol
Polietilenoglicol
Diiodometano

52,5
19,0
13,6
2,6

Fonte: Elaboragéo prépria.
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Medidas dos angulos de contato estaticos com o método da gota séssil foram
gravadas e analisadas a temperatura ambiente em um medidor de angulo de contato
OCA-20 DataPhysics Instruments GmbH com software SCA20 (Janssen et al., 2006).
Cada corpo de prova de cada material foi posicionado em uma mesa entre a camera

e a lente, e a seringa sobre o corpo de prova (Figura 4)30.76,

4b- Viséo mais
Figura 4a - Corpo de prova posicionado no aproximada do corpo de
Goniémetro prova posicionado no
Gonidbmetro

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

As gotas foram dispensadas. Apds a gota atingir a superficie, um intervalo de
10 segundos foi estabelecido como tempo de acomodamento, para estabilizacdo e
interacdo do liquido com a superficie. Os angulos de contato, formados entre a
superficie de cada material e a gota correspondente a cada liquido, foram calculados
utilizando a equacéo de Laplace-Young (Figura 5)°".
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Figura 5 - Superficie de Ti apds gota de agua destilada ser dispensada
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Fonte: Elaboracao prépria.

Foram utilizadas 3 medidas de cada liquido em Ti e em ZrOz2, 0 que se justifica
pelo fato de se tratando do mesmo material, os valores dos angulos de contato ndo
distariam de forma significativa®’. Para cada material, foram obtidos quatro valores de
angulos de contato, cada um correspondendo a um liquido diferente.

O valor do angulo de contato é inversamente proporcional a molhabilidade, ou
seja, maior o angulo de contato e menor a molhabilidade do liquido na superficie®”.

Estes valores foram inseridos em um software para o calculo da energia livre
de superficie utilizando o conceito de componentes polares e dispersdo com o método
de OWRK (Owens—Wendt—Rabel-Kaelble)®’.

4.2.3 Difrac&o de raios-X (DRX)

A difracdo de raios-x foi feita para observar qualquer transformacao
cristalografica da ZrO:2 e determinara a constituicdo da fase cristalina na superficie
antes e ap0s o processo de envelhecimento identificando a influéncia do
envelhecimento na superficie. Para caracterizar a estrutura cristalina e possiveis

transformacoes de fase (tetragonal para monoclinica) da ZrO2, os discos foram
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analisados no difratdbmetro de raios X (D5000; Siemens DIFFRAC PLUS XRD
Commander) do Instituto de Quimica —UNESP (Figura 6) pela técnica de difracdo de
raios X do p6 (DRX), que consistiu na irradiacdo de superficies planas com feixe
monocromatico de Cu-Ka (1,5418Am) filtrado com niquel, a uma tens&o de 40kV e
corrente de 30 mA, com varredura continua para os discos de Ti de simbolo 26 = 4°
a 80°, passo angular de 0,05° e tempo de escaneamento de 1s/ponto de contagem.
Ja para os discos de ZrO2 20 = 20° a 40°, passo angular de 0,01° e tempo de

escaneamento de 3s/ponto de contagem®?.

Figura 6 - Difratbmetro de raios X (D5000; Siemens DIFFRAC PLUS XRD
Commander)

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

ApoOs as leituras, graficos foram gerados permitindo a observacéo das fases

presentes na Zr02%16%9%, 34 para o Ti a andlise foi feita para ter comparacéo.

4.3 Analise da Adesao, Viabilidade e Proliferacdo Celular

Foram utilizadas queratinécitos normais orais (NOK-si)®°, células
imortalizadas do tecido gengival advindas do Laboratorio de Biologia Celular e
Molecular cedidas pelo do Prof. Carlos Rossa Junior (Departamento de Diagndstico
e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara —UNESP).

4.3.1 Descongelamento das células

Para a realizacdo dos experimentos, uma aliquota das células NOK-si,
armazenada em freezer a -80°C foi transferida para um frasco de cultura celular de 25
cm? contendo meio DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco, Life
Technologies). Em seguida, as células foram mantidas em estufa de células a 37°C
com atmosfera de 5% de CO:2 e, ap0s 30 minutos, o comportamento celular foi
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observado. Por conseguinte, foi aguardado um periodo de 2 dias para o crescimento
celular até que se obtenha a monocamada, com confluéncia de 80%, atingindo assim

o numero de células adequado para a execugéo do projeto®.

4.3.2 Cultivo das células NOK-si

As células foram mantidas em meio de cultura DMEM 4,5 g/L de glicose,
suplementado com soro fetal bovino, 1000 IU/mL de penicilina, streptomicina
(10mg/mL) e anfotericina (25ug/mL). Todas as células foram mantidas em incubadora
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) contendo 5% de CO2 e 95% de ar
e foram subcultivadas de acordo com a confluéncia, até ser obtido o nimero adequado

para a realizagdo da pesquisa®.

4.3.3 Adeséo celular Nok-si

A adeséao celular foi realizada nos corpos de prova para cada material, grupo
envelhecido e ndo envelhecido. Utilizando uma pinca estéril, os espécimes foram
colocados individualmente em placas de 24 compartimentos. Sobre os discos foram
colocados anéis (silicone e metalico), para padronizar a area de adeséo celular. Apos
tripsinizacao (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) e determinacdo da densidade celular,
foram cultivadas 3x10* células/well sobre cada corpo de prova. Os discos
permaneceram na placa em contato com queratindcitos orais normais por um periodo
de 24 horas'®. Em seqguida, a suspenséo celular foi aspirada e foram analisadas a
viabilidade através do teste de MTT e a morfologia celular por microscopia eletrénica
de varredura. A adesédo e a proliferagdo celular foram avaliadas por microscopia
eletrdnica de varredura nos periodos de adesdo de 24 e 48 horas. O tempo
estabelecido para adesédo celular focal foi pré-determinado adotando os dados da

literatural®o,

4.4 Avaliacao da Viabilidade Celular (MTT)

Foram plaqueadas 3x10* células NOK-si sobre os corpos de prova de Ti e ZrOz,
por um periodo de 24 horas e entdo o meio de cultivo foi removido, e as células ficaram
incubadas com 100 pL de solucéo diluida de 0,4 de MTT [3-(4.5-dimethylthiazole-2-
yl)2.5-diphenyl tetrazolium bromide] (Sigma-Aldrich) em solugdo tampédo PBS 1X
(NaCl — Cloreto de Sédio, NaHPO4 — Fosfato de Sédio, NaH2PO4 + H20 — Fosfato
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Sodio Monobasico foram adicionados em agua Milli-Q) na concentracéo de 4 mg/mL
em meio por 4 horas em estufa a 37°C com 5% CO2. Removeu-se o MTT (Figura 7) e
os cristais de formazan foram solubilizados com 400 pL de isopropanol e entdo 250

UL de foram transferidos para a placa de 96 pocos (Figura 8)6.

Figura 7 - Corpos de prova apos a adesao celular por 24 horas e remogéo do MTT

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 8 - Cristais de formazan solubilizados isopropanol e entéo transferidos para a placa
de 96 pogos

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Entao, realizou-se a leitura em espectrofotdmetro Biochrom em 570nm

Os grupos experimentais Ti e ZrO2 foram comparados com laminula de vidro
(24mm), para controle positivo em relagédo as células. A laminula de vidro por sua vez
visa simular as condic¢des ideais de cultura celular, confirmando o metabolismo e a
morfologia celular em cada momento experimental”395101,

Os experimentos foram realizados em triplicata em trés momentos diferentes.
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4.5 Analise da Morfologia Celular por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada a
avaliacdo da morfologia das células aderidas sobre os espécimes apods o periodo de
24 horas de adeséo celular sobre as superficies envelhecidas e ndo envelhecidas,
observando-se assim a morfologia das células aderidas’®1%2, Apés o periodo de
adesao das células, o meio foi sugado, e para a fixacao das células 400 L de solucéo
de glutaraldeido tamponado a 2,5% foi colocado sobre os discos e permaneceu
overnight, entdo os anéis metalicos foram removidos cuidadosamente’®.

Posteriormente a fixacao inicial das células, estas foram submetidas a fixacédo
em glutaraldeido 2,5% (grau analitico) por 1 hora em temperatura ambiente ou por 24
horas a 4°C; 3 lavagens com PBS1x; e sofreram desidratacdo em solucdes crescentes
de etanol: Alcool 70% (1 hora); Alcool 90% (1 hora); Alcool absoluto (5 lavagens de
30 minutos cada). Os discos ficaram em dessecador a vacuo com silica por no minimo
1 semana; foram metalizados em ouro e fixados nos stubs para analise da morfologia
celular em microscopio eletrénico de varredura VEGA 3 TESCAN na Universidade de
Franca (UNIFRAN).

Os experimentos foram realizados em dois momentos diferentes.

4.6 Andlise de Proliferacdo Celular com Carboxifluoresceina (CFSE)

CFSE ou carboxifluoresceina - succinimidil - éster, € uma solucéo de coloracao
fluorescente de células usadas em estudos de proliferacdo. Capaz de observar a
divisdo e assim a proliferacéo celular, apos dois dias.

Para avaliar a proliferacao celular de células de Nok-si sobre corpos de prova
foram avaliadas em 24 e 48 horas. As células foram lavadas duas vezes com 300 pl
de PBS livre de soro; as células foram entéo libertadas com tripsina (Sigma Aldrich,
Séo Paulo, Brasil), e o pellet foi lavado duas vezes com PBS isento de soro. As células
foram contadas e 3x10* foram coradas com 4,5 pyl CFSE (5 uM) (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham) e incubadas em PBS a 37°C em incubadora durante 20
minutos. Em seguida, 60 pl de soro fetal bovino (2%) foram adicionados ao PBS para
interromper a reacado, e duas lavagens foram realizadas por 5 minutos. As células
foram entdo semeadas sobre cada disco em uma placa de 48 pogos e incubadas por
24 e 48 horas. A analise foi avaliada utilizando um Microscopio Confocal Carl Zeiss
LSM 800 (linha laser: 488 nm; intervalo de deteccéo: 520 nm)203,



45

4.7 Analise da Adeséao Celular (Nok-si) por Microscopia de Fluorescéncia

A avaliagdo da expressao B-actina, que sdo proteinas as quais participam da
adeséao celular de queratindcitos orais normais, consistiu num teste de fluorescéncia
direta.

Foram plantadas 3x10% células sobre os discos ndo envelhecidos e
envelhecidos de Ti e ZrO2z (n = 2) em placa de 48 poc¢os. Apos 24 horas e 48 horas de
adesao, os discos foram lavados com 300 pL de PBS (1x), e em seguida as células
foram fixadas com 300 pL de paraformaldeido 4% por 20 minutos e lavadas
novamente com PBS e, adicionado 110 pL de Triton 0,1% (Sigma-Aldrich, MO, EUA)
por 15 minutos. Duas lavagens foram realizadas com PBS, e depois foram
adicionadas duas gotas do reagente Faloidina Actin Red (Reagente ActinRed 555
ReadyProbes - Thermo Fisher Scientific, Inc.) sobre cada corpo de prova. Em seguida,
adicionou-se 300 pl do marcador nuclear Hoescht 1% (33342, Life Technologies,
Thermo Fisher Scientific, Inc.) (1:5000 em PBS), que permaneceu durante 10 minutos.
As amostras foram lavadas uma vez com 300 ul de PBS e, em seguida, cada amostra
permaneceu em 300 ul de PBS até ser realizada a analise. As células marcadas que
se mantiveram aderidas foram identificadas e realizada a contagem da fluorescéncia
emitida de B-actina utilizando Microscopio Confocal Zeiss (LSM 800) (comprimento de
onda do laser 405 nm: 3.51%; comprimento de onda de deteccao: 400-555; ganho de
deteccdo: 896 V; comprimento de onda do laser: 561 nm: 1.10%; %; comprimento de
onda de detecc¢do: 555-700; ganho de detecc¢éo: 896 V, 630 V).

4.8 Adesao de Microrganismos

Para a adesdo de microrganismos, foram utilizadas as cepas padrao
Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586), Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) e
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) para formacao de biofilme multiespécie (104—
106), visando a simulacdo do ambiente intraoral, sendo que sdo estes implicados
como agentes etioldgicos da perimplantite e periodontitel’.

Os microrganismos foram cultivados em meio de cultura de agar sangue (Brain
Heart Infusion - BHI - Himedia) - com adi¢cdo de hemina (5 mg/mL) e menadiona (1
mg/mL) (Merck) e 5% de sangue de carneiro em camara de anaerobiose (85% de Nz,
10% de H2, 5% de CO2) (Don Whitley - Inglaterra), 37°C%198 de acordo com as
condicdes fisiologicas.
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4.8.1 Biofilme multiespécie Pg + Fn + Ss

A fase logaritmica de crescimento (Log) foi determinada para cada bactéria;
assim, as coldnias foram transferidas para placas de 96 pocos, com um volume final
de 200 pL de caldo de Brucella suplementado. As concentragées variaram de 107 a
10° UFC/mL e, em seguida, nos tempos 0, 6, 12, 24, 36, 48 e 72 horas, com incubacéo
em camara anaerébica a 37°C1°30.106,108 Estas placas foram interpretadas com leitura
em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 595 nm, e os graficos da curva
de crescimento foram tracados no programa Prisma. Assim, determinou-se a melhor
concentracdo e tempo de incubacdo para a fase Log de cada bactéria. Para o
estabelecimento do biofilme misto, os espécimes foram colocados um por pogo em
uma placa de 48 pogos e submersos com 100 uL de caldo Brucella para cada bactéria
na concentracdo 10° UFC/mL, totalizando 300 pL (Pg + Fn + Ss)30.104.109,

A adesdo foi por 72 horas em anaerobiose, tempo correspondente a fase de
adesdo dos microrganismos a superficie dos espécimes de Ti e ZrO2 envelhecidos e
nao envelhecidos. Apés o periodo de adeséo, a suspenséo celular foi aspirada e cada
disco lavado duas vezes com PBS estéril para a remocdo de microrganismos nao
aderidos!1310° Em seqguida, os discos foram retirados da placa e os protocolos de
cada analise foram realizados. Todos os ensaios foram realizados em duplicata em 3

momentos diferentes.

4.9 Quantificacao do Biofilme por Contagem UFC/mL

Ap6s o periodo de incubacéo, os espécimes foram removidos e lavados
delicadamente duas vezes com PBS para a remocdo de microrganismos nao
aderidos. Os espécimes foram retirados do poco da placa de cultura e colocados em
tubos Falcon, contendo 500 pL de PBS. Em seguida estes tubos foram imersos em
aparelho ultrassom (Ultrasonic, 1440 Plus, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) por 20 minutos
para separacéo do biofilme.

A partir dos 100 pL da suspensao bacteriana, foram realizadas diluicdes
seriadas e plaqueadas em duplicatas em Agar sangue com hemina e mandiona para
verificar crescimento bacteriano sendo as placas mantidas em anaerobiose de acordo
com as condicdes fisiologicas para posterior contagem com auxilio do contador de
colbnias digital e transformagdo em UFC/ml. A contagem das colbnias foi realizada

por um pesquisador cego!!13:31,109,
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4.10 Anédlise da Morfologia Biofilme Aderido por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV)

Foi realizada a avaliagdo da morfologia dos microrganismos aderidos sobre 0s
espécimes'®?, Apés o periodo de 72 horas ap6s a adeséo das células, os discos foram
removidos cuidadosamente dos anéis foram imediatamente fixados em solucéo de
glutaraldeido tamponado a 2,5% por 24 horas. Posteriormente a fixag&o inicial dos
microrganismos, estes foram submetidos a fixacdo em glutaraldeido 2,5% (grau
analitico) por 1 hora em temperatura ambiente ou por 24 horas a 4°C; 3 lavagens com
PBS1x; e sofreram desidratacdo em solucées crescentes de etanol: Alcool 70% (1
hora); Alcool 90% (1 hora); Alcool absoluto (5 lavagens de 30 minutos cada)311%, Os
discos ficaram em dessecador a vacuo com silica por no minimo 1 semana; foram
metalizados em ouro e fixados nos stubs para analise da morfologia celular em
microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM-6610LV).

4.11 Anélise Estatistica

Os dados quantitativos foram analisados com software (Graph Pad Prism;
GraphPad Software Inc.) As inferéncias estatisticas foram baseadas no nivel de
significancia de 5%.

Os dados sobre a rugosidade superficial mostraram aderéncia a uma curva
normal no D'Agostino, e um teste de normalidade de Pearson foi aplicado e
complementado pelo teste T de amostras pareadas.

Para os angulos de contato, os dados foram avaliados pelo teste T de amostras
pareadas.

Para os dados de MTT e UFC/mL, foi aplicado ANOVA one-way,

complementado pelo teste de Tukey.
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5 RESULTADO
Abaixo estao os resultados do estudo.

5.1 Andlise das Superficies
A rugosidade superficial dos discos de Ti e ZrOz2 foi padronizada entre 0,1 a 0,2
pUm, ou seja, os discos nos quais a rugosidade estava com valor fora deste padrdo

foram excluidos do experimento. Os dados estdo apresentados na figura 9.

Figura 9 - Efeito do envelhecimento na rugosidade da superficie de Ti e ZrO2.
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Ti = Titanio; ZrO, = Zirconia; NA = ndo envelhecido; A = envelhecido. A - Diferenca
estatisticamente significante entre as medidas de rugosidade antes e depois do processo de
envelhecimento. *p=0.0033. B - O processo de envelhecimento ndo afetou a rugosidade
média dos discos de ZrOa2.

Fonte: Elaboracao prépria.

Houve diferenca significativa com aumento da rugosidade superficial apds o
envelhecimento para a superficie de Ti, enquanto que para a ZrO2 ndo foi encontrada
diferenca apo6s o processo de envelhecimento.

Os resultados dos angulos de contato, ap0s a estatistica, estdo apresentados
na figura 10, nas quais mostram a média e o desvio padrdo dos angulos de contato
dos liquidos: agua destilada, diiodometano, polietilenoglicol e etilenoglicol para cada

superficie analisada.
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Figura 10 - Efeito do processo de envelhecimento na molhabilidade da superficie
gquando em contato com liquidos de diferentes polaridades
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Ti = Titanio; ZrO, = Zircbnia; NA = ndo envelhecido; A = envelhecido. A- O processo de
envelhecimento afetou a molhabilidade da superficie de Ti quando em contato com agua e
polietilenoglicol. "p=0.0115; *p=0.0438 B- O processo de envelhecimento afetou a
molhabilidade da superficie de ZrO, quando em contato com etilenoglicol e polietilenoglicol.
*p=0.0002; “p=0.0352.

Fonte: Elaboracao prépria.

Observa-se que houve aumento significativo do angulo de contato da &gua com
a superficie de Ti apds o processo de envelhecimento. Apesar de nao haver diferenca
estatistica nota-se que numericamente o valor do angulo de contato da agua apds o
envelhecimento sobre a ZrOz2foi menor.

Ja4 os angulos de contato dos liquidos apolares, para a ZrOz ap6s o
envelhecimento observa-se que houve diminuicdo dos angulos de etilenoglicol e
polietilenoglicol. Enquanto que o angulo para este (ltimo também diminuiu
significativamente para o Ti

Os valores das médias dos angulos de contato foram inseridos no programa
SCA20 - DataPhysics (Instruments GmbH, Filderstadt, Baden-Wirttemberg,
Alemanha) para obtencdo da energia livre de superficie pelo método de OWRK
(Owens, Wendt, Rabel e Kaelble) - determinacao de polaridade e contribuicdes de
disperséo para energia de superficie de aplicacao universal.

Atabela 1 mostra os valores de Energia Livre de Superficie para Tie ZrO2 antes

e apos o envelhecimento.
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Tabela 1- Energia Livre de Superficie de Ti e ZrO- antes e apds o envelhecimento

Energia Livre de Antes do Apés do
Superficie Envelhecimento Envelhecimento
Ti
35,57 mN/m 32,60 mN/m
ZrO; 25,36 mN/m 34,86 mN/m

Ti = Titanio; ZrO, = Zirconia

Fonte: Elaboracao prépria.

Observa-se que numericamente o Ti praticamente manteve o valor de ELS, ja
para a ZrO2, a ELS aumentou apds o processo de envelhecimento.

A tenséo superficial € determinada pelo cruzamento da reta na dire¢cdo 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 de superficie. Quanto maior a
tensdo superficial, maior é o valor desta energia.

Os resultados da andlise de difracdo por raio x dos discos de Ti e ZrO2

envelhecidos e ndo envelhecidos estdo na figura 11 (A e B) e 12 (A e B) abaixo.

Figura 11. Efeito do processo de envelhecimento avaliado por difragdo por raio x dos discos
de Ti antes e depois do envelhecimento

A B

G1 G1
1.000 - —=F1 1000 - ——F1
—E1 —E1

—c1 D1

500 4 D1 300 —C1

ol . ok B

T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 S0 €0 70 80 20 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Titdnio

G1, F1, E1, D1, C1 e B representam as réplicas de amostras de Ti ndo envelhecidas e
envelhecidas. A - Difracdo por raio x dos discos de Ti antes do envelhecimento: fase tetragonal
no maior pico; B - Difragdo por raio x dos discos de Ti depois do envelhecimento. Ndo houve
alteracdo para os discos de Ti.

Fonte: Elaboracao prépria.



51

N&o foram observadas alteracdes na difracdo de raio x apds o processo de

envelhecimento para o Ti.

Figura 12 - Efeito do processo de envelhecimento avaliado por difracdo por raio x dos
discos de ZrO:2 antes e depois do envelhecimento
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1000 o —F1 ——E1
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9004 ——D1 —c1
—C1 —8B
——8B 700

Zirconia Zircénia

G1, F1, E1, D1, C1 e B representam as réplicas de amostras de zirconia ndo envelhecidas e
envelhecidas.

A - Difragéo por raio x dos discos de zircOnia antes do envelhecimento: fase tetragonal no
maior pico; B- Difragdo por raio x dos discos de zirconia depois do envelhecimento, diminuicdo
da fase tetragonal, e aumento da fase monoclinica.

Fonte: Elaboracao prépria.

Observa-se que a ZrO:2 sofreu transformacgéo de fase, com diminuicdo da fase

tetragonal e aumento da monoclinica.

5.2 Avaliacédo da Viabilidade Celular (MTT) Nok-si

ApGs a aplicagdo do teste ANOVA a um critério fixo, foi observado que os
fatores material e envelhecimento (p>0,05) n&o apresentaram efeito sobre a
viabilidade celular, assim como a interacdo entre eles (material*envelhecimento).
Portanto, a viabilidade de queratindcitos orais normais (NOK-si) ndo foi afetada pelo
tipo de material sobre o qual foram cultivadas. Da mesma forma, ndo houve alteragéo
dessa viabilidade quando comparadas as superficies envelhecidas.

Os dados de viabilidade celular estdo apresentados representados

graficamente na Figura 13.
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Figura 13 - Viabilidade de queratindcitos orais hormais (% de GCS-controle) apds adesao
em superficie ndo envelhecida e envelhecida de ZrO2 e Ti comparado ao controle

MTT

100-

% viabilidade celular

Ti = Titanio; ZrO, = Zirconia; NA = ndo envelhecido; A = envelhecido.
Fonte: Elaboracao prépria.

Para o teste MTT, ndo houve diferenca estatistica entre na adesdo entre os
diferentes tipos de materiais, Ti e ZrO2, envelhecidos ou n&o e em relag&o ao controle
(LV).

No presente estudo ndo houve diferenca na viabilidade e morfologia de
gueratindcitos orais normais (NOK-si) em relacdo ao tipo de material e envelhecimento
das superficies, entretanto, apesar de ndo haver diferenca estatistica para a
viabilidade celular, a porcentagem de células viaveis no Ti foi maior para superficie

envelhecida do que a ndo envelhecida e maior do que na zircoénia.

5.3 Anédlise da Morfologia Celular (Nok-si) por MEV

A Figura 14 mostra a morfologia de queratindcitos orais normais NoK-si
cultivados em ZrO: e Ti antes e ap0s o envelhecimento. A densidade celular apés de
adesao, qualitativamente, se apresentou semelhante nos substratos de ZrO:z e Ti,

envelhecidos e nao envelhecidos.
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Figura 14 - Morfologia das células NOK-si apds 24 horas de adesao aos diferentes
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A —; ZrOz/nao envelhecido; B - ZrO,/ envelhecido; C - T/ ndo envelhecido; D — T/
envelhecido). MEV, ampliagdo original 10.000 x.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

A analise qualitativa da morfologia celular mostrou que as células ficaram mais

espraiadas aderidas superficies de Ti tanto ndo envelhecido quanto envelhecido

(setas amarelas), ja a ZrO2 as células apresentam conformacédo arredondada com

poucas projecdes.
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5.4 Andlise de Proliferacdo Celular com CFSE

A Figura 15 mostra a proliferacdo das células NOK-si ap0s 24 e 48 horas de

adeséo aos diferentes substratos ZrO: e Ti antes e ap0s o envelhecimento.
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Figura 15 - Proliferacdo das células NOK-si apds 24 e 48 horas de adeséao aos diferentes
substratos

A —ZrO,/ ndo envelhecido 24 horas; B - ZrO,/ nao envelhecido 48 horas; C - ZrO,/ envelhecido
24 horas; D - ZrO,/envelhecido 48 horas; E - Ti/ ndo envelhecido 24 horas; F- E - T/ nao

envelhecido 48 horas; G — Ti/envelhecido 24 horas, H — Ti/envelhecido 48 horas). Microscopia
por Confocal, 10x.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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A andlise qualitativa da proliferacdo celular da adesdo de células epiteliais
gengivais mostrou que o processo de envelhecimento favoreceu a proliferagao celular
para o Ti, guando comparamos a analises feitas em 24 e 48 horas. Ja para a ZrOz20
processo de envelhecimento néo influenciou na proliferacao celular.

Quando comparados os materiais, a ZrOz (envelhecida e ndo envelhecida)
apresentou menor proliferagao do que o Ti.

5.5 Anélise da Adeséo Celular (Nok-si) por Microscopia de Fluorescéncia

A Figura 16 mostra a adesao e a quantidade de B-actina presente nas células

aderidas, as superficies envelhecidas e ndo envelhecidas de Ti e ZrO-.
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Figura 16 - Adesdao de células de Nok-si aos diferentes substratos em 24 e 48 horas ap0és
adesao

20 ym

A - ZrO,/nao envelhecido, 24 horas; B - ZrO,/ndo envelhecido, 48 horas; C - ZrO,/envelhecido,
24 horas; D - ZrOz/envelhecido, 48 horas; E - Ti/ndo envelhecido, 24 horas; F - Ti/nao
envelhecido, 48 horas; G - Ti/envelhecido, 24 horas; H - Ti/envelhecido, 48 horas).
Microscopia por Confocal, 20 x.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

A andlise qualitativa mostrou que as células aderidas ao titanio, antes e apos o
envelhecimento, apresentaram uma maior quantidade de 3-actina, o que sugere uma

melhor manutencdo da adeséo para esta superficie, sugerindo que esta adeséo tenha
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melhor conservacao a longo prazo. Ja para a ZrO2, a quantidade de 3-actina além de
ser menor em 24 horas de adesé&o, diminuiu drasticamente em 48 horas, tanto para a
superficie ndo envelhecida quanto para a envelhecida.

Na tabela 2 estd demonstrada a Intensidade de -actina analisada em valores

brutos apds aquisicdo das imagens apresentadas.

Tabela 2 — Intensidade de B-actina presente nas células aderidas, as superficies
envelhecidas e ndo envelhecidas de Ti e ZrO2 observadas no teste de adeséo

Medicéao de 24 hours 48 Hours
Fluorescéncia em 405
nm- 561 nm
Zr0O2/Nao envelhecido 22373.329 9742.792
ZrO2/Envelhecido 18871.090 8352.457
Ti/ Nao envelhecido 35589.327 19692.524
Ti/ Envelhecido 33707.224 20244.763

Ti = Titanio; ZrO, = Zirconia.
Fonte: Elaboragé&o prépria.

A analise quantitativa da analise de -actina nas superficies corroborou com o

gue foi observado nas imagens.

5.6 Quantificacao do Biofilme por Contagem UFC/mL

A tabela 3 mostra os resultados em Logio UFC/mL a média e o desvio padrao
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Tabela 3 - Efeito do envelhecimento na formacao de biofilme as 72 horas através da
mensuracdo quantitativa de UFC/mL em superficies de Ti e ZrO;, (ndo envelhecido e
envelhecido) e controle

Logio UFC/mL

Grupo Média DP
ZrO2/N&o envelhecido? 6.95 0.09
ZrO2/Envelhecido® 7.23 0.07
Ti/ Ndo envelhecido® 6.29 0.11
Ti/EnvelhecidaoP® 6.40 0.12
C+a 7.31 0.13

Ti = Titanio; ZrO, = Zircbnia; C+= controle de poliestireno; DP= desvio padrao . Uma anélise
de variancia unidirecional foi empregada com o teste post hoc de Tukey usando Graph-Pad
Prism versado 5.0c. Os dados sdo mostrados como média + DP. Diferencas estatisticamente
significativas séo indicadas como p <.05. Letras iguais representam resultados sem diferenca
significativa; letras diferentes representam resultados com uma diferenca significativa
Fonte: Elaboragéo prépria.

Quando se compara 0s materiais e 0 controle, o Ti apresentou

significativamente menor adesdo de biofiime do que a ZrOz e o controle. Apds o
envelhecimento, o Ti ndo apresentou alteracdo na adesdo de microrganismos, ja a

ZrO2, apresentou maior adesédo na superficie envelhecida.

5.7 Anélise da Morfologia Biofilme Aderido por MEV

A Figura 17 mostra a adeséo do biofilme as superficies envelhecidas e ndo

envelhecidas de Ti e ZrOa.
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Figura 17 - Morfologia do biofilme apds 72 horas de adesédo com diferentes substratos
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A —; ZrO2/nao envelhecido; B - ZrO,/ envelhecido; C - T/ ndo envelhecido; D — T/
envelhecido). MEV, ampliacdo original 7000x.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

A andlise por MEV da formacéo de biofilme nas superficies corroborou com o
gue foi observado na analise quantitativa.
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6 DISCUSSAO

Para o tratamento com préteses implanto suportadas, sobretudo em area
estética, a preservacdo e/ou a corre¢cdo do contorno do tecido mole ao redor do
abutment torna-se um desafio para os profissionais?!’.

Para o tratamento com implantes, fatores devem ser avaliados, como a
interacdo e adesado das células envolvidas, tanto na osseointegracdo (osteoblastos)
guanto na barreira gengival (fibroblastos e células epiteliais), e a auséncia do biofilme
aderido. Assim, os materiais devem ser manufaturados, levando-se em conta a
fabricacdo de superficies, para que promovam as respostas esperadas dessas
células’®103 g, assim, mantenham-se a longo prazo.

O presente estudo rejeitou parcialmente a hipotese nula, ja que ndo foram
observadas diferencas para as analises de viabilidade e MEV das células Nok-si.

Quanto a esterilizagdo dos discos que néo foram submetidos ao processo de
envelhecimento, esta foi realizada por radiacdo gama dos discos. Em primeiro lugar
os discos ja vieram esterilizados dessa forma, segundo que hé relato que se primeiro
for esterilizado com raio gama e depois por oxido de etileno é formada alta
concentracdo de um subproduto téxico do oxido de etileno — a Etileno Cloridrinal?
(Souza, Graziano, 2010). Além de possuir mais desvantagens a favor do 6xido de
etileno, por gerar residuos e assim ha necessidade de um periodo de espera para que
esse residuo néo interfira na execucdo de estudos, enquanto que a irradiacdo por
raios gama € uma alternativa eficiente para esterilizacdo, ndo produz residuos e
promove a reducdo de carga microbiana''®,

De acordo com Kim et al.®* (2009), um método de simulacdo DBT usando
autoclave de vapor exibe uma transformacéo induzida por transformacédo (t-m) que
pode induzir efeitos positivos ou negativos nas propriedades mecanicas de ceramicas
Y-TZP, dependendo da temperatura aplicada e da quantidade de m-fase resultante.
Além disso, quando o envelhecimento ocorre apos a superficie Y-TZP séo detectadas
diferentes quantidades de alteragées finais de fase-m na superficie da ceramica®°%2,
A Degradacao de Baixa Temperatura (DBT) foi simulada numa autoclave a 134 °C,
sob 2 bar, durante um periodo de 20 h*°. No estudo de Chevalier et al.3” (1999) foi
observado que 20 h é tempo suficiente para promover uma extensa transformacao t-

m (aproximadamente 80%). Devido a essa significativa alteracéo e de ser indicativo
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da avaliagdo do comportamento celular frente as superficies de Ti e ZrO2 envelhecida,
este protocolo de envelhecimento acelerado foi escolhido.

A adesdao e a proliferacdo de células podem variar dependendo da topografia
da superficie, o que influencia os componentes no seu citoesqueleto’?. O presente
estudo rejeitou a hipotese nula, pois o envelhecimento influenciou a adeséo de células
e microrganismos em superficie de ZrOz.

Uma das propriedades que interfere na adesdo celular é a rugosidade de
superficie. No presente estudo houve a padronizacéo inicial da rugosidade de todas
as amostras entre 0,1 um a 0,2 um antes do envelhecimento. No caso de abutments
de implantes, o valor de rugosidade com um valor inferior a 0,2 um tem sido aceito
como o limiar de rugosidade média minima necessaria para manter o selamento entre
as células epiteliais e a superficie e, consequentemente, a estabilidade do tecido
mole?, pois representa um valor abaixo do qual pode ser observada producéo de
resposta celular’®.

Quando exposto ao ar, o Ti e suas ligas formam expontaneamente uma pelicula
continua. A formacao desta pelicula ocorre em um tempo extremamente curto, em
torno de 30 ms apds acabamento, a superficie do Ti CP é coberta por uma camada
fina de 6xido de Ti composta comumente por TiO2 com espessura variando entre 1 a
20 nm. A camada de 6xidos é, muitas vezes, denominada de filme passivo, pois possui
uma estrutura estavel e compacta, o que indica a sua alta resisténcia a corrosao em
solucéo fisiolégica. Tanto a espessura quanto a composi¢cdo quimica da camada de
oxidos do titanio exibem importante papel na adsorcéo de proteinas provenientes dos
fluidos biol6gicos. O aumento da rugosidade do Ti apés o envelhecimento deve-se
provavelmente a formacao dessa camada de 6xido de Ti. A alta biocompatibilidade do
Ti CP é atribuida ao filme passivo em sua superficie, proporcionando uma interacéo
com moléculas proteicas!!.

Apesar do valor da rugosidade para os dois materiais ter permanecido abaixo
de 0,2 um, houve diferenca significante para a rugosidade superficial apés o
envelhecimento do Ti, o que influenciou maior adeséo e proliferacéo celular, além de
maior quantidade de B-actina, ja para adeséo bacteriana foi menor no Ti.

Nos achados de Kimura et al.1*?, em 2012, os valores de rugosidade de ambos
os tipos de discos foram semelhantes, sugerindo que seu efeito sobre a ligagéo celular
seria equivalente, e corrobora com Mufioz et al.**® (2017), no qual a rugosidade da

ZrO2 permaneceu sem alteragOes significativas apos envelhecimento em autoclave,
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porém discorda do estudo de Forster et al.1%3, em 2014, pois a rugosidade da ZrO2
aumentou. Segundo Quirynen et al.”® (1990), superficies rugosas reforcam a formacéo
de biofilme bacteriano e para superar esse obstaculo e favorecer a adeséo das células
epiteliais gengivais, a superficie do abutment do implante deve ser polida.

Na revisdo de Teng et al.>? (2012), os autores observaram gue muitos estudos
relatavam a "sobrevivéncia" dos abutments/pilares de Ti e ZrOz2, que foi definida como
a sua permanéncia in situ para o periodo de observacdo com ou sem modificacoes
que o tempo médio de seguimento dos abutments ceramicos foi de 3,7 anos e o tempo
meédio de seguimento dos abutments metalicos foi de 4,8 anos. Apds um periodo de
observacdo médio estimado de 5 anos, podem ser esperadas altas taxas de
sobrevivéncia para pilares ceramicos (99,1%) e metdlicos (97,4%). Nenhuma
diferenca no desempenho técnico e bioldgico dos pilares de ceramica e metal poderia
ser demonstrada nesta revisdo. No presente estudo ndo houve diferenga na
viabilidade e morfologia de queratindcitos orais normais (NOK-si) em relagéo ao tipo
de material e envelhecimento das superficies, entretanto, apesar de nao haver
diferenca estatistica para a viabilidade celular, a porcentagem de células viaveis no Ti
foi maior para superficie envelhecida do que a ndo envelhecida e maior do que na
ZrOo.

Nossos resultados demonstraram que apos o envelhecimento, a superficie de
ZrO2 sofreu alteragcbes em relacdo ao molhamento dos liquidos etilenoglicol e
polietilenoglicol, com o maior valor de tensédo superficial'®, além da transformacéo de
fase, com diminuicdo da fase tetragonal e aumento da monoclinical!4; e enquanto o
Ti, tornou-se mais hidrofébico e manteve-se lipofilico, sem alterac6es observadas na
analise de difracdo. Os liquidos polietilenoglicol e etilenoglicol, apresentam menor
polaridade e, uma vez que os angulos de contato entre o agente e a superficie do Ti
apresentaram valores inferiores a 50°, assim maior molhabilidade e interacdo da
superficie com esses liquidos, pode-se concluir que o0s materiais admitem
caracteristicas  lipofilicas!!®>, este mesmo comportamento foi observado
anteriormente’® .

Para a agua, os angulos de contato foram maiores para ZrO2 e Ti,
caracterizando a superficie como hidrofébica. As moléculas ao interagir com essas
superficies tendem a repelir-se. Ap6s o envelhecimento, o angulo de contato da agua
com o Ti aumentou, diminuindo a interacdo da superficie com a 4gua destilada, uma

vez que a ZrO:2 foi ligeiramente menos hidrofobica apos o envelhecimento. O Ti
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praticamente manteve o valor de ELS como consequéncia de maiores forcas de
interacdo intermolecular na superficie. No entanto, a ELS de ZrOz aumentou apos o
envelhecimento®. A ELS representa a tensdo superficial de cada material, e quanto
maior a tensdo, maior o nimero de ions ativados disponiveis sobre esta superficie.
Por conseguinte, isto interferiria na adesao favorecendo o contato celular, desde que
as células em questdo apresentassem a mesma natureza quimica que a superficie.

Da mesma forma que os liquidos, as células apresentam diferentes polaridades
conferidas de acordo com a composicdo quimica da membrana plasmatica®®, e desta
forma interagem com as superficies de acordo com a natureza quimica. As células
apresentaram maior adeséao e proliferacdo ao Ti'%, e isso pode ser confirmado pelo
fato de que o tipo de células possui atracdo preferencialmente pelos materiais
hidrofébicos e lipofilicos, sugerindo que a interagao final entre elementos quimicos da
membrana das células epiteliais criou um ambiente com essa natureza®®:76,

Para a viabilidade e morfologia celular, ndo foram encontradas diferencas em
em ambos 0s materiais, antes e depois do envelhecimento, o que pode ser explicado
pelo fato de as células aderem a uma camada intermediaria de moléculas de matriz
extracelular depositada®. Por outro lado, as células aderidas ao Ti, antes e apés o
envelhecimento, mostraram uma maior quantidade de [(-actina, o que sugere uma
melhor manutencao da adesao para esta superficie, sugerindo que esta adeséo tenha
melhor conservacao a longo prazo. Ja para a ZrOz2, a quantidade de B-actina além de
ser menor em 24 horas de adeséao, diminuiu drasticamente em 48 horas, tanto para a
superficie ndo envelhecida quanto para a envelhecida. As protéinas adsorvidas pelo
substrato, segundo alguns autores, sao influenciadas pela molhabilidade da
superficie, influenciando o estado conformacional destas proteinas®16.17 A camada
de proteina adsorvida € depositada em ilhas de acordo com a especificidade destas
proteinas com o material em questdo. Menor quantidade de ilhas iria resultar em
menos locais de adesdo celulard16.117,

A andlise da proliferacéo celular mostrou um maior nimero de células aderidas
as superficies de Ti, que possui caracteristica hidrofébica e lipofilica, sugerindo ter
havido uma influéncia desta caracteristica sobre as células estudadas. Em
concordancia, alguns autores também destacam a ELS como um fator importante na
determinacdo da adeséo de células epiteliais gengivais, jA que uma relacdo entre a
energia livre da superficie e o estado conformacional das proteinas adsorvidas é

sugerido com a conformacdo biologicamente ativa nas superficies de alta
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energia®'’’°, No estudo de Forster et al.l®® (2014) a ZrO: apresentou menor
proliferagao celular, corroborando com os achados no presente estudo.

Nakamura et al.?4, em 2010, mostraram, por meio de uma reviséo sistematica,
gue as dimensodes dos tecidos moles peri-implantares ao redor do abutment de ZrO2
foram similares as de Ti. Em outra revisdo sistematica, Linkevicius, Apse?®, em 2008,
0s autores analisaram a estabilidade de materiais de abutments de implantes em
relacdo aos tecidos peri-implantares e observaram semelhanca nos resultados entre
o Ti e a ZrO2 em contato com tecidos moles e duros.

A formacéo de biofilme por bactérias em material oral é influenciada por muitos
fatores. Bactérias expressam uma grande variedade de moléculas complexas que
podem contribuir para as tendéncias gerais de microrganismos que interagem com
outras células e podem criar energia final'>’8, Como a interacdo entre microrganismos
é fundamental para a colonizacéo inicial e subsequente formacédo de biofilme em
superficies dentarias, a limitacdo de modelos de biofilme in vitro descritos na literatura
até o momento pode explicar os resultados inconsistentes?'®.

Estudos de colonizacdo bacteriana ao redor de abutments de Ti e ZrO2
mostraram resultados conflitantes*?43. Alguns estudos ndo mostram diferencas na
colonizacdo bacteriana em torno dessas superficies de abutment#359.118.119 enquanto
outros mostram que as superficies de ZrO2 exibem menor colonizagéo!0.30.120-122,
Entretanto no presente estudo, observou-se maior adeséo de biofilme na ZrO: tanto
envelhecida como ndo envelhecida do que no Ti. Esses dados corroboram com os
achados de Rimondini et al.1% 2001; Al-Ahmad et al.8?, 2013, Smith, Turkyilmaz,%7
2014; Avila et al.1>, 2017.

No estudo de Pier-Francisco a adesdo de P. gingivalis ao Ti foi inibida em
niveis de rugosidade superficial abaixo daqueles geralmente encontrados para
abutments/pilares de implante (Ra 350 nm). Portanto, é clinicamente relevante saber
como as bactérias se comportam em diferentes tipos de superficies, a fim de
desenvolver novos materiais e/ou novos tipos de superficies de tratamento, que
reduzam ou inibam a adesdo de microrganismos patogénicos e, assim, restrinjam o
uso de abuments com indicacdo de propensao para adesao bacteriana3.

A adeséo de células e de microrganismos séo provavelmente o resultado de
diferencas na composicdo quimica, rugosidade superficial e ELS®. A correlacédo
positiva entre ELS e adeséo celular e bacteriana dependeu da natureza quimica

similar de ambas as superficies e células®>®. O envelhecimento de Ti e ZrO2 ndo
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afetou a viabilidade e a morfologia celular. Porém para a ZrOz o efeito do
envelhecimento levou a menor proliferacdo e adesdo de células, e maior adesdo
biofilme, sendo assim, antes e apos o envelhecimento o Ti mostrou-se melhor quando
comparado a ZrOz, para formacédo de barreira tecidual e manutencdo da saude do
tecido peri-implantar.

A ELS é uma propriedade importante que interfere na qualidade do tecido mole
e na adesdo de microrganismos ao redor dos implantes dentarios'®> 6%, Esses dados
podem ser considerados para o desenvolvimento de novas superficies de materiais,
qgue proporcionem a manutencao da barreira celular e desfavorecam a adesao de
microrganismos, apesar do tempo decorrido desde a instalacdo do material na boca.

Dada a relevancia clinica, apesar das limitacdes experimentais intrinsecas do
estudo in vitro, experimento com apenas um unico tipo de células e uso de bactérias
periodontais especificas e selecionadas, mais estudos sdo necessarios para avaliar
tanto o comportamento das células sobre superficies utilizadas como abutments,
guanto a qualidade deste contato com as mesmas superficies, devido inclusive a
constate renovacao celular. Ao mesmo tempo, entender como a superficie influencia
a manutencao do tecido peri-implantar desde sua instalacéo e no decorrer do tempo,
0 que dara suporte a indicacdo de abutment adequado para cada caso, especialmente
em pacientes com comprometimento periodontal e que promova uma melhora na taxa

de sobrevida e sucesso dos implantes ao longo do tempo.
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7 CONCLUSAO

Dentro das limitagdes deste estudo, concluiu-se que adeséo e proliferacéo de
queratinécitos normais orais e a viabilidade e adesdo de Fusobacterium nucleatum,
Streptococcus sanguinis e Porphyromonas gingivalis foram influenciados pelo tipo de
material e pelo processo de envelhecimento. Os resultados indicam que os materiais
examinados sdo adequados como abutments, porém O Ti mostrou melhor adeséo e
proliferagcédo celular e menor adeséo de biofilme.

Observamos também que:

- O processo de envelhecimento ndo afetou a rugosidade média da ZrO2 porém afetou
a rugosidade do Ti;

- O processo de envelhecimento afetou a molhabilidade da superficie de Ti quando
em contato com agua e polietilenoglicol e para a ZrO:2 afetou a molhabilidade da
superficie quando em contato com etilenoglicol e polietilenoglicol. A energia livre de
superficie foi numericamente maior para a ZrO2, porém o Ti tornou-se mais hidrofébico
e lipofilico;

- Houve mudanca de fase tetragonal para monoclinica na ZrO2, enquanto que no Ti
nao houve alteracéo;

- A viabilidade e a morfologia dos queratindcitos normais orais nao foram influenciadas
pelo tipo de material ou pelo envelhecimento;

- A proliferagao celular e a quantidade de B-actina presente nas células foram maiores
no Ti (ndo envelhecido e envelhecido);

- Observou-se menor viabilidade e adesdo de biofilme no Ti (ndo envelhecido e

envelhecido).
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