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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A zircOnia ¢ usada para fabricar proteses fixas devido a sua resisténcia mecanica relativamente
alta e tenacidade a fratura. No entanto, carece de translucidez, o que compromete suas
aplicacdes em regides anteriores. Adicionar 5% mol de itria a zirconia (5Y-PSZ) melhora a
transmissdo de luz, mas afeta suas propriedades mecénicas. Clinicamente, as restauragdes
ceramicas falham principalmente devido a fraturas catastroficas e caries secundarias. Os
revestimentos de vidro podem aumentar com eficiéncia a resisténcia da zirconia. O boro ¢
adicionado aos vidros de silicato para melhorar o médulo de elasticidade do material e pode
apresentar atividade antimicrobiana. Neste estudo, desenvolvemos um revestimento contendo
boro (BCoat) para aumentar o desempenho mecanico e fornecer recursos antimicrobianos para
5Y-PSZ. Através dos testes realizados, concluimos que BCoat foi capaz de melhorar as
propriedades mecanicas e a confiabilidade do 5Y-PSZ. Além disso, os biofilmes sobre BCoat
eram pouco desenvolvidos, finos e fragmentados com o menor numero de colonias viaveis,
atividade metabdlica e matriz extrapolimérica. Desta forma, 5Y-PSZ revestida pelo vidro
experimental contendo boro ¢ um material antimicrobiano citocompativel promissor para

melhorar as propriedades mecanicas de ceramicas translucidas.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Zirconia is used to fabricate fixed prostheses due to its relatively high mechanical strength and
fracture toughness. However, it lacks translucency, which compromises its applications in
anterior regions. Adding 5% mol of yttria to zirconia (5Y-PSZ) improves light transmittance
but affects its mechanical properties. Clinically, ceramic restorations fail mainly because of
catastrophic fractures and secondary caries. Glass coatings can efficiently enhance the strength
of zirconia. Boron is added to silicate glasses to improve the elastic modulus and can present
antimicrobial activity. Herein, we developed a boron-containing coating (BCoat) to increase
the mechanical performance and provide antimicrobial capabilities to 5Y-PSZ. BCoat was able
to enhance 5Y-PSZ’s mechanical properties and reliability. Moreover, biofilms on BCoat’s
were poorly developed, with the lowest number of viable colonies, metabolic activity, and
extrapolymeric matrix. Thus, 5Y-PSZ coated by BCoat is a promising cytocompatible

antimicrobial material to improve the mechanical properties of ultra-translucent ceramics.



BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Renata Marques de Melo Marinho (Orientadora)
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Sao José dos Campos

Profa. Dra. Luana Marotta Reis de Vasconcellos
Universidade Estadual Paulista (Unesp)
Instituto de Ciéncia e Tecnologia

Campus de Sao José dos Campos

Profa. Dra. Susana M. Salazar Marocho
University of Mississippi
Medical Center

School of Dentistry

Séao José dos Campos, 3 de julho de 2023.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Professora Doutora Claudia de Vilhena Schayer Sabino,
também conhecida como minha avd, que plantou a semente da ciéncia e da pesquisa

Nno meu coragao.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar meu sincero agradecimento a todos que contribuiram

para a realizacdo desta dissertacdo de mestrado.

Em primeiro lugar, agradeco a Deus por me conceder saude, sabedoria, forca

€ perseveranga necessaria ao longo desta jornada académica.

Agradeco a Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,
minha casa de formagdo na graduacdo e na poés-graduagédo, € a Universidade
Nacional de Singapura, na qual fiz uma parte da pesquisa desta dissertagao, na figura
de todos os professores e funcionarios. Agradego o ambiente académico propicio a
aprendizagem, as oportunidades de pesquisa e a infraestrutura oferecida. Fui

privilegiada por fazer parte dessa comunidade académica inspiradora.

Ao Programa de Pés-graduacgédo em Ciéncias Aplicadas a Saude Bucal, onde
fiz amigos e tive a oportunidade de aprender com grandes profissionais da Docéncia

e Pesquisa.

Aos meus orientadores, Pesquisadora Il Dra. Renata Marques de Melo
Marinho e Prof. Dr. Vinicius Rosa, expresso minha profunda gratiddo. Sua
orientagao e dedicagao foram essenciais para o sucesso deste trabalho. Agradeco por
compartilharem seu tempo, paciéncia e expertise, guiando-me no desenvolvimento
desta dissertagdo. Sou imensamente grata pela confianca depositada em mim e pela

oportunidade de ser orientada por vocés.

A minha banca examinadora, Profa. Dra. Luana Marotta Reis de Vasconcellos
e Prof. Dra. Susana M. Salazar Marocho, que participardo deste momento tao

importante de minha formacgao.



A minha amada familia. Vocés s3o a minha fortaleza, meu Norte e a minha
sorte. Sou imensamente grata pelo apoio incondicional, encorajamento e

compreensao que me ofereceram ao longo dos anos:

A minha mae, Cinthia, pelo amor e pela forca, que apesar da distancia, se

manteve presente diariamente. Obrigada por acreditar em mim.

Ao meu pai, Ricardo, pelo exemplo de dedicagdo e rigor, sempre me

incentivando e torcendo por mim em cada conquista.

Aos meus irmaos, Sophia e Raphael, que me inspiram todos os dias e sdo o

amor da minha vida.

Ao meu avd, Jorge, que nao passou um dia durante todo o meu mestrado sem

me telefonar e perguntar se “eu ainda estava na escola”. E eu estava.

A minha avo, Cida (in memorian), que me incentivou desde a infancia a seguir

0S meus sonhos.
Aos meus avos, Cael e Claudia, por todo o carinho, apoio e entusiasmo.
Ao meu noivo, Bram, pelo amor, suporte, companheirismo e incentivo.

Aos meus colegas da pos-graduagao, agradego por serem uma fonte constante
de apoio e inspiracdo. Nossas discussdes, troca de ideias e colaboracao
enriqgueceram minha experiéncia académica. Valorizo imensamente os lagos que
construimos e agradego por estarem sempre dispostos a ajudar. Em especial,
agradecgo aos Renatetes: Carol, Camila, Tiago, Amanda e Amir; e aos Nobel’s to be:
Priti, Shruti, Lekshmi, Baiging e Deby. Vocés foram muito especiais na minha trajetoria

e torco pelo sucesso de cada um.



Ao Tanaka, que devido ao senso de humor do destino, acabou sendo minha
dupla de atendimento na graduacao e ndo conseguiu se livrar de mim durante a pos.

Obrigada por ser meu amigo.

Por fim, gostaria de agradecer a Fundagéo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sao Paulo (FAPESP) pelo suporte financeiro concedido para a realizagao desta
pesquisa € do meu periodo de estagio no exterior através dos processos n°
2021/00748-1 e 2022/03273-7. Sua contribuicdo foi essencial para a concretizagao

deste estudo e para o avango do conhecimento cientifico em nossa sociedade.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para este trabalho, meu mais
sincero agradecimento. Sua dedicagéo, apoio e influéncia positiva tornaram possivel
a conclusao desta dissertacdo de mestrado. Sou grato por cada pessoa que fez parte
desta jornada e espero que o resultado deste trabalho contribua de forma significativa

para a protese dentaria.



"Toda vez que eu dou um passo o mundo sai do lugar.”
Marcelo D2



RESUMO

Sabino CF. Efeito antimicrobiano e propriedades mecanicas da zirconia translucida
revestida por vidros experimentais [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

Objetivos: Avaliar as propriedades mecanicas, atividade antimicrobiana e
citocompatibilidade da zircénia translucida 5Y-PSZ revestida por vidros experimentais
contendo boro e prata. Métodos: Discos 5Y-PSZ (KATANA UTML™, Kuraray
Noritake) foram processados e divididos em quatro grupos: polido, sem nenhum
revestimento (Controle), aplicacao de glaze comercial (Glaze) e vidros experimentais
contendo prata (AgCoat) e boro (BCoat). As amostras foram submetidas aos testes
de dureza Vickers, testes de flexao biaxial, analise fractografica e rugosidade através
de perfilometria 6ptica. O potencial antimicrobiano foi caracterizado usando biofilmes
de espécie unica de Streptococcus mutans e Candida albicans. Foi realizada a
quantificagao de unidades viaveis formadoras de colbénias (UFC), atividade metabdlica
(CV), ensaios de matriz polissacaridica extracelular (EPS) e biovolume. Biofilmes
foram visualizados por microscopio eletrénico de varredura (MEV) e microscopia
confocal de varredura a laser (CLSM). A citocompatibilidade foi determinada usando
os testes WST-1 e LIVE&DEAD usando células-tronco do ligamento periodontal
(PDLSCs) por 24 h. Todas as caracterizagbes bioldgicas foram realizadas em
triplicatas técnicas e biolégicas usando amostras independentes. As analises
estatisticas foram realizadas por ANOVA de uma via, teste de Tukey, analise de
Weibull e analise de correlagdo de Pearson. Resultados: BCoat, AgCoat e Glaze
alcancaram dureza semelhante, que foi menor que o Controle. BCoat teve a maior
resisténcia a flexao e parametros de Weibull (m = 11,5, s 625 MPa, so 620) seguido
por AgCoat (m = 5,3; sr 464 MPa, so478 MPa). BCoat diminuiu significativamente a
formacao de biofilmes, conforme mostrado pela menor UFC (5,94 log-UFC/mm2) e
atividade metabdlica (0,17 a.u.) em comparagao com os outros grupos (AgCoat: 6,44
log-UFC/mm?, 0,89 a.u.; Glaze: 6,81 log -UFC/mm?, 1,21 a.u.; Controle: 6,82 log-
UFC/mm?, 1,25 a.u.). BCoat e AgCoat apresentaram os menores valores de EPS (0,11
a.u.), seguidos por Glaze e Controle (0,13 a.u.; 0,14 a.u., respectivamente). MEV e
CLSM revelaram que os biofilmes no BCoat eram finos, esparsos, com menor
biovolume, enquanto os outros grupos produziram biofilmes robustos com maior
biovolume. Os ensaios de viabilidade celular nao mostraram toxicidade para PDLSCs
para todos os grupos. Concluséo: 5Y-PSZ revestida por vidro experimental contendo
boro surge como uma estratégia potencial para melhorar as propriedades mecéanicas
e antimicrobianas do material.

Palavras-chave: ceramica dentaria; falha de restauracao dentaria; biofilme; resisténcia
do material; vidro; resisténcia a flexdo.



ABSTRACT

Sabino CF. Antimicrobial effect and mechanical properties of translucent zirconia
coated with experimental glasses [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Séo
Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2023.

Objectives: To evaluate the mechanical and antimicrobial properties of boron-
containing coating on translucent zirconia (5Y-PSZ). Methods: §Y-PSZ discs (Control)
were coated with a glaze (Glaze), silver- (AgCoat), or boron-containing (BCoat)
glasses. The coatings' antimicrobial potential was characterized using S. mutans and
C. albicans biofilms through viable colony-forming units (CFU), metabolic activity (CV),
and the extracellular polysaccharide matrix (EPS). Biofilm architectures were imaged
under scanning electron and confocal laser scanning microscopies (SEM and CLSM,).
Cytocompatibility was determined at 24 h via WST-1 and LIVE&DEAD assays using
periodontal ligament stem cells (PDLSCs). The coatings' effects on mechanical
properties were characterized by Vickers hardness, biaxial bending tests, and
fractography analysis. Statistical analyses were performed via one-way ANOVA,
Tukey's tests, Weibull analysis, and Pearson'’s correlation analysis. Results: BCoat
significantly decreased biofilm formation, having the lowest CFU and metabolic activity
compared with the other groups. BCoat and AgCoat presented the lowest EPS,
followed by Glaze and Control. SEM and CLSM images revealed that the biofilms on
BCoat were thin and sparse, with lower biovolume. In contrast, the other groups all
yielded similarly robust biofilms with higher biovolume without compromising PDLSC
viability. BCoat, AgCoat, and Glaze also presented similar hardness significantly lower
than Control. BCoat had the highest flexural strength, characteristic strength and
Weibull parameters (sr: 625 MPa; so: 620 MPa; m = 11.5), followed by AgCoat (sF :
464 MPa; so: 478 MPa; m = 5.3). Significance: BCoat is a cytocompatible glass with
promising antimicrobial properties that can improve the mechanisms and reliability of
5Y-PSZ.

Keywords: dental ceramics; dental restoration failure; biofilm; material resistance;
glass; flexural strength.
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1 INTRODUGAO

Fraturas catastroficas e caries secundarias sdo as principais razoes de falha
das restauragdes ceramicas odontolégicas (Zhang,Lawn, 2018). A falha ocorre devido
a degradacao do material (fadiga) acelerada pela agua e carga oclusal (Koenig et al.,
2019), bem como devido a deterioragdo da interface dente/restauragao por
microrganismos patogénicos (Hao et al., 2018). Streptococcus mutans e Candida
albicans, uma das principais bactérias cariogénicas e o agente causador da
candidiase oral, respectivamente, modulam a formacdo de biofilmes virulentos
(Khoury et al., 2020; Koo et al., 2010). Estes microrganismos tém um papel
preponderante na degradagao da integridade da margem da restauragao da ceramica
(Jakubovics et al., 2021), afetando sua longevidade, deteriorando a cimentagéo
adesiva e contribuindo para o surgimento e progressdo de caries secundarias
(Matsumoto-Nakano, 2018).

Entre os materiais ceramicos, os policristais de zircbnia tetragonal estabilizada
com 3 mol% de itria (3Y-TZP) se destacam devido a sua alta tenacidade a fratura e
resisténcia a flexdo (Zhang,Lawn, 2019). No entanto, estudos anteriores relataram o
parametro de translucidez (TP) do 3Y-TZP variando entre 20 e 25 (Coki¢ et al., 2022),
0 que é muito menor do que os valores apresentados pelas vitroceramica (TP = 37-
52), comprometendo suas aplicagbes na regiao anterior (Reyes et al., 2019.). Uma
estratégia para melhorar a transmissao de luz da zircbnia depende do aumento de
sua quantidade de fase cubica ndo birrefringente e da adigdo de 5 mol% de itria (5Y-
PSZ) para estabiliza-la parcialmente (Zhang,Lawn, 2018). Como resultado, o
parametro de translucidez de 5Y-PSZ foi relatado entre 28 e 35 (Kolakarnprasert et
al., 2019). Por outro lado, uma vez que o contetdo cubico aumenta, as propriedades
mecanicas do 5Y-PSZ diminuem (Mao et al., 2018).

Embora a modificagdo quimica induzida em 5Y-PSZ possa conferir
propriedades Opticas promissoras (Vila-Nova et al., 2020), ela ndo descarta a
necessidade da aplicagdo de revestimentos vitreos, como o glaze, na superficie de
restauracbes monoliticas de zircdnia (Schinemann et al., 2019). O glazeamento
proporciona um acabamento estético mais suave e potencialmente diminui a adesao

bacteriana e a formagéo de biofilme (Lai et al., 2017). Infelizmente, isso pode afetar
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as propriedades mecanicas do 5Y-PSZ, como visto em Deng et al., 2017, onde a
resisténcia a flexdo da zirconia passou de 822,96 MPa para 576,83 MPa quando
vitrificada (Arcila et al., 2021). Portanto, o desenvolvimento de revestimentos que
possam melhorar as propriedades mecanicas e conferir propriedades antimicrobianas
a 5Y-PSZ é de grande interesse (Vila-Nova et al., 2020).

Revestimentos de vidro parecem ser uma alternativa viavel, uma vez que a
composi¢cao do vidro pode ser modificada para atingir propriedades especificas
(Stawarczyk et al., 2017). Uma estratégia que pode fornecer potencial antimicrobiano
aos vidros é a adicdo de compostos metalicos de prata a sua composigcao (Morones
et al., 2005). Porém, apesar de vidros dopados com prata apresentarem efeitos
antimicrobianos (Bapat et al., 2018), eles também podem afetar células humanas e
promover citotoxicidade (Chernousova,Epple, 2013).

Uma outra possibilidade é a adicdo de boro na composi¢cdo do vidro de
recobrimento. Zhu et al, 2018, relataram que quantidades maiores (~10w%) de boro
adicionadas as composigdes de vidro do sistema Ca0-B203-SiO; resultaram em maior
resisténcia a flexdo (Zhu et al., 2009). O 6xido bdrico é descrito como um importante
material de fluxo para formar uma rede de vidro (Shofri et al., 2020). A fase liquida que
ocorre no processo de queima do vidro dopado com B203 pode reduzir a porosidade
interna, tensdes residuais térmicas e microtrincas na matriz, o que melhora o
comportamento mecanico quando comparado aos vidros sem adigdo de boro (Kang
et al., 2023). Além disso, os compostos de boro, teoricamente, tém um efeito bioldgico
contra o biofilme, ligando-se aos grupos cis-hidroxila encontrados na membrana
celular da bactéria (Bhasker et al., 2016). Além disso, os efeitos antioxidantes,
antienzimaticos e de oxidacgao eletroquimica dos compostos de boro podem induzir a
ruptura da matriz do biofilme pela inibicado do quorum sensing (Temel et al., 2023),
também conhecido como mecanismo de comunicagao bacteriana, que regula sua
patogenicidade e viruléncia (Bassler,Losick, 2006). A combinagéo entre melhorar as
propriedades mecéanicas da zircbnia translicida e promover acédo antimicrobiana torna
os vidros contendo boro uma opc¢ao interessante para a reabilitagédo oral.

Embora os revestimentos vitreos tenham sido associados a melhores
propriedades mecénicas do material sobre o qual sdo aplicados (Campos et al., 2016),
ainda ha poucas informacdes sobre como esse tratamento afeta as propriedades

mecanicas da 5Y-PSZ. Além disso, entender os mecanismos subjacentes ao potencial
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antibiofilme de revestimentos vitreos contendo boro pode levar ao desenvolvimento
de restauragdes de zirconia translicida que sdo menos suscetiveis a falhas por fratura
ou carie. Neste estudo, amostras de 5Y-PSZ foram revestidas por vidros contendo
prata (AgCoat) e boro (BCoat) como uma alternativa para aumentar o desempenho
mecanico e fornecer capacidades antimicrobianas quando aplicado sob a superficie
de 5Y-PSZ. A hipdtese deste estudo € que AgCoat e BCoat aumentariam as
propriedades mecéanicas e a confiabilidade do 5Y-PSZ e diminuiriam a formacéo de
biofime sobre a superficie da cer@mica sem induzir toxicidade contra células

humanas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Um dos maiores desafios dos materiais odontolégicos hoje & equilibrar os
requisitos primarios de restauracdes e reabilitacbes orais, como estética e resisténcia
mecanica. Por esse motivo, o uso de materiais ceramicos tem aumentado devido as
suas caracteristicas, como biocompatibilidade (Gautam et al., 2016), capacidade
estética, estabilidade de cor, resisténcia ao desgaste e baixa condutividade térmica
(Koenig et al., 2019). Dentre esses materiais, a zircbnia se destaca por apresentar
altos valores de tenacidade a fratura e resisténcia a flexdo (Ban, 2023).

A zircOnia € um material polimérfico que pode ser encontrado em trés formas
cristalograficas: monoclinica, desde a temperatura ambiente até 1170 °C; tetragonal,
em temperaturas acima de 1170 °C; e cubica, quando a temperatura sobe acima de
2370 °C (da Silva et al., 2022). Este material ndo pode ser utilizado em seu estado
puro na odontologia, pois sO atinge a estabilidade em temperatura ambiente apo6s a
adi¢cao de um 6xido dopante (Zhang,Lawn, 2019).

Mesmo com a adicdo de estabilizadores, a microestrutura da zircénia nao é
completamente estavel (Kolakarnprasert et al., 2019). Um estimulo mecanico, fisico
ou quimico pode fornecer energia suficiente para transformar os cristais da fase
tetragonal para a fase monoclinica (Ban, 2020). Esta dinamica, também conhecida
por transformacao T-M, pode ser induzida por fatores termomecéanicos, resultando em
um aumento volumétrico de cerca de 3 a 4% no material (Wertz et al., 2021).

Isto pode resultar no desenvolvimento de campos locais de tensdes
compressivas que, quando localizados préximos a defeitos superficiais ou na ponta
de uma eventual trinca, atuam como um mecanismo para impedir sua propagagao,
reduzindo a incidéncia de falhas mecénicas em zircbnia (Zhang et al., 2019). Essa
transformacgao ocorre em todas as zircOnias, mas € mais amena na zirconia de 12
geragao, maioritariamente cubica, por conta de sua composi¢ao com apenas 20% de
graos tetragonais. Portanto, a resisténcia mecanica da zircénia 5Y-PSZ, € menor do
que a zircOnia tradicional (Stawarczyk et al., 2017).

Como a estrutura e composicado na zirconia de 12 geracdo tornava a sua
aparéncia opaca (Zhang,Lawn, 2018), este material foi inicialmente usado como um

material de infraestrutura, sendo foi coberto por cerdmicas mais translicidas
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(Zhang,Ma, 2009), a fim de resultar em uma restauragdo estética. Embora suas
propriedades mecanicas apresentassem melhores indices, a ceramica de
revestimento frequentemente lascava e falhava (Coki¢ et al., 2022). A zirconia de
terceira geracao (3 mol% policristal de zircénia tetragonal estabilizada com itrio, 3Y-
TZP) foi desenvolvida para resolver os problemas de baixa translucidez das primeira
e segunda geragodes (Zhang,Lawn, 2018). Propor¢des aumentadas de fase cubica ndo
birrefringente foram usadas para criar a zircdnia parcialmente estabilizada com itrio a
5% mol (5Y-PSZ), que aumentou significativamente a translucidez (Vila-Nova et al.,
2020). Em comparagao com as tetragonais, as formacgdes cristalinas cubicas s&o mais
isotrépicas e tém um volume maior (de Araujo-Junior et al., 2022).

Além disso, a luz incidente pode ser distribuida uniformemente em todas as
diregdes devido a esta estrutura isotropica (Reyes et al., 2019). O comportamento
mecanico da zircbnia 5Y-PSZ limita a sua aplicabilidade, apesar de sua maior
translucidez. Quando comparado com a zircOnia tetragonal, a resisténcia e tenacidade
sd0 menores porque nao sofre transformacao induzida por tensao (Lai et al., 2017).

Por isso, entre as zirconias de ultima geragdo, a translicida 5Y-PSZ,
estabilizada por 6xido de itrio, tem sido cada vez mais utilizada em tratamentos de
reabilitagdo estética, como coroas anteriores (Cokié et al., 2022). Apesar da vantagem
estética da zirconia translucida (Pizzolatto,Borba, 2021), a degradagao do material
que ocorre na temperatura do meio bucal é classificado como de baixa degradacéo
por temperatura (LTD), que além de resultar em uma zirc6nia com um aspecto mais
rugoso em sua superficie (Han et al., 2021), deteriora também as propriedades
mecanicas (Moreira Bastos Campos et al., 2021), diminuindo sua dureza, densidade
e tenacidade a fratura (Lai et al., 2017). Além disso, a zirconia apresenta menor
capacidade adesiva a outros materiais quando comparada com as vitroceramicas
(Mao et al., 2018).

Materiais ceramicos sao altamente sensiveis a presenga de defeitos devido a
sua natureza fragil (Alves et al., 2022). Rotineiramente, o revestimento de vidro de
silicato pode ser aplicado a superficie da ceramica para selar defeitos superficiais e,
consequentemente, melhorar as propriedades do material (Moreira Bastos Campos et
al., 2021). Uma abordagem possivel, em vista da melhoria das propriedades
mecanicas da zircOnia e da promogao de atividade antimicrobiana, é a adicdo de

particulas de prata na composi¢ado do recobrimento vitreo (Nkou Bouala et al., 2018).
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Apesar de indicios na literatura sobre o efeito de vidros com prata aumentarem
a resisténcia flexural e confiabilidade do material, a sua aplicabilidade clinica deve ser
investigada (Moreira Bastos Campos et al., 2021). O mecanismo bioldgico de a¢do do
vidro de prata se da através da liberacdo de ions. Quando o material entra em contato
com a agua, os ions liberados interagem com a superficie da membrana celular dos
microrganismos (Bapat et al., 2018), alterando sua permeabilidade e induzindo dano
celular (Liao et al., 2019). No entanto, materiais dopados com prata também podem
afetar células humanas e induzir citotoxicidade (Chernousova,Epple, 2013).

Por outro lado, na literatura ha indicios de que a adigdo de boro aos vidros de
silicato tende a melhorar a resisténcia diminuindo as falhas internas (Joo et al., 2011).
O boro reduz o coeficiente de expansao térmica (CTE) de vidros de silicato (Xu et al.,
2014), que, quando aplicado sobre um material com maior CTE (zirconia: ~10,10-6
°C-1), induz tensdes superficiais compressivas. Devido a aplicagdo de vidro ao
substrato, sua resisténcia a fraturas superficiais e propagacédo de trincas é maior,
através do aumento da resisténcia a compressao da superficie, caracterizando uma
técnica amplamente conhecida (Al-Nidawi et al., 2023). Este mecanismo esta
relacionado com as porosidades superficiais do material, que se tornam mais densas
enquanto seu coeficiente de expansdo térmica é reduzido apds o processo de
sinterizagao e resfriamento (Kang et al., 2023).

Estudos anteriores demonstraram que a tensdo de compresséo gerada pelo
revestimento pode produzir tensdes residuais de tragdo no nucleo do material (Moreira
Bastos Campos et al., 2021). A aplicagdo de um revestimento de vidro pode ser capaz
de causar a transformacao da fase tetragonal para monoclinica, 0 que aumentaria a
resisténcia a flexdo e a confiabilidade da 5Y-PSZ (Wertz et al., 2021). A chamada
transformacgéao de fase induzida por tenséo, que é causada por uma carga externa e
resulta em expansao e mudancgas de forma dentro de particulas individuais, pode
absorver energia de fratura e produzir alta tenacidade (Rosa et al., 2009). Assim, é
possivel que o vidro contendo boro fortaleca a zircbnia ndo apenas preenchendo os
poros e defeitos na superficie do material durante o processo de sinterizagao,
tornando-o mais homogéneo (Gaafar et al., 2021), mas também aumentando sua
densificagéo de reticulagcdo, aumentando a estabilidade e rigidez da rede vitrea (Al-
Nidawi et al., 2023).

Uma vez que eventos inerentes a zircbnia, tais como LTD, favorecem o
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aumento da rugosidade superficial (Schiinemann et al.,, 2019), potencializando a
crescimento do biofilme (Matsumoto-Nakano, 2018), buscam-se solugdes que
possam melhorar suas condi¢des de superficie (Moreira Bastos Campos et al., 2021).

Outra condigédo relacionada as caracteristicas de superficie dos materiais
dentarios, além de sua performance mecanica, é a dinamica de adesao de biofilmes
e a influéncia de sua topografia de superficie influencia na dindmica de
microrganismos (Ellepola et al., 2017). A colonizagdo de superficies ceramicas por
microrganismos €& uma preocupagao clinica, pois pode levar ao fracasso da
restauracao, nao sé afetando a unidao da ceramica ao tecido dental (Ramaraj et al.,
2020), mas também causando caries secundarias, um dos principais motivos que
levam a falha da restauragao (Hao et al., 2018).

Portanto, a aplicacéo de um revestimento € um dos métodos mais eficazes para
nao s6 melhorar as propriedades mecanicas da zircdnia (Schinemann et al., 2019),
mas também promover a reducgao do biofilme em sua superficie (Jung et al., 2019).

Em estudos anteriores, os revestimentos vitreos demonstraram possiveis
beneficios nas propriedades mecanicas e na capacidade antimicrobiana da zircénia
(de Oliveira Pinto Ribeiro et al., 2022). Por outro lado, pouco se sabe sobre como
esses materiais afetam o comportamento da 5Y-PSZ (Vila-Nova et al., 2020).

Dentre os diversos componentes que podem ser adicionados a vidros de
revestimento para conferir propriedades especificas, o hidroxido de boro exibe acao
bacteriostatica in vitro contra uma variedade de cepas bacterianas (Sayin et al., 2016).
Este efeito pode estar relacionado a capacidade de revestimentos vitreos contendo
boro de promover a liberagéo ions hidroxila no meio (Kang et al., 2023), o que pode
aumentar o pH do ambiente, levando a degradacdao do EPS e interrompendo a
estrutura do biofilme (Al-Nidawi et al., 2023).

Essa dindmica pode ser vantajosa clinicamente, pois a estrutura enfraquecida
de biofilme pode ser menos virulenta e mais facil de ser destruida através de forgas
mecanicas como as produzidas pela escovagao (Shofri et al., 2020), traduzindo-se na
possibilidade de apresentar um diminuido risco de desenvolvimento de carie
secundaria nas margens das restauragdes de ceramica (Klein et al., 2015).

Uma das principais bactérias de um biofilme bucal é o Streptococcus mutans,
que além de influenciar na adeséo e no amadurecimento do biofilme (Joo et al., 2011),

também secreta uma matriz polissacaridica extracelular (EPS) que impacta em sua
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patogenicidade e viruléncia (Matsumoto-Nakano, 2018). Além disso, o EPS apresenta
importante papel na coordenacao do efeito quorum sensing (Temel et al., 2023), que
modula as interagdes entre os microrganismos presentes no biofilme, afetando o seu
desenvolvimento e maturagdo (Bassler,Losick, 2006). Outro microrganismo
importante que compde o biofilme bucal é a Candida albicans, que além de ser o
agente causador da candidiase bucal (Young et al., 2021), também influencia no
desenvolvimento, proliferacao e retencao de biofilmes de S. mutans, impactando a
progressao da carie dentaria e, portanto, influenciando no sucesso de reabilitaces
orais ceramicas (Khoury et al., 2020).

Além disso, a citocompatibilidade € uma preocupag¢ao quando se trabalha com
vidros experimentais, pois um material ndo pode ser usado clinicamente se existe a
possibilidade de seus efeitos comprometerem a saude dos tecidos (Bhasker et al.,
2016).

Porém, ainda ndo ha relatos na literatura sobre a influéncia da aplicagao de
revestimentos vitreos contendo boro ou prata sobre a zircénia translucida, no que
concerne aos seus efeitos quanto ao aperfeicoamento das caracteristicas mecanicas
do material e a conferéncia de propriedades antimicrobianas sem induzir toxicidade

contra células humanas.
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3 PROPOSIGCAO

O objetivo geral deste estudo é avaliar as propriedades mecanicas, a atividade
antimicrobiana e a citocompatibilidade da zirconia translucida 5Y-PSZ revestida por
diferentes revestimentos vitreos. A hipotese especifica € que os grupos AgCoat e
BCoat aumentariam as propriedades mecanicas e a confiabilidade do 5Y-PSZ e
diminuiriam a formacédo de biofilme sobre a superficie da cerdmica sem induzir

toxicidade contra células humanas.
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4 MATERIAL E METODOS

Amostras de zircénia translucida (KATANA UTML™, Kuraray Noritake Dental
Inc, Téquio, Japao) foram divididas em quatro grupos que se diferem no tratamento
de superficie: polido, sem nenhum revestimento (Controle), aplicagcdo de glaze
comercial (Glaze), vidro experimental contendo prata (AgCoat); e vidro experimental
contendo boro (BCoat).

Os espécimes foram submetidos a analise mecanica com testes de dureza,
flexao biaxial, fractografia e analise de rugosidade através de perfilometria éptica; ao
estudo de propriedades antimicrobianas com biofilmes de S. mutans e C. albicans
através dos ensaios de cristal violeta (CV), contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC), analise de matriz polissacaridica extracelular (EPS), biovolume,
microscopia confocal de varredura a laser (CLSM) e microscopia eletronica de
varredura (MEV); e testes de citocompatibilidade, com células tronco de ligamento
periodontal (PDLSC) com os ensaios WST-1 e LIVE&DEAD, conforme a Figura 1.

Figura 1 — Fluxo do processo de preparo das amostras

—

_ Dureza Vickers

Resisténcia a flexao biaxial
Caracterizagdo ~ __] Modulo de Weibull
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—

Unidades Formadoras de Col6nias

_J Potencial Ensaio do cristal violeta
Antimicrobiano — Analise de Matriz Polissacaridea Extracelular
Microscopia confocal

Microscopia Eletronica de Varredura

Citocompatibilidade WST-1
PDLSC LIVE&DEAD

—

Legenda: A) Disco sinterizado de 5Y-PSZ; B) Aplicacédo de revestimento de vidro para sinterizagéo
(Glaze - 900 °C, 4 min, 40 °C/min; AgCoat e BCoat - sinterizagdo em duas etapas: 700 °C por 30 min,
seguido de 1200 °C por 20 min em aquecimento de 12°C/min); C) Os grupos Controle, Glaze, AgCoat
e BCoat foram caracterizados quanto as propriedades mecanicas, potencial antimicrobiano e
citocompatibilidade.

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.1 Preparagdo das amostras

4.1.1 Confeccgao dos espécimes

Os espécimes de zircbnia foram obtidos a partir de um disco de 5Y-PSZ,
zirconia parcialmente estabilizada por 6xido de itrio a 5% mol (KATANA UTML™,
Kuraray Noritake Dental Inc, Tokyo, Japao), usinados em cilindros e cortados em
discos com disco diamantado em maquina de corte (Isomet® 1000, Precision
Sectioning Saw, Buehler, Lake Bluff, lllinois, EUA) sob refrigeragao constante (Figura
2).

Figura 2 — Espécimes sendo cortados em Isomet® 1000

Fonte: Elaborada pela autora.

Foram obtidos 200 espécimes, divididos em 4 grupos: polido, sem nenhum
revestimento (Controle), aplicacdo de glaze comercial (Glaze) ou vidro experimental
contendo prata ou boro (AgCoat ou BCoat, respectivamente).

Devido a contragdo de aproximadamente 18% da ceramica 5Y-PSZ apds a
sinterizacdo, as dimensoOes iniciais dos espécimes em forma de disco tinham
espessura de 1,5 mm e didmetro de 17 mm. Apds a sinterizag&o, os espécimes em
bloco tinham as dimensdes de 16 x 1,2 mm, como indicado pela norma ISO 6872. As
amostras tiveram as superficies polidas manualmente em politriz automatica

(EcoMet™/AutoMet™250, Buehler, lllinois, EUA) com lixas d’agua de granulacao
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decrescente #600 até #1200 (30 s por lixa), sob refrigeracdo com agua, sendo que a
direcdo da peca foi alterada em 90° a cada etapa de lixamento, para evitar formacgao
de sulcos preferenciais.

Apos limpeza em banho ultrassdnico com alcool isopropilico durante 5 min, os
espécimes foram submetidos a sinterizagdo em forno Sirona in Fire HTC (Sirona
Dental System GmbH, Bensheim, Alemanha) de acordo com ciclo de sinterizagao
recomendada pelo fabricante (Temperatura de queima — 1500 °C por 2 horas, taxa de
elevacao 10 °C/minuto).

Em seguida, as amostras do grupo Glaze receberam uma fina camada de glaze
comercial (Cerabien ZR™, Kuraray Noritake Dental Inc, Tokyo, Japao) sobre a face
de trabalho através de pincelamento e foram sinterizadas seguindo os protocolos do
fabricante em forno Vita Zyrcomat (Vita Zahnfabrik, Bad, Sackingen, Alemanha).

Para os grupos AgCoat e BCoat, apos a respectiva fabricagcao dos vidros, o p6
resultante foi misturado com propilenoglicol e aplicado sobre os espécimes pré-
sinterizados com pincel (Figura 3) e sinterizados em forno Vita Zyrcomat (VITA
Zahnfabrik) seguindo o ciclo de sinterizacdo em duas etapas: 700 °C por 30 min,

seguido de 1200 °C por 20 min em aquecimento de 12°C/min).

Figura 3 — Aplicagao de vidro experimental sobre superficie de 5Y-PSZ pré-sinterizada

através da técnica de pincelamento

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.1.2 Fabricagao dos vidros experimentais

A fabricacdo dos vidros experimentais se deu através do método sol-gel. O
acido silicico foi obtido pela passagem de metassilicato de sédio (Na2SiO3-5H20) em
solucao aquosa (10% m/m) através de uma resina de troca iénica (IR 120 — Rohm and
Haas). Entao, foram adicionados sais de aluminio (Al2O3 -11,7%), calcio (CaO 3,0 %),
sédio (Na20 -7,3%) e potassio (K20 -10,0 %).

Essa composigao foi obtida através da mistura dos nitratos correspondentes
aos cations e a solugao de acido silicico correspondente a quantidade de silica, sendo
a base para ambos os vidros de prata e boro. Entdo, foram adicionados sais
correspondentes a proporgdo em massa dos 6xidos silicio (SiO2 65%) de aluminio
(Al203 - 11,7%), calcio (CaO 3,0 %), sodio (Na20 -7,3%), e potassio (K20 -10,0 %).

Para a formacao do vidro de prata foram adicionados sais de prata (Ag-3%) e
para o vidro de boro foi adicionado acido bérico (HsBO3z — 3%). Os materiais foram
colocados em uma estufa a 100 °C por 24 horas e calcinados a 600 °C por 5 horas.
Ap6s tal processo, o material foi moido e peneirado com peneira de 75 um (200 mesh)
(Figura 4).

Figura 4 — Fabricag&o dos vidros

Legenda: A) Obtencéo do acido silicio; B) Moagem do vidro.
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2 Caracterizagao mecanica

4.2.1 Teste de dureza

Para dureza Vickers, dez amostras de cada grupo foram testadas seguindo
a norma ASTM C 1327-03. Trés indentagdes (1 kg, 10 s) foram feitas em cada
espécime usando o indentador de diamante Vickers (HMV-G21, Shimadzu, Japao). O
numero de dureza Vickers (VHN) foi calculado de acordo com a equagéao (1), onde P

é a carga (em N), e d é a média dos comprimentos diagonais (em mm).

VHN = 1,854 P/d? (1

4.2.2 Teste de flexdo biaxial

Os testes de flexdo biaxial foram realizados em 30 amostras de cada grupo,
usando a configuragao de pistdo em trés esferas (Figura 5), seguindo as diretrizes da
ISO 6872:2015.

Figura 5 — Dispositivos em espécime para o teste de flexao biaxial

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os testes foram realizados em maquina de ensaios universal (Emic DL-1000,
Emic, Brasil) com velocidade de 1 mm/min até a fratura (Figura. A resisténcia a flexao

biaxial (o, em MPa) dos discos foi obtida de acordo com a equacgéo (2):

—0.2387P(X-Y)
oO=——"——"=-
d?

(2)

Onde o é a tensdo maxima de tragdo em Pascal, P € a carga total aplicada
até a fratura, em Newton e d é a espessura do disco de ceramica, em mm. X e Y foram

determinados pelas equacdes (3) e (4):

“;“){2] (3)

&)

Y=(1+v) [1 +In (g)z] +(1+v) (%)Z (4)

X=(1+v)ln(§)2+

Onde v é o coeficiente de Poisson (v = 0,315), A € o raio da area sob carga

em mm e B é o raio da amostra, em mm.

4.2.3 Fractografia

Para determinar as origens da fratura e as caracteristicas fractograficas, dez
espécimes fraturados de cada grupo, derivados do teste de flexdo biaxial, foram
avaliados por microscopia 6ptica (30 x, Mitutoyo Sul Americana, Brasil) e microscopia

eletrbnica de varredura (Inspect S50 — FEI Worldwide Corporate Headquarters, EUA).

4.2.4 Rugosidade

Para a analise de rugosidade foi realizada através de perfilometria 6ptica. Para
isso, cinco espécimes de cada grupo foram utilizados. Foram realizadas trés leituras
por espécime para analise qualitativa da superficie bidimensional e tridimensional das

ceramicas em perfilbmetro éptico (Wyko NT1100, Veeco, Tucson, EUA). A analise da
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topografia superficial foi realizada utilizando o software Wyco Vision 32 (Veeco,
Tucson, EUA) com aumento de 20x em uma area de 301,3 x 229,2 ym, seguindo a
ISO 19606:2017.

4.3 Testes microbiolégicos

4.3.1 Cultura microbiana

O potencial antimicrobiano foi avaliado usando cepas de Streptococcus
mutans (UA159) e Candida albicans (ATCC 18804). Para uso rotineiro, S. mutans foi
subcultivado em agar infusdo de cérebro e coragdo (BHI) (Sigma-Aldrich, EUA),
inoculado em caldo BHI e incubado por 16 h a 37 °C em incubadora orbital a 80 rpm
e C. albicans semeada em agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit,EUA), sendo
incubada em estufa a 37 °C. As culturas microbianas foram entao centrifugadas a
5000 rpm por 5 min a 4 °C. Posteriormente, os pellets de células foram suspensos em
1 ml de meio fresco e a densidade optica (OD) foi ajustada para 0,5 a 0,6 (aprox. 107
células/ml) em um comprimento de onda de 600 nm para S. mutans e 530 nm para C.
albicans, usando um espectrofotdmetro (Multiskan GO, Thermo Scientific, EUA),

conforme Figura 6.

Figura 6 — Cultura de biofilme de S. mutans

Legenda: A) Subcultura de S. mutans; B) Inoculagao da bactéria de em novo meio de cultura; C)
Ajuste de densidade 6ptica do biofilme em espectrofotdmetro.
Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.2 Formagao de biofilme in vitro

A formagéao do biofilme (Figura 7) foi realizada em placas de micro titulacéo
de 24 pocgos, de poliestireno, pré-esterilizadas, de fundo plano (Greiner Bio-one,
Cingapura). Para isso, os espécimes foram inseridos individualmente em cada pogo,
limpos com PBS e secos ao ar. Em seguida, as amostras foram submersas em 1 ml
das solugbes de células ajustadas para densidade Optica apropriada e todos os
biofilmes usados nas caracterizagbes subsequentes foram deixados crescer por 48 h

a 37 °C. O meio de cultura foi trocado apoés as primeiras 24 horas.

Figura 7 — Processo formagéao de biofilme sobre amostras

Legenda: A) Posicionamento de amostras em placa de 24 pogos; B) Aplicagado de meio de cultura
com colbnias de S. mutans; C) Display final do processo de formagao de biofilme in vitro.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.3 Teste de Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)

A contagem de UFC foi realizada para avaliar o numero de colbnias viaveis
de S. mutans e C. albicans na superficie dos espécimes. Para tanto, 9 amostras de
cada grupo contendo biofilmes de espécie unica cultivados por 48 h foram
suavemente enxaguadas com PBS. Os discos foram entdo submersos em PBS e os
biofilmes aderidos foram vigorosamente agitados por 3 minutos para dissocia-los. As
suspensodes celulares foram diluidas em PBS. Posteriormente, 100 yl da diluigdo
foram semeados em BHI e deixados crescer por 48 h a 37 °C. Finalmente, o UFC foi

quantificado (Figura 8).
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Figura 8 — Processamento do teste de UFC

)

—

Legenda: A) Placas de agar BHI apds o processo de plagueamento de S. mutans; B) Contagem de
UFC.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.4 Teste de Cristal Violeta (CV)

A biomassa total do biofilme de S. mutans foi medida usando o método CV
(Malhotra et al., 2022), conforme Figura 9. Os biofilmes crescidos sobre os espécimes,
sendo utilizados 9 amostras de ada grupo para o teste, foram levemente enxaguados
com PBS apds 48 h. A seguir, os biofilmes foram fixados com formol a 2% por 15
minutos em temperatura ambiente. Em seguida, os discos foram movidos para novos
pogcos e embebidos em 1 ml de corante cristal violeta 1% (Sigma-Aldrich) por 5
minutos e lavados 3 vezes com PBS. A seguir, 500 pl de etanol 95% foram
adicionados ao pogo e incubados por 15 min. Finalmente, 200 pl de etanol foram
transferidos para uma nova placa de 96 pogos (Greiner bio-one, Cingapura) e a
absorbancia medida usando um espectrofotdmetro (Multiskan GO, Thermo Scientific,
EUA) a 570 nm.
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Figura 9 — Disposigao do teste de Cristal Violeta
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.5 Analise de Matriz Polissacaridica Extracelular (EPS)

A quantidade de matriz polissacaridica extracelular foi quantificada apds o
crescimento do biofilme de S. mutans sobre as amostras (9 espécimes por grupo) por
48 h. As células ndo aderentes foram removidas lavando suavemente com PBS. Em
seguida, o biofilme foi agitado por 5 min em 1 ml de PBS e centrifugado a 4000 rpm.

Finalmente, 500 ul do sobrenadante foram misturados com 500 ul de 95%
H2SO4 (Sigma Aldrich) em um agitador orbital por 20 min. Em seguida, 200 ul de
formalina 2% foram adicionados as amostras e incubadas em banho de dleo de
silicone a 100 °C por 20 min, seguido de banho-maria em temperatura ambiente por
20 min. Finalmente, a absorbancia da solugao foi medida usando espectrofotdmetro
(Multiskan GO) a 490 nm (Figura 10).
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Figura 10 — O processo de ensaio EPS

Legenda: A) Adicdo de acido sulfurico ao sobrenadante; B) Amostras em banho de 6leo de silicone;
C) Amostras finais transferidas para uma placa de 96 pocos para analise posterior.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.6 Microscopia Confocal de Varredura a Laser (CLSM)

Os biofilmes de S. mutans foram corados com SYTO-9 (excitagdo/emissao
485/498 nm) e iodeto de propidio (excitagdo/emissdo 535/617 nm) de acordo com as
instru¢des do fabricante (Invitrogen, EUA). Os biofilmes corados foram visualizados
usando CLSM (Fluoview FV1000 TIRF, Olympus, Jap&o). Cinco campos aleatérios
foram analisados de 5 amostras selecionadas aleatoriamente de cada grupo e as
secdes Z foram reconstruidas a partir de trés réplicas bioldgicas para a quantificagdo

do biovolume (Imaris 9.1, Bitplane AG, Suica).

4.3.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os biofilmes de S. mutans e C. albicans foram fixados com glutaraldeido a 2,5%
(Sigma-Aldrich, EUA) a 4 °C durante a noite. 5 amostras de cada grupo foram entao
desidratadas em uma série graduada de etanol (25-100%) e um secador de ponto
critico (Leica EM CPD300, GmbH, Viena, Austria) e observadas por MEV (Hitachi,
Japéo).
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4.4 Citocompatibilidade

4.4.1 WST-1

Células-tronco do ligamento periodontal (PDLSC) foram cultivadas conforme
descrito anteriormente (Xie et al., 2015). Para o ensaio WST-1, 103 PDLSC foram
semeadas na superficie das amostras, sendo 9 espécimes por grupo, colocadas em
placas de cultura de 24 pocos e deixadas aderir e crescer por 24 h. A seguir, as células
foram incubadas com 300 ul de reagente WST-1 (Sigma Aldrich) incubadas por 2 h a
37 °C com 5% de CO2 e medida de absorbancia a 450 nm. O espa¢o em branco eram

discos sem células para controle.

4.4.2 Teste LIVE&DEAD

Para o ensaio LIVE&DEAD, 10° PDLSCs foram adicionados as amostras
colocadas em uma placa de cultura de células de 24 pogos e 500 ul de meio de
crescimento feito de vermelho de fenol DMEM-F12 com 10% FBS (Gibco, Thermo
Scientific) foi adicionado a cada bem. Em seguida, a mistura foi cultivada por 24 horas
a 37 °C com 5% de CO2. A seguir, 300 ul de reagentes LIVE&DEAD (Thermo
Scientific) foram adicionados ao pogo e incubados a 37 °C por 30 min. O kit de
viabilidade/citotoxicidade vivo/morto da Thermo Fisher Scientific foi usado de acordo
com as instrugdes do fabricante para realizar a coloracao de células mortas vivas ap6s
24 h. As amostras foram entdo examinadas sob um microscopio fluorescente

(Olympus), conforme Figura 11.
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Figura 11 — Preparacgao de testes de viabilidade celular

Legenda: A) PDLSC em meio de cultura distribuidas em uma placa de 24 pogos para o teste; B)
Corantes para o teste LIVE&DEAD; C) Analise em microscopio fluorescente.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.5 Analise estatistica

Para todos os ensaios, trés amostras bioldgicas foram utilizadas para cada
grupo, e os experimentos foram realizados independentemente em triplicatas (n=3 e
triplicatas). A analise estatistica foi realizada com o software SigmaPlot 12.0 (Systat
Software Inc., San Jose, EUA). Um nivel de significancia predeterminado de 5% foi
considerado para todos os testes.

Os dados dos ensaios microbiologicos foram submetidos ao teste de Levene
para homogeneidade, Shapiro-Wilk para normalidade, Durbin-Watson para
autocorrelagdo e ANOVA one-way e teste de Tukey para comparagéo de grupos. Os
dados de resisténcia a flexao foram submetidos a analise Weibull, cujo oo se refere ao
pardmetro de escala (ou posigdo) da distribuicdo e representa a resisténcia
caracteristica com uma probabilidade de falha (Pf) de 63,2%. O mddulo de Weibull
(m) é o parametro de forma de distribuicdo do modelo estatistico. Considerando o
mesmo valor de 0o, um maior valor de m (maior inclinagdo da reta) representa uma

menor dispersao dos dados amostrais.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao mecéanica: dureza, resisténcia a flexdao biaxial, fractografia e

perfilometria 6ptica

A Tabela 1 mostra os resultados para resisténcia a flexdo, tenséao
caracteristica, modulo de Weibull e dureza. A dureza do BCoat foi semelhante ao
AgCoat e Glaze (628, 598 e 599 VHN, respectivamente), que foram menores do que
o Controle (1468 VHN).

Tabela 1 — Caracterizagcdo mecéanica dos grupos testados com os valores de

Resisténcia Flexural Média, Resisténcia Caracteristica, Médulos de Weibull e Dureza

Vickers
Resisténcfia_FIexuraI Resisté'ncia Modulo de Weibull D_ureza
Grupos Média Caracteristica (m) Vickers
(MPa) (MPa) (HV)

Controle 330,4+54,7 € 363,5 (334,2 - 395,1) ¢ 56(3,9-7,6)B 1468,5+87,2 A
Glaze 435,8+75,1B 512,7 (464,3 — 564,6) B 4,8 (36-6,4)B 509,7+74,28B
AgCoat 464,6+67,48 478,4 (438,6 —522,1)B 53(3,8-7,4)8B 508,6+19,1 B
BCoat 625,3+53,2A 620,8 (595,9 — 645,4)A 11,5(8,1-16,1)A 628,3+15,4 B

Legenda: Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Com relacéo a resisténcia a flexao média, resisténcia caracteristica e moédulo
de Weibull (Figuras 12, 13 e 14) os maiores valores foram os do grupo BCoat (or =
625 MPa, o, =620 MPa, m = 11,5). Em relagéo a resisténcia caracteristica, AgCoat
apresentou valores superiores ao Controle. Além disso, a resisténcia caracteristica do

Glaze e do Controle foram estatisticamente semelhantes.



Figura 12 — Grafico de Weibull dos grupos testados
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Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 13 — Grafico de controle em intervalos de confianca de 95% para os
resultados dos testes de resisténcia a flexao biaxial
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 14 — Grafico de Resisténcia Caracteristica dos grupos testados
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Legenda: Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

A analise fractografica (Figura 15) revelou que as falhas em todos os grupos
sao causadas por falhas superficiais no lado de tragao do corpo de prova. No entanto,
para BCoat, AgCoat e Glaze, as origens foram defeitos arredondados localizados na

zircbnia e ndo das camadas de vidro ou glaze.
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Figura 15 — Analise fractografica dos grupos testados
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Legenda: As setas brancas indicam a area de origem da fratura. O controle apresenta uma falha na
superficie que causou a propagacao de trincas no corpo de prova, enquanto Glaze, AgCoat e BCoat
também apresentam um defeito no lado de tragdo da zirconia, que originou a fratura.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os dados obtidos no ensaio de Perfilometria Optica foram submetidos & analise
estatistica, na qual foram realizados testes de normalidade, que constataram
diferengas nas variancias entre os grupos, sendo entido realizado o teste Kruskal-
Wallis (nao paramétrico). Este teste constatou que os grupos de AgCoat e BCoat sédo
mais lisos (e estatisticamente semelhantes entre si) em relagdo aos grupos Controle
e Glaze (também estatisticamente semelhantes entre si), que apresentaram maiores
valores médios de Ra (Tabela 2), além de ranhuras e poros em sua superficie,

observados através da perfilometria (Figura 16).



Tabela 2 — Pardmetro de rugosidade média (Ra) dos grupos testados

39

Grupos Ra (um)

Controle 293,2+50,2 A
Glaze 233,1+80,7 A

AgCoat 43,2+22,8 8
BCoat 19,944, 9B

Legenda: Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas (teste
Kruskal-Wallis).
Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 16 — Analise de rugosidade dos grupos testados
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Legenda: A) Controle; B) Glaze; C) AgCoat; D) BCoat.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2 Propriedades antimicrobianas

5.2.1 Testes com S. mutans

O grupo BCoat diminuiu significativamente a formacao de biofiimes de S.
mutans, conforme mostrado pela menor UFC (5,94 log UFC/mm?) e atividade
metabdlica (0,17 a.u.) em comparagdo com os outros grupos (AgCoat: 6,44 log
UFC/mm?, 0,89 a.u.; Glaze: 6,81 log UFC/mm?, 1,21 a.u.; Controle: 6,82 log UFC/mm?,
1,25 a.u.), conforme figuras 17 e 18, respectivamente.

Figura 17 — Valores dos testes de UFC de S. mutans para os grupos testados
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Legenda: Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 18 — Valores dos testes de Cristal Violeta de S. mutans para os grupos testados
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Legenda: Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Além disso, BCoat e AgCoat apresentaram os menores valores de EPS (0,11
a.u.), seguidos por Glaze e Controle (0,13 a.u.; 0,14 a.u., respectivamente), conforme

Figura 19.

Figura 19 — Valores da Andlise de Matriz Polissacaridica Extracelular de S. mutans
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Legenda: Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.
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O MEV e a analise através do CLSM revelaram que os biofilmes de S. mutans
(Figuras 20 e 21, respectivamente) formados na superficie do grupo BCoat eram
esparsos e fragmentados, enquanto os outros grupos produziram a formacao de

biofilmes robustos.

Figura 20 — Imagens obtidas através do MEV dos biofilmes de S. mutans

Legenda: A) Controle; B) Glaze; C) AgCoat; D) BCoat.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 21 — Imagens obtidas através do CLSM dos biofilmes de S. mutans

Legenda: A) Controle; B) Glaze; C) AgCoat; D) BCoat.

Fonte: Elaborada pela autora.

O log do biovolume do biofilme de S. mutans quantificado a partir do CLSM z-
stack foi significativamente menor para o BCoat (3.04 log um?®) do que para todos os
grupos (AgCoat: 3.96 log um?; Controle: 4.21 log um?; Glaze: 4.29 log um?®), conforme

visto na Figura 22.
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Figura 22 — Valores do biovolume de S. mutans
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Legenda: Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

5.2.1 Testes com C. albicans

Nos testes de UFC para C. albicans, o grupo BCoat diminuiu
significativamente a formacao do biofilme, conforme mostrado pelo menor UFC (5,41
log UFC/mm?) em comparagdo com os outros grupos (AgCoat: 6,21 log UFC/mm?;
Glaze: 6,56 log UFC/mm?; Controle: 6,62 log UFC/mm?), conforme figura 23.
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Figura 23 — Valores dos testes de UFC de C. albicans para os grupos testados
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Legenda: Letras diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05).
Fonte: Elaborada pela autora.

Ja para o MEV de C. albicans (Figura 24), o padrao da arquitetura do biofilme
foi observado. Nos grupos Controle, Glaze e AgCoat, é possivel observar a formacgéo
de um biofilme robusto, com a presenca de hifas, fator indicativo de um biofilme mais
virulento (Young et al., 2021), enquanto em BCoat o biofilme formado é escasso e

apresenta células apenas sob forma de levedura.
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Figura 24 — Imagens obtidas através do MEV dos biofilmes de C. albicans

Legenda: A) Controle; B) Glaze; C) AgCoat; D) BCoat.
Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3 Citocompatibilidade

Os testes WST-1 e LIVE&DEAD mostraram resultados semelhantes para
todos os grupos testados, sugerindo que nenhum efeito citotdxico foi induzido (Figuras
25 e 26).

Figura 25 — Resultado do teste WST-1 para os grupos testados
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Legenda: O asterisco (*) indica o controle positivo (somente células vivas, pogo vazio.
Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 26 — Imagens do teste LIVE&DEAD dos grupos testados
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Legenda: O teste de citocompatibilidade LIVE&DEAD com PDLSC cultivadas por 24 h nas superficies
dos grupos mostrou apenas células vivas em todos os grupos.
Fonte: Elaborada pela autora.
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6 DISCUSSAO

Tratamentos de superficie, como o glazeamento ou a aplicagdo de
revestimentos, sdo meios promissores de aumentar as propriedades mecanicas da
zircbnia, promovendo a redugdo do biofiime em sua superficie (Moreira Bastos
Campos et al., 2021; Schiinemann et al., 2019). Este estudo teve como objetivo avaliar
o potencial antimicrobiano e o comportamento mecanico de revestimentos
experimentais em zircbnia translucida. A hipotese deste estudo foi parcialmente
aceita, visto que AgCoat apresentou resultados relativamente semelhantes aos
grupos Controle e Glaze, enquanto BCoat melhorou com sucesso a resisténcia a
flexdo do espécime enquanto impedia o crescimento bacteriano sem induzir
citotoxicidade.

Em relagdo ao comportamento mecanico dos materiais ceramicos, uma
preocupagao primordial & sua sensibilidade a defeitos devido a fragilidade inerente do
material (Zhang,Lawn, 2019). Rotineiramente, o revestimento de vidro de silicato pode
ser aplicado a superficie da ceramica para selar defeitos superficiais e melhorar suas
propriedades mecéanicas (Campos et al., 2016; Zhang,Ma, 2009). Neste estudo, o
glaze comercial ndo rendeu um aumento significativo na resisténcia a fratura da
zirconia translucida 5Y-PSZ. No entanto, o grupo BCoat produziu a melhora mais
significativa na resisténcia a flexdo caracteristica e média em comparagado com os
outros grupos.

A adigdo de boro aos vidros de silicato melhora a resisténcia a fratura,
diminuindo a porosidade da matriz vitrea (Zhu et al., 2009). Além disso, o boro reduz
o coeficiente de expanséo térmica (CTE) de vidros de silicato (Shofri et al., 2020), que,
quando aplicado sobre um material com maior CTE (zircénia: ~10,10-6°C-1), pode
induzir tensdes residuais de tragdo no nucleo de as tensées compressivas do material
ou da superficie que impedem ou retardam a propagagéao da trinca (Rosa et al., 2009).

Notavelmente, BCoat também apresentou o maior modulo de Weibull,
indicando maior confiabilidade. A interagao entre a 5Y-PSZ e os vidros de silicato
contendo boro ainda nao foi completamente esclarecida na literatura (Joo et al., 2011).
A aplicagdo de um revestimento vitreo pode causar uma transigdo da fase tetragonal

para a fase monoclinica (Wertz et al., 2021), pela expansdo e mudanga de forma
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dentro das particulas individuais (Ban, 2020; Han et al., 2021). Portanto, o BCoat pode
fortalecer a zircbnia preenchendo os poros e vazios na superficie do material durante
o processo de sinterizagdo (Alves et al., 2022) e aumentando sua densificagdo de
ligacbes cruzadas, aumentando assim a estabilidade e rigidez da rede de vidro (Al-
Nidawi et al., 2023).

Os espécimes revestidos com os vidros experimentais apresentaram
resultados semelhantes e inferiores ao Controle, com relacao a dureza do material, o
que pode ser uma desvantagem no desgaste da superficie antagonista. Ja os valores
de rugosidade média foram significativamente menores para os grupos AgCoat e
BCoat, o que pode representar uma vantagem clinica com relagao a lisura superficial,
impactando também na aderéncia antimicrobiana. No entanto, mais pesquisas sao
necessarias para confirmar se estes fatos podem se traduzir como tal.

A colonizagao de superficies ceramicas por S. mutans e C. albicans é uma
preocupacgao clinica porque pode afetar a integridade marginal da restauracéo,
levando ao descolamento ou carie secundaria (Ellepola et al., 2017; Klein et al., 2015).
Neste estudo, BCoat conferiu forte potencial antibiofiime a ceramica, conforme
demonstrado pela redugao da contagem total de UFC dos biofilmes de espécie unica
de S. mutans e de C. albicans, além da reducao da atividade metabdlica bacteriana e
do biovolume do biofilme de S. mutans. Notavelmente, os biofiimes em BCoat
apresentaram um EPS significativamente menor do que outros grupos. Isso é
importante, pois o EPS do Streptococcus mutans desempenha um papel critico na
integridade fisica e na estabilidade do biofilme (Koo et al.,, 2010), regulando a
formacao inicial, aderéncia e organizagao estrutural das microcolénias (Hao et al.,
2018) e modulando a viruléncia do biofilme (Matsumoto-Nakano, 2018).

A menor formacao de biofilme e produgcdo de EPS podem contribuir para o
desenvolvimento de biofilmes fragmentados, com biovolume reduzido observado no
BCoat. As origens desse potencial antibiofilme podem estar relacionadas ao potencial
bacteriostatico que o hidroxido de boro exibe contra varias cepas bacterianas (Jung
et al., 2019). Também pode estar relacionado a liberagao de ions hidroxila no meio
(Kang et al., 2023), o que pode aumentar o pH do ambiente e levar a degradagao do
EPS e a ruptura da estrutura do biofilme (Khoury et al., 2020). Isso pode ser vantajoso,
pois a estrutura de biofilme enfraquecida no BCoat pode ser menos virulenta e mais

facil de remover, traduzindo-se em um menor risco de desenvolver carie secundaria
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nas margens da restauragao de ceramica (Cannillo et al., 2022), embora isso exija
confirmagdo experimental. Finalmente, este estudo indicou que o BCoat é tédo
citocompativel quanto todos os outros grupos testados e ndo promove a proliferagao
ou morte de células tronco do ligamento periodontal.

Apesar dos resultados encorajadores, este trabalho tem algumas limitagdes.
Os dados sugerem um potencial antibiofilme robusto do BCoat contra biofiimes de
espécie unica. Portanto, mais testes sdo necessarios para determinar os efeitos do
BCoat nas comunidades polimicrobianas ou de biofilmes mistos. Além disso, as
propriedades mecanicas foram avaliadas em condi¢cdes estaticas. Avaliagdes
posteriores devem estudar o desempenho mecanico da zircénia translucida revestida
com BCoat sob fadiga dindmica e ciclica. No entanto, considerando que as
restauracdes de zirconia rotineiramente recebem uma aplicagao vitrea, a possibilidade
de usar um material estético e biocompativel que proporcione fortalecimento e efeitos
antimicrobianos é uma vantagem notavel. Portanto, o BCoat surge como uma
alternativa promissora para o revestimento de restauracbes de 5Y-PSZ, e estudos
futuros sobre essa propriedade com configuragdes mais complexas se fazem

necessarios.
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7 CONCLUSAO

A zircbnia translucida recoberta pelo vidro experimental contendo boro
apresenta maior resisténcia e confiabilidade. Além disso, é citocompativel e fornece
um potencial antibiofilme promissor, prevenindo a formacao de biofilmes robustos em
sua superficie. Portanto, 5Y-PSZ revestida por vidro experimental contendo boro
surge como uma estratégia potencial para melhorar as propriedades mecénicas e

antimicrobianas do material.
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