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Contreras LPC. Ceramicas feldspaticas estratificadas e em blocos para sistema
CAD/CAM: avaliacdo da topografia superficial, formacdo de biofilme e
viabilidade celular [dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade
Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a topografia e a formacdo de biofilme na
superficie de ceramicas feldspaticas obtidas através de duas técnicas de
confecgéo e dois tratamentos de superficie, assim como avaliar a viabilidade do
crescimento de fibroblastos gengivais humanos (FMM-1) sobre estes materiais.
Foram confeccionados 52 blocos de cada tipo de cerdmica feldspatica: VM9
obtida atraves da técnica da estratificacdo e ceramica Vita Blocs Mark 11 (VMII)
para o sistema CAD/CAM (ambas, Vita Zahnfabrik). As superficies dos blocos
foram padronizadas em politriz nas dimensdes de 4,5 x 4,5 x 1,5 mm e os blocos
foram divididos em dois tratamentos de finalizacdo de superficie: polimento com
borrachas Ceramisté + pasta de polimento e aplicacdo de glaze spray +
sinterizacdo. Os parametros de rugosidade Ra e Rsm foram mensurados através
de um rugosimetro de contato. As amostras foram esterilizadas e, em seguida
contaminadas (n=10) para formacdo de biofilme heterotipico inicial de S. mutans,
S. sanguinis e C. albicans, cuja aderéncia foi quantificada por contagem de
unidades formadoras de colbénias (UFC/mL). O teste MTT foi empregado para
avaliacdo da viabilidade celular dos materiais ao crescimento de fibroblastos
gengivais humanos (FMM-1) em 24 h e 7 dias (n=12). Foram realizadas anélises
qualitativas da superficie dos espécimes através de microscopia eletronica de
varredura (MEV) e perfilometria dptica 3D. A energia livre de superficie (ELS)
foi calculada a partir de analises de goniémetria com liquidos polar e apolar em
10 amostras de 15 x 1 5 x 1,5 mm. Os resultados de Ra, RSm e ELS foram
submetidos a anélise de variancia ANOVA 2 fatores (material x tratamento de
superficie) seguido por teste de Tukey (ambos, 0=95%), ¢ os dados de UFC
fatores (material x tratamento x micro-organismos) e MTT (material x tratamento
x tempo) foram avaliados por ANOVA 3 fatores e teste Tukey (0=95%). As
imagens de MEV e perfilometria foram descritas. As ceramicas polidas
apresentaram menor rugosidade (Ra p=0,015; RSm p=0,049) e maior ELS
(p=0,00), sendo que a mais alta Ra foi verificada para VM9 glazeada. A aderéncia
bacteriana foi influenciada pela interacdo de todos os fatores (p=0,018). Os
Streptococcus formaram em maior nimero em todos 0s materiais, mas sobre
VMII polida ndo houve aderéncia de C. albicans. Inicialmente, os materiais
apresentaram auséncia de citotoxicidade, mas a viabilidade celular de todos os
grupos foi reduzida apo6s 7 dias (p=0,00). As micrografias mostram que a



aderéncia de micro-organismos ocorreu independente de irregularidades na
topografia dos materiais, e as imagens de perfilometria ressaltaram o padrao de
ranhuras das amostras polidas e o acimulo de glaze em “ilhas” nas amostras
glazeadas. Foi possivel concluir que ambas técnicas de obtencdo resultam em
ceramicas feldspaticas biocompativeis e que a finalizacdo da superficie por
polimento resultou em menor rugosidade média, maior ELS e menor aderéncia
de C. albicans.

Palavras-chave: Propriedades de Superficie. Técnicas de Cultura de Células.
Porcelana Dental. Streptococcus mutans. Candida albicans.



Contreras LPC. Ceramic feldspathic for stratification technique and blocks for
system CAD /CAM: evaluation of surface topography, biofilm formation and cell
viability [dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University
(Unesp), Institute of Science and Technology; 2017.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the topography and surface biofilm
formation of feldspathic ceramics obtained through two techniques of preparation
and two surface treatments, as well as to evaluate the viability of human gingival
fibroblasts (FMM-1) growth on these materials. A total of 52 blocks of each type
of feldspathic ceramic were made: VM9 obtained by the stratification technique
and Vita Blocs Mark 1l (VMII) for the CAD/CAM system (both, Vita Zahnfabrik).
The blocks’ surfaces were standardized in a polishing machine to the dimensions
of 45 x 45 x 1.5 mm and blocks were divided into two surface finishing
treatments: polishing with Ceramisté rubbers + polishing with paste; and glaze
application + sintering. The Ra and RSm roughness parameters were measured
through a contact rugosimeter. Samples were sterilized and then contaminated
(n = 10) for initial heterotypic biofilm formation of S. mutans, S. sanguinis and
C. albicans, whose adherence was quantified by counting colony forming units
(CFU/mL). The MTT test was used to evaluate the cellular viability of the
materials to the growth of human gingival fibroblasts (FMM-1) in 24 h and 7 days
(n=12). Qualitative analyzes of the specimens’ surface were performed using a
scanning electron microscopy (SEM) and 3D optical profilometry. Surface free
energy (SFE) was calculated from goniometry analyzes of polar and apolar
liquids in 10 samples of 15 x 15 x 1.5 mm. The results of Ra, RSm and ELS were
subjected to 2-way ANOVA (Material x surface treatment) followed by Tukey’s
test (both, a=95%), and UFC (material x surface treatment x microorganisms)
and MTT (material x surfacetreatment x time) data were evaluated by 3-way
ANOVA and Tukey’s test (a=95%). SEM and profilometry images were
described. The polished ceramics presented lower roughness (Ra p=0.015; RSm
p=0.049) and higher SFE (p=0.00), with the highest Ra being verified for glazed
VM9. Bacterial adherence was influenced by the interaction of all factors
(p=0.018). Streptococcus formed in greater number in all materials, but on
polished VMII there was no adherence of C. albicans. Initially, the materials
showed no cytotoxicity, but the cell viability of all groups was reduced after 7
days (p=0.00). Micrographs showed that microorganisms adherence occurred
regardless of irregularities in the topography of the materials, and the
profilometry images emphasized the grooved pattern of the polished samples and
the glaze accumulation in "islands" in glazed samples. The surface treatments had



greater influence than the technique of making the feldsphapatic ceramics. It
could be concluded that both obtaining techniques resulted in biocompatible
feldsphatic ceramics and that the surface finishing by polishing resulted in lower
mean roughness, higher SFE and lower C. albicans adhesion.

Keywords: Surface Properties. Cell Culture Techniques. Dental Porcelain.
Streptococcus mutans. Candida albicans .
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1 INTRODUCAO

A partir de avangos tecnologicos foi introduzida na odontologia uma
ampla variedade de materiais que possuem capacidade de mimetizar os tecidos
dentarios. A melhoria nas propriedades mecanicas destes materiais possibilitou o
uso de restauracgoes livres de metal, que sdo cada vez mais preferidas pelos
profissionais e pacientes.

A ceramica feldspatica é definida como um vidro composto por feldspato
de potéssio (K,0.Al;,03.6Si0,) e pequenas adi¢des de quartzo (SiO,), sendo que
em altas temperaturas, o feldspato decompde-se numa fase vitrea com estrutura
amorfa e numa fase cristalina constituida de leucita (KAISiOs ou
K,0.Al,03.4Si0,) (Sakaguchi, Powers, 2012).

Esta ceramica pode ser utilizada para confeccdo de restauracdes parciais
ou totais, e para o recobrimento de estruturas metalicas ou outras ceramicas. As
ceramicas feldspaticas podem ser confeccionadas por diversas técnicas. Sendo a
técnica da estratificagdo convencional, a mais comum. Esta técnica permite a
caracterizacdo artesanal e, consiste na mistura de p6 e liquido da ceramica
feldspéatica, que sera aplicada em camadas e sinterizada (Valandro, Bottino,
2009).

Outra técnica de confeccdo € a fresagem que utiliza tecnologia CAD/CAM
(Computer Aided Design/Computer Aided Manufacturing) na qual as restauracoes
séo obtidas a partir da fresagem dos blocos ceramicos (Valandro, Bottino, 2009).
Apesar destas diferentes técnicas de confeccdo da ceramica feldspatica utilizar
materiais de composic¢ao similar, o produto final pode apresentar propriedades
diferentes, como a porosidade que tem influéncia na tenacidade e resisténcia
(Nakamura et al., 2007).

As ceramicas de cobertura estdo em contato intimo com o tecido
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periodontal, tanto nos preparos intra-sulculares, como nas proteses sobre
implantes. Para o sucesso em longo prazo do tratamento reabilitador € essencial
conhecer o0 comportamento dos materiais restauradores com relacdo a
microbiologia do meio bucal, além dos fatores especificos de cada paciente, como
as caracteristicas da saliva, higiene bucal e doencas sistémicas. O acumulo de
biofilme favorece o desenvolvimento de doencas periodontais, como a
periodontite e a peri-implantite (Rashid, 2014).

Estudos sobre as propriedades fisicas e quimicas dos materiais
restauradores, demostraram que a rugosidade da superficie também tem influéncia
na quantidade de micro-organismos que compdem o biofilme dental (Teughels et
al., 2006; Burgers et al., 2010; Anami et al., 2012).

A rugosidade e a energia livre de superficie possuem papéis importantes
na aderéncia bacteriana (Bollen et al., 1997; Quirynen et al., 2002; Kantorski et
al., 2008; Anami et al., 2012) e na consequente formacéo precoce do biofilme
(Hannig, Hannig, 2009; Subramani et al, 2009).

A comunidade bacteriana no meio bucal € bastante ampla. Streptococcus
mutans sdo muito comuns, considerados o principal agente etioldgico da carie de
superficie lisa (Shen et al., 2004). Outras espécies, como S. sanguinis, S. mitis, S.
oralis e S. gordonil aderem-se ao substrato e tambem sdo capazes de produzir
polissacarideos (Wessel et al., 2014).

Estudos in vitro revelaram a interacédo de S. mutans e Candida albicans na
presenca da sacarose, demonstrando uma relacdo de mutualismo. Esta relacdo
favorece a formacéao do biofilme heterotipico (Pereira et al., 2011).

A biocompatibilidade das ceramicas ndo € questionada pelos dentistas
Vvisto que estes materiais se encontram a longo tempo no mercado. Porém, cabe
ressaltar que as instituicdes responsaveis por supervisionar os padrbes de
qualidade (American National Standard Institute - ANSI, American Dental

Association - ADA, e International Standards Organization - 1SO) néo realizam
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todos os testes biologicos e o fabricante é responsavel pela apresentacdo de um
caso convincente para a aprovacao (Elshahawy et al., 2009). Logo, faz-se
importante a realizacdo de testes de citotoxicidade nos materiais dentarios
existentes.

Os testes de citotoxicidade in vitro utilizam diversas modelos celulares
(como células ndo humanas imortalizadas) para materiais dentarios. Porém, os
mecanismos de sobrevivéncia estdo alterados geneticamente neste tipo de células,
podendo mascarar os resultados de citotoxicidade (Freshney, 2011).

Na literatura atual existe pouca informagdo sobre como as tecnicas de
confeccdo de ceramicas podem influenciar na rugosidade superficial das
ceramicas e sobre como estas técnicas sdo capazes de atuar na aderéncia
bacteriana e na viabilidade celular. Este estudo visa avaliar a formacgdo do
biofilme e a viabilidade de células fibroblasticas gengivais humanas (FMM-1)
sobre a superficie das ceramicas feldspéaticas confeccionadas por duas técnicas

diferentes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Para facilitar o entendimento dos estudos relatados a seguir, a revisdo da
literatura foi dividida em quatro partes: ceramicas e técnicas de confeccéo,

caracterizacdo da superficie, formacdo de biofilme e viabilidade celular.

2.1 Ceramicas feldspaticas e técnicas de confeccao

2.1.1 Técnica de estratificacéo

As ceramicas feldspéticas possuem composicédo bastante similar, porém,
pequenas modifica¢Oes sdo realizadas de acordo com a indicacdo da ceramica.
A incorporacdo de leucita, por exemplo, aumenta o coeficiente de expansao
térmica nas ceramicas utilizadas para recobrimento de metais (Tsetsekou et al.,
2002; Cesar et al., 2005). Ja nas ceramicas de ultra baixa e baixa fusdo podem
ser encontradas fracOes reduzidas de Al,O; e maiores concentracdes de CaO,
K20, Li,0O e Na;O (Anusavice, 2013).

A ceramica Vita VM9 (Vita, 2014a) é uma ceramica feldspatica de
granulacdo ultra fina (4 um), desenvolvida para o recobrimento de estruturas de
dioxido de zirconio (ZrO,) e individualizacdes de ceramicas como a Vita Block
Mark Il ou sobre a propria VM9 (Vita, 2014a). Esta ceramica € composta por
4% de K;0; 0,4% de MgO; 73% de SiO,; 8% de Al,0Os3; 1,5% de CaO; 5,5 % de
Nay; 7,5 % de B,O; (Sinthuprasirt et al., 2015).

No caso do recobrimento de infra-estrutura a base de zirconia, as

ceramicas feldspaticas melhoram a qualidade estética da protese, oferecendo
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propriedades como a translucidez e resisténcia a corrosao (Barizon et al., 2014).
Também apresentam aceitavel durabilidade e resisténcia, porém podem produzir
falhas como lascamento e fraturas prematuras em casos de pacientes com para
funcdes, como o bruxismo (Rueda et al., 2015).

A técnica de estratificacdo é a técnica mais utilizada nos laboratorios para
aplicacdo de ceramicas de cobertura. O p6 da ceramica € a mistura dos
componentes ceramicos que foram fusionados em altas temperaturas, seguido de
um rapido resfriamento. As tensdes produzidas pelo resfriamento facilitam a
moagem da massa para produzir particulas bastante reduzidas, de 2 a 75 pum
(Lean, 1983). As particulas do p6 tém distribuicdo e tamanho especifico para
produzir uma porcelana com maior densidade possivel (Anusavice, 2013).

O po6 da ceramica deve ser mesclado com o liquido modelador
cuidadosamente, evitando-se o excesso de liquido (Sinmazisik, Ovecoglu,
2006). Existem varios métodos para atingir a compactacao das particulas, como
as técnicas do pincel, espatula ou vibracdo que faz com que o excesso de dgua
atinja a superficie para ser removida. A compactacdo produz uma massa de
particulas densas com objetivo de que ocorra menor contracdo durante a queima
e reduzida formacao de porosidades (Anusavice, 2013).

A massa de cerdmica condensada pode ser aplicada sobre matriz
refrataria antes da sinterizacdo O pré-aguecimento dessa massa evita a rapida
formacdo de vapor de &gua e consequente formacdo de porosidades nas
ceramicas. Na sinterizacdo ocorrem reacdes termoquimicas entre 0S
componentes do p6 da ceramica (Anusavice, 2013).

A sinterizacdo em fornos a vacuo permite a reducdo da porosidade das
ceramicas, melhorando suas caracteristicas estéeticas e resultando em superficies
mais lisas (Della Bona, 1996). Para obtencdo da anatomia e cor planejadas séo
aplicadas varias camadas de ceramica e respectivos ciclos de sinterizagdo. Por

este motivo esta técnica é considerada a mais sensivel a inclusdo de defeitos, como
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poros (Choi et al., 2012; Quinn et al., 2012).

2.1.2 Técnica de confeccdo por desenho assistido por computador (CAD) e
fabricacéo assistida por computador (CAM)

Outra técnica para a confeccdo das ceramicas que esta sendo cada vez
mais utilizada por odontologos e técnicos é a utilizacdo de tecnologia
CAD/CAM. A técnica consiste na usinagem de blocos ceramicos auxiliados por
um software. Esta técnica utiliza trés passos: digitalizacdo do preparo dentario,
desenho da restauracéo e sua usinagem (Conceicéo, 2007).

A Ceramica Vita™ Mark 11 é uma ceramica feldspatica composta por 6-
8 % de K;0, 56-64 % de SiO,, 20-23 % de Al,O3, 6-9 % de Na,0, 0,3-0,6% de
Ca0, 0-0,1% de TiO, (Vita, 2014b). Esta ceramica monolitica é fabricada
através do processo conhecido como extrusion moulding, no qual a mistura de
ceramica numa fase plastica € injetada nos moldes e seca por varios dias antes
de ser sintetizada (Della Bona, 2009). Apesar de se tratarem de blocos ceramicos
ja compactados e sinterizados, estes também apresentam poros que podem
originar fraturas (Donnelly, Burke, 2011).

Os blocos de cerdmica Vita Mark Il podem ser utilizados na forma
monolitica. Assim, eles ndo sdo sujeitos a ciclos de queimas unidos a outros
materiais de diferentes coeficientes de expansdo térmica, reduzindo, em teoria,

0 risco do surgimento de falhas como o lascamento (Schmitter et al., 2012).
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2.2 Caracterizacao da superficie

A rugosidade de uma superficie pode ser mensurada por diversas
técnicas, como a, perfilometria de contato ou O&ptica, interferometria e
microscopias, como a microscopia de forca atbmica (AFM). Cada equipamento
possui suas limitagOes e indicacOes, e apresenta diferentes graus de preciséo.
Além disso, diferentes parametros (mais de 150) podem ser utilizados durante a
analise (Wennerberg, Albrektsson, 2000; Tholt et al., 2006; Rashid, 2014).

Considerando-se o parametro Ra, comumente utilizado na literatura
cientifica, observa-se que diferentes perfis podem resultar em uma mesma
medida de amplitude média de perfil, ou seja, em um mesmo valor de Ra (Figura
1). Este parametro (ou qualquer parametro de amplitude) isolado ndo caracteriza
fielmente uma superficie, e por isso é necessaria a relacdo com outros parametros
(Agra, Vieira, 2002).

Figura 1- Perfis resultantes de um mesmo valor de Ra

Fonte: Wennerberg, Albrektsson, 2000.

Para uma melhor caracterizacdo da rugosidade superficial, outros

parametros, além da amplitude, como de espacamento e hibridos podem ser
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utilizados. Entre os parametros de espacamento, que caracterizam a distancia
entre os elementos de um perfil, existe 0 RSm que descreve a largura media dos
elementos do perfil. J& os pardmetros hibridos sdo aqueles que combinam
pardmetros de amplitude e espagcamento, como: PAq, RAq e WAq. Um exemplo
€ 0 parametro RAqQ que corresponde a inclinacdo media quadratica do perfil e
indica a superficie apropriada para reflexdo da luz (Machado, 2009).

Os parametros sdo influenciados pela forma e a ondulacGes na da
superficie. Para evitar estas interferéncias da ondulacdo e da forma na medicéo
e importante a utilizacdo de filtros (cut-off) que sdo usados para separar ou 0S
comprimentos de onda de um componente de filtragem. O cut-off deve ser
determinado pela natureza da superficie e ndo pelo seu comprimento. O valor de
cut-off deve ser pelo menos 2,5 vezes o0 espagamento de pico a pico
(Wennerberg, Albrektsson, 2000).

Apesar disto, diversos estudos utilizaram somente um parametro de
rugosidade. (Sarikaya, Guler, 2010) compararam técnicas de polimento sobre
trés ceramicas feldspaticas estratificadas (Vita VMK95, Ceramco Ill e
Matchmaker 1) e uma ceramica monolitica (Vita Mark Il) através da
perfilometria com cut-off de 0,25 mm. Os autores concluiram que a ceramica
monolitica apresentou 0s menores valores de rugosidade (Ra)
independentemente da técnica de polimento utilizada.

Ja Flury et al. (2012) compararam dureza Vickers, médulo elastico e
resisténcia a flexdo de duas ceramicas monoliticas (IPS Empress CAD e Vita
Mark 1) polidas em sequéncia de lixas de carbeto de silicio até granulagdo 1000.
A rugosidade foi medida com pardmetros de amplitude (Ra e Rz) em
perfildometro de contato com cut-off de 0,8 mm e velocidade de leitura de
0,5 mm/seg. Os autores observaram valores de rugosidade muito similares entre
ambos parametros para as ceramicas e concluiram que a rugosidade da superficie

diminuia conforme as propriedades mecanicas das ceramicas melhoravam.
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No estudo de Vieira et al. (2013) foram avaliadas as rugosidades das
ceramicas VM7, VM9 e VM13 (Vita Zahnfabrik) confeccionadas com a técnica
de estratificacdo e submetidas a trés diferentes técnicas de polimento. A
rugosidade foi analisada por rugosimetro utilizando-se o parametro Ra com cut-
off de 0,25 mm. Os valores iniciais de rugosidade entre as ceramicas foram
significativamente diferentes, sendo que a ceramica VM9 apresentou o maior
valor de rugosidade. Nenhuma técnica de polimento foi superior ao grupo
controle (espécimes glazeados). De acordo com 0s autores ndo existe um
consenso sobre qual é a melhor técnica de polimento.

Lebon et al. (2015) testaram o desgaste de trés brocas (Lyra conical @
1 mm, GACD SASU; Lyra. Conical 1,05 mm, GACD SASU; e ponta cilindrica
12S, Sirona Dental) apos a usinagem das ceramicas monoliticas Lava Ultimate
(3M ESPE), Vita Mark Il (Vita Zahnfabrik); e Enamic (Vita Zahnfabrik). Foi
realizada analise da rugosidade superficial por perfilometria de contato
utilizando os parametros Ra, Rt (Rugosidade maxima) e Rz, além dos parametros
3D: As (baseado na média do desvio padrao dos picos e vales), Sq (desvio das
alturas dos picos em ralacdo ao plano médio) e Sz (altura de 10 pontos no plano).
Foi realizada analise qualitativa por MEV. A dureza do material influenciou a
rugosidade da superficie apés a usinagem. De acordo com os autores, pode ser
estabelecida uma relacdo quase linear entre a medida de rugosidade e a dimensao
do gréo de diamante das brocas. A rugosidade superficial de Lava Ultimate foi
maior do que Enamic e Vita Mark 11, mas a rugosidade de Enamic e Vita Mark
Il variou de acordo com os critérios de rugosidade escolhidos - os valores de Ra

foram semelhantes, mas o valor de Sz da Vita Mark Il foi maior.
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2.3 Formacéo de biofilme nas ceramicas

A rugosidade do substrato ajuda na formacdo de biofilme devido ao
aumento da area de contato, aumentando a retencdo de alimentos e a protecdo
fisica as bactérias (Teughels et al., 2006; Hahnel et al., 2009). De acordo com
Bollen et al. (1997), valores de rugosidade media (Ra) inferiores ou iguais a 0,2
KM possuem menor capacidade de aderéncia bacteriana.

O biofilme formado sobre as ceramicas & pouco espesso, porém
altamente viavel quando comparado a outros materiais restauradores, uma vez
que biofilmes de maior espessura podem dificultar a obtencdo de nutrientes
(Busscher et al., 2010).

A formagéo do biofilme se divide em trés fases: aderéncia, crescimento
rapido e remodelacédo. A fase de acoplamento compreende um periodo de até 8
horas, que se caracteriza pela aderéncia dos microrganismos pioneiros a pelicula
aderida sobre o substrato. Na fase de crescimento rapido (de 4 a 48 horas) ocorre
uma maior aderéncia inter-bacteriana, divisdo e multiplicacédo celular. A fase de
remodelacdo ocorre a partir de 48 horas e é onde o biofilme se torna mais
complexo em termos de composicao bacteriana (De Lorenzo, 2004).

De acordo com Wessel et al. (2014), as bactérias estdo distribuidas de
forma ndo uniforme. Os autores analisaram os microbiomas da saliva e do
biofilme de voluntarios saudaveis e ndo saudaveis e encontrou predominancia de
Streptococcus no meio plancténico (saliva), dos quais 50% foram encontrados na
forma de biofilme. S. sanguinis foi encontrado em 30% na saliva e 85% nos
biofilmes, enquanto S. mitis e S. oralis foram encontrados na mesma porcentagem
na saliva e no biofilme.

S. sanguinis e S. mutans sdo antagonistas da formacdo da cérie, isto

significa que sé&o competitivas na colonizacé@o do biofilme cariogénico (Becker
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et al., 2002). S. Sanguinis também esta relacionada com a etiologia da doenca
periodontal (Caufield et al., 2000; Jarvensivu et al., 2004). Assim também foi
relacionada com a endocardite bacteriana (Stinson et al., 2003).

Estas bactérias estdo presentes na fase inicial de colonizagéo bacteriana
e sdo as primeiras bactérias a aderir a superficie do esmalte e materiais
restauradores logo apos a higiene oral (Hauser-Gerspach et al., 2007).

A interacdo da C. albicans com o biofilme bacteriano incrementa a
homeostase e o potencial de infeccdo (Xu et al., 2014). Os Streptococcus
produzem &cido lactico, que leva a queda do pH e modula o crescimento da C.
albicans (Vylkova et al., 2011). Por outro lado, C. albicans pode modular o pH
excretando amoénia tornando o biofilme mais resistente (Calderone, 2004).

A aderéncia bacteriana é o primeiro passo para a formacéo de biofilme.
Estainteracéo ¢ inicialmente medida pela acdo e combinacéo de diferentes forcas
de adesdo entre as células e o substrato. A rugosidade e a energia livre de
superficie foram identificadas como os fatores mais importantes que influenciam
a formacédo de biofilmes (Teughels et al., 2006).

As superficies hidrofilicas (com valores altos de energia de superficie)
apresentam menor aderéncia bacteriana quando comparadas as superficies
hidrofébicas (com valores baixos de energia de superficie) (Teughels et al.,
2006; Nobbs et al., 2009; Busscher et al., 2010).

Takatsuka et al. (2000) investigaram a aderéncia in vitro de cepas padrao
de Streptococcus mitis, S. oralis, S. sanguinis e S. sobrinus a ceramica (Vitablocs
Mark [1), ao cimento resinoso e ao esmalte dentario humano. Amostras
padronizadas dos materiais foram confeccionadas e receberam 0s mesmos
procedimentos de acabamento e polimento. Para a realizacdo do teste de
aderéncia na presenca de saliva, as amostras foram imersas em saliva filtrada por
1 ha37°C, e lavadas, a seguir, em agua destilada. Foram medidos os angulos

de contato dos microrganismos e dos materiais como indice de hidrofobicidade.
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Na auséncia da saliva, o cimento resinoso foi o material mais hidrofobico. O
esmalte apresentou maior valor de energia livre de superficie (ELS) sendo mais
hidrofilico, e a ceramica apresentou valor intermediario. Com a cobertura da
pelicula salivar, a ELS dos trés materiais foi similar. S. sobrinus apresentou
maior ELS, ndo ocorrendo diferencas entre os demais micro-organismos. Nas
amostras avaliadas sem presenca de saliva, observou-se maior aderéncia de S.
mitis, S. oralis e S. sobrinus no esmalte seguido pela ceramica e cimento
resinoso. Ja para o S. sanguinis, menor aderéncia ocorreu no cimento resinoso
seguido pelo esmalte e ceramica. A aderéncia dos micro-organismos testados
diminuiu na presenga de saliva, exceto a aderéncia de S. sanguinis ao esmalte
que néo foi alterada.

Outro estudo semelhante por realizado por (Hahnel et al., 2009) que
compararam a rugosidade de resina composta laboratorial (SR Adoro, Estenia),
compasito universal (Tetric Evo Ceram) e ceramica feldspatica em bloco (Vita
Mark Il) por meio de perfilometro de contato e a aderéncia bacteriana de
Streptococcus mutans nos especimes cultivados em saliva artificial apos 24 h por
microscopia confocal de varredura a laser. A ceramica apresentou a menor
aderéncia bacteriana independentemente da técnica de polimento. A resina
laboratorial apresentou rugosidade superior, mas sua aderéncia bacteriana foi
similar a da ceramica.

Hahnel et al. (2009) avaliaram as propriedades superficiais de 5 materiais:
glaze GC Zirconia (Egrilmez, Palamar, Sipahi, & Yagci), IPS Empress 2 (Ivoclar
Vivadent), In-Ceram Zirconia (Vita, Zahnfabrik), Cercon Base (Degudent),
Dgizon-A HIP (Girrbach) e foram usadas como grupo controle placas vidro
(Marienfeld, G). As ceramicas foram padronizadas e polidas e a rugosidade foi
medida com perfilometria de contato (cut-off de 0,25, parametro Ra). A energia
de superficie (ELS) e aderéncia bacteriana foi mensurada antes e apds de contato

com a saliva artificial. Foi utilizada a técnica da gota séssil, utilizando trés
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liquidos com diferentes graus de hidrofobicidade (diodometano, etilenoglicol e
agua). As bactérias S. sanguinis, S. oralis e S. gorgoni foram incubadas por 2,5
h a 37°C em saliva artificial, e sua aderéncia foi quantificada pelo teste reducéo
de resazurin. Todas as ceramicas apresentaram diferencas significativas de Ra.
Apdbs contato com a saliva artificial, todas as ceramicas diminuiram a ELS,
exceto o grupo controle e In-Ceram Zirconia. Para 0s materiais testados sem
saliva artificial, a aderéncia bacteriana dos Streptococcus foi estatisticamente
diferente em todas as ceramicas antes do contato com a saliva. O glaze GC
Zirconia apresentou o menor valor de aderéncia para S. sanguinis e S. oralis.
Porém demonstrou altos valores para S. gorgoni. Ap0s 0 contato com as
proteinas da saliva, GC zircbnia apresentou valores menores de aderéncia de S.
gorgoni. Os menores valores de aderéncia foram para a GC zirconia. O Digizon-
A HIP e o grupo controle apresentaram valores altos de aderéncia de S.
Sanguinis. Este estudo ndo conseguiu correlacionar a adesao de Streptoccocus

com as propriedades da superficie.

2.4 Viabilidade celular das ceramicas feldspaticas

Williams (2008) redefiniu a biocompatibilidade como a capacidade do
material para desempenhar a funcdo desejada no que diz respeito a uma terapia
médica, sem desencadear qualquer efeito local ou sistémico indesejado no
beneficiario, mas gerar uma resposta celular beneficiaria ao tecido e aperfeicoar
0 desempenho clinico relevante para a terapia.

Assim, a auséncia de citotoxicidade € o principal elemento da
biocompatibilidade. O método mais utilizado para a avaliacdo da citotoxicidade
de materiais dentarios € o método in vitro de cultivo de células por contato direto

ou indireto, onde a viabilidade celular pode ser evidenciada com auxilio de



26

corantes. Porém os resultados deste método dependem dos tipos de células e dos
meios de cultura (Freshney, 2011).

Assim, Bagambisa et al. (1994) avaliaram a reacdo de células
osteoblasticas da linhagem MC3 T3-El em contato direto com hidroxiapatita, -
fosfato tricélcico, bioglass, In-Ceram (Vita, Zahnfabrik) ceramica feldspatica
(Vitadur N dentina; Vita, Zahnfabrik), Glaze (Vitadur N esmalte; Vita,
Zahnfabrik), aco e titanio comercial puro, polido e tratado com plasma e ataque
acido. ReacOes celulares foram observadas em MEV. Todos os materiais
apresentaram aderéncia celular. Porém, no terceiro dia In-Ceram (Vita,
Zahnfabrik) e a ceramica feldspatica com o glaze da mesma marca apresentaram
indicios de danos nos cultivos celulares dos osteoblastos. A degeneracéo foi
tornando-se mais grave até o décimo dia quando foi diagnosticada como necrose
celular. Neste estudo a ceramica feldspatica e o glaze apresentaram-se mais
toxicos que a ceramica In-Ceram. No entanto, os resultados presentes parecem
sugerir que a natureza intrinseca e fisico-quimica da superficie do substrato
exerce influéncia direta sobre a viabilidade das células.

Diversos estudos avaliaram a viabilidade celular das ceramicas
utilizando fibroblastos através de diversas metodologias. Sjogren et al. (2000)
analisaram a viabilidade celular de diferentes materiais dentarios (metais, ligas
metélicas e ceramicas - Vitadur Alpha, Vita VMK 95, Empress dentin,
DuracetinT. TC, Duracetin D.C4) atraves de testes de Millipore filter, agar
overlay e teste MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina). A citotoxidade foi analisada em células fibroblasticas de rato. Os
autores ndo encontraram citotoxicidade das ceradmicas, indicando boa
biocompatibilidade in vitro.

Resultados similares foram encontrados por Uo et al. (2003) que testaram
a citotoxidade das ceramicas Denzir, Empress, Vita VMK 95, Vita VMK 98,
Duceratin T.TC, Duracetin D.C4, Vitadur Alfa e Vitadur N aos fibroblastos
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gengivais humanos. As células foram cultivadas por 24 h e logo foram agregadas
aos materiais para serem cultivadas por 48 h. Foi utilizado o teste de Alamar blue
assay que revela a atividade e reacdes metabolicas das células e o teste de
quantificacdo de DNA foi estimado com fluorometria. Todas as ceramicas
testadas mostraram auséncia de citotoxicidade.

N&o existe uma técnica especifica para determinar a citotoxicidade
celular dos materiais dentarios. Elshahawy et al. (2009) testaram a citotoxicidade
in vitro dos cations liberados durante a simulacdo da corrosédo dos materiais
dentarios (ligas metalicas e ceramica feldspatica monolitica - IPS Empress
CAD). Obteve-se uma solucdo dos céations presentes em cada material
restaurador, a qual foi incubada com as células fibroblasticas de ratos L-929 por
7 dias. As células viaveis foram mesuradas com o teste de azul de trypan. Os
autores observaram citotoxicidade decrescente de Zn?* > Cu* > Ni?* > Be?* >
Agt > Fe** > Cr® > Mo* > Al*® > Pd*2 > K*. A ceramica apresentou os ions
menos toxicos (Al*3e K*).

Kontonasaki et al. (2008) avaliaram a microestrutura e propriedades
fisicas, mecanicas e biologicas de trés ceramicas: duas ceramicas feldspaticas
(uma de baixa e outra de alta fusdo) e uma ceramica a base de fluoropatita de
alta fusdo (GC initial LF Dentine GC Corporation, Japdo; IPS- d- Sign Dentine
Ivoclar, Liechtenstein; IPS Classic Marigin Ivoclar, Liechtenstein). Para o teste
bioldgico foi avaliado a proliferacdo celular de fibroblastos periodontais
humanos nas cerdmicas. As células foram incubadas em contato com as
ceramicas durante 5 dias. O teste de MTT e o MEV foram utilizados para
mesurar a viabilidade celular. Todas as ceramicas apresentaram incremento da
proliferagdo celular a partir do terceiro dia. Ndo foi registrado diferenca
estatistica apos o 7° dia. Também foi observado alinhamento celular nas
ceramicas de baixa fusdo. O comportamento biolégico foi similar nas trés

ceramicas.
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Os testes in vitro ndo resultam em resposta citotdxica similar para todas
as ceramicas classificadas como de excelente biocompatibilidade. (Raffaelli et
al., 2008) avaliaram o crescimento e a viabilidade celular de fibroblastos e a
expressao de fibronectina em ceramicas feldspaticas (IPS Classic Dentin, Ivoclar
Vivadent) e zirconia (Lava System, 3M ESPE). Foram utilizados fibroblastos da
linhagem RAT-1, ensaio MTT e MEV para a anélise da morfologia. A
capacidade de adesdo dos fibroblastos foi avaliada medindo os acidos nucléicos
de celulas aderidas com o ensaio fluorimétrico Cy Quant. Os autores concluiram
que, apesar dos altos niveis de crescimento celular para ambas ceramicas, 0s
fibroblastos cultivados em zirconia apresentaram uma taxa de crescimento mais
elevada do que as células cultivadas na ceramica feldspatica.

Sabaliauskas et al. (2011) testaram a citotoxicidade de diferentes
materiais restauradores, incluindo a ceramica feldspatica Vita VMK 95. Para
isto, utilizaram cultivos de células gengivais humanas em contato direto de
acordo com a ISO 10993-5:1999 e encontraram niveis de citotoxicidade
similares para as ligas de ouro e ceramica feldspatica nas primeiras 48 h., porém
os dados foram ndo significativos em comparacdo ao grupo controle (células
cultivadas no fundo de pogos sem cerédmicas). A citotoxicidade diminuiu
evidentemente ap6s 120 h de cultivo.

(Tete et al., 2014) analisaram a citotoxicidade de diferentes materiais
ceramicos através da viabilidade de fibroblastos gengivais humanos pelo ensaio
de MTT com 72 h de cultura. Os autores observaram que 0 numero de
fibroblastos viaveis em contato com a ceramica feldspética confeccionada com a
técnica de injecdo foi constante e inferior quando comparado a zirconia e ao
dissilicato de litio, confeccionados pelo sistema CAD/CAM e com 0 mesmo
tratamento de superficie.

Assim, os estudos sobre a topografia dos materiais restauradores

observaram relacdo entre rugosidade, aderéncia e proliferacdo de fibroblastos.
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Estas células apresentam maior afinidade para superficies lisas ou sulcadas do
que para superficies finamente rugosas (Chehroudi et al., 1991; Kononen et al.,
1992). Essa afinidade tem influéncia na face inicial de adaptacéo dos fibroblastos
(Tete et al., 2014; Yamano et al., 2011; Zizzari et al., 2013) que é importante no
desenvolvimento da saude do tecido gengival peri-implantar (Zizzari et al.,
2013).
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de duas técnicas de
confeccdo das ceramicas feldspaticas (estratificacdo e sistema CAD/CAM) e o
tratamento da superficie (polimento e aplicacdo de glaze) em termos de
rugosidade de superficie, energia livre de superficie, formacéo de biofilme inicial
e viabilidade celular de fibroblastos gengivais humanos (FMM-1) sobre estes

materiais.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

4.1.1 Unidades experimentais
Foram conefeccionadas 104 amostras de ceramica feldspaticas.

4.1.2 Fatores em estudo:

a) técnica de confecdo da ceramica feldspéatica em dois niveis:

-estratificada,

-sistema CAD/CAM,;

b) sistema de acabamento em dois niveis:

-polimento com borrachas + pasta diamantada,

-glaze spray;

¢) rugosidade superficial avaliacdo em dois niveis

-parametro Ra,

-parametros Rsm;

d) energia livre de superficie

e) microrganismos do biofilme heterotipico em 3 niveis:

- Streptococcus mutans,

31
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-Streptococcus sanguinis,

-Candida albicans;
f) tempo de viabiliade celular em 2 niveis:
-24 horas,

- 7 dias

Figura 2- Organograma ilustrando a divisdo dos grupos experimentais.

Polimento
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Glaze
spray
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Confeccao dos corpos-de-prova
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A partir das ceramicas feldspéticas descritas no Quadro 1 foram obtidos

46 espécimes de cada material, que foram lixados para padronizacdo das

dimensoes finais (4,5 x 4,5 x 1,5 mm) e tiveram todas as superficies polidas em

politriz automatica (EcoMet™/Auto Met™250, Buehler, Illinois, EUA) com lixas

d’4gua de granulacdo decrescente até #1200 (30 s por lixa), sob refrigeragcdo com

agua.

Quadro 1 - Marcas comerciais, fabricantes e indicag0es de uso das ceramicas do

presente estudo

Material Marca Fabricante Indicacao Lote
comercial
Ceramica Vitablocs Inlays, onlays, 34700
feldspatica para | Mark II coroas parciais
CAD/CAM
(VMII)
Ceramica Vita VM9 | Vita Zahnfabrik, | Coberturade Y- | 41810
feldspatica Bad Sackingen, | TZPe
estratificada Alemanha maquiagem de
(VMO9) VMIl e PM9
Liquido Vita VM Liquido de 11040
modelador Modeling modelar para
Liquid porcelanas
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4.2.1 Ceramica para CAD/CAM

Os blocos de Vita Mark Il de medidas 12,1 x 13,9 x 17,6 foram cortados
em blocos menores de 4,5 x 4,5 x 1,5 com disco diamantado em maquina de corte
sob-refrigeracdo constante Em seguida, foi realizada a limpeza em banho ultra-
sbnico com alcool isopropilico com agua destilada por 15 min e 0s espécimes

foram secos a temperatura ambiente.

4.2.2 Ceramica estratificada

O pbé da porcelana VM9 foi misturado com o liquido modelador
recomendado pelo fabricante e aplicado em matriz bipartida de aco inoxidavel
com auxilio de pincel. Foram aplicadas camadas finas e 0 excesso de liquido foi
absorvido por lencos de papel, que também se utilizou para compactar a mistura
da porcelana. O conjunto foi levado ao forno Vacumat 6000 MP (Vita
Zahnfabrik) para a queima tipo “BASE DENTIN wash” (Figura 3).

Figura 3- Confeccéo dos especimes de VM9

Legenda: a) Matriz de inox para aplicagdo da ceramica., b) Amostras sinterizadas.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O Quadro 2 apresenta os materiais utilizados nas etapas 4.1.3 e 4.1.4.

Quadro 2 - Marcas comerciais, fabricantes e indicagdes de uso dos materiais
restauradores que foram utilizados no presente estudo

Material Marca comercial e Indicacao Lote

fabricante
Glaze Plus Glaze LT Glaze de baixo ponto de fuséo | 36300
ceramico Spray, Vita para ceramica com

Zahnfabrik, Bad temperatura de cozimento

Sé&ckingen, menor de 850 °C

Alemanha
Borracha Polidor de Ceramica | Acabamento e polimento de 0511125
para Ceramisté PM, porcelana antes da aplicacdo | 0113203
polimento | Standard, Ultra e de glaze 0113203

Ultra Il, Shofu IN.,

Japéo
Pasta Diamond Excel, Contém diamante 130616
diamantada | FGM, Joinville, SC, | micronizado (2 a 4um),

Brasil indicada para polimento e

brilho final de porcelanas

Disco de Disco de Feltro Utilizados para aplicacéo de 231115
feltro Diamond, FGM, pastas e abrasivos para

Joinville, SC, Brasil | polimento de materiais

restauradores

Foi realizada a limpeza de todos os espécimens em banho ultra-sénico

com alcool isopropilico com agua destilada por 15 min e os espécimes foram

secos a temperatura ambiente.
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4.2.3 Aplicagéo do glaze (subgrupo “g”)

Foi aplicada uma camada de spray Vita AKZENT® Plus — Glaze LT
Spray (VITA Zahnfabrik, Bad Sackingen, Alemanha) a uma distancia
padronizada de 20 cm por 5 s sobre uma das superficies de 4,5 x 4,5 mm de 26
espécimes de cada ceramica. Em seguida as amostras foram levadas ao forno Vita
Vacumant 6000P (Vita Zanhfabrik, Bad Sackingen Germany) para o processo de

queima do glaze (Figura 4).

Figura 4- Aplicacdo de glaze Spray na superficie da ceramica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2.4 Polimento das amostras (subgrupo “p”)

As superficies das demais 26 amostras de cada material foram polidas com

as borrachas diamantadas montadas em peca reta, em trés etapas: Standard para
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acabamento, Ultra para polimento e Ultra Il para superpolimento, utilizando-se
velocidade lenta, por 20 s. Em seguida, realizou-se polimento com pasta
diamantada em disco de feltro em velocidade baixa por 20 s. Todos o0s

precedimentos foram feitos com 0 mesmo operador.

4.3 CaracterizacOes da superficie dos materiais

4.3.1 Analise da rugosidade superficial

Tendo em vista a influéncia da rugosidade superficial no acumulo de
biofilme observado por estudos anteriores (Aykent et al., 2010; Anami et al.,
2012), foi realizada a anélise através dos parametros Ra e RSm (Wennerberg,
Albrektsson, 2000) por um rugosimetro de contato (Surftest SJ 400, Mitutoyo,
Téquio, Japdo). Foram realizadas trés leituras em 20 espécimes que
posteriormente foram utilizados nos demais testes. As leituras foram realizadas
no centro da area de trabalho de 4,5 x 4,5 mm de cada amostra com velocidade de
0,2 mm/s, seguindo a norma ISO 4287-1997, com filtro Gaussian e o valor cut-
off de 0,8 mm. Foram calculados valores médios para cada amostra. No caso do
pardmetro RSm, quando a leitura indicou a mensagem de L-P (nUmero
insuficiente de picos e vales para o calculo de RSm) utilizou-se o maior valor de

rugosidade RSm obtido pela amostra ou pelo grupo (Figura 5).



38

Figura 5- Amostras posicionada sobre placa de vidro para analise pelo
rugosimetro de contato

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.2 Analise da energia livre de superficie (ELS)

Especificamente para esta etapa, devido ao requisito de tamanho deste
teste, foram obtidas 10 amostras de cada um dos materiais nas dimensdes de 15 x
15 x 1,5 mm de forma semelhante descrita anteriormente, sendo que 5 receberam
polimento e 5 receberam aplicacéo de glaze.

O tensibmetro optico TL 1000 — Invoicedfreight, Theta Lite (Attension,
Lichfield, Staffordshire, RU) foi utilizado para a medicao do angulo de contato
em 5 areas distintas por amostra com a técnica de gota séssil com dois liquidos de
diferentes tensdes superficiais: agua destilada deionizada e diiodometano
(Winkler et al., 2014) em temperatura ambiente. Uma seringa graduada (Gastight
Syringes #1001 — 1ml, Hamilton, Reno, Nevada, EUA) com agulha hidrofobica
depositou a gota e, apos o tempo de espera de 5s, 0 angulo de contato médio foi
calculado (One Attension, BiolinScientific, Lichfield, Staffordshire, RU) a partir
de 60 imagens adquiridas por segundo durante 30 s. Para a obtencdo do valor da

energia livre de superficie foram utilizadas as equacGes de Young-Dupré do
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trabalho de adesédo (1) e media harménica da energia de superficie proposta por
Wu (1972), (2). Para resolver as equacGes foram utilizados o cosseno do angulo
de contato interno da gota e os valores dos componentes dispersivos dos liquidos
polar e apolar apresentados no Quadro 3. A energia de superficie total dos solidos

resulta da soma dos fatores de componentes dispersivo (y%q) € polar (y°,) (Grythe,

Hansen, 2006).

Wa=7"V.[cos(0)+1] (1)

Y-V [eos(O)F11= 4y°ay o + 4%yt )

S LV S LV
Yd+Yy-d Yty

Quadro 3 - Componentes dispersivo (y%q) € polar (y) e energia de superficie (y7),
em mN/m, dos liquidos utilizados para a medida do angulo de contato.

Liquido 754 (mN/m) 750 (mN/m) v (mN/m)
Agua deionizada 21,8 51,0 72,8
Diiodometano 50,8 0 50,8

Legenda: mN/m=mj/m? (unidade de energia por area).
Fonte: Gryte, Hansen (2006)

4.4 Formacao de biofilme

4.4.1 Esterilizacdo e contaminacgao dos espécimes

Dez espécimes de 4,5 x 4,5 x 1,5 mm de cada subgrupo receberam uma
camada de esmalte para unhas (Colorama, Sao Paulo, Brasil), exceto em umas das

faces de 4,5 x 4,5 mm, delimitando a area para aderéncia de biofilme. Em seguida,
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0s corpos-de-prova foram esterilizados por exposicdo a radiacdo UV na camara
de fluxo por 30 min, sendo 15 min de cada lado. Este procedimento teve sua
eficicia avaliada durante estudo piloto.

Para avaliacdo da formacéo dos biofilmes sobre a superficie dos materiais
restauradores foi utilizada a metodologia proposta por Pereira et al. (2011), com
modificacdes. Os biofilmes foram compostos por cepas padréo de Streptococcus
mutans (ATCC 35688), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556) e Candida
albicans (ATCC 18804). Preparou-se suspensdes padrdo de cada cepa com
densidade Optica relativa a 108 células/ml. Para isto, os estreptococos semeados
em agar BHI (infuséo de cérebro coracéo) (Difco, Detroit, EUA) C. albicans sera
semeado em &gar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA). C. albicans foram
incubados por 24 h a 37 °C e os Streptococcus s foram incubados em estufa a 37
°C com 5% de CO..

Decorrido o periodo de incubacéo, as colénias de micro-organismos foram
suspensas em solucéo fisioldgica estéril (NaCl a 0,9%) e o numero de células em
suspensdo foram calculadas em espectrofotometro (B582, Micronal, Sdo Paulo,
Brasil). Para isto, foram utilizados os parametros de densidade optica e
comprimento de onda de 0,620 e 398 nm para S. mutans, 0,560 e 398 nm para S.
sanguinis, 0,284 e 530 nm densidade Optica para C. albicans. Estes parametros
foram previamente estabelecidos por meio de uma curva padrdo com as unidades
formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) versus absorbancia.

Os biofilmes foram formados em ambiente asséptico em camara de fluxo
laminar. Foram contaminadas 10 amostras de cada subgrupo com biofilme
heterotipico, cada amostra foi posicionada na primeira cavidade da linha de uma
placa de 96 pocos de cultura (Costar Corning, NY, EUA) com 150 pL de caldo
estéril de BHI suplementado com 1% de sacarose e 16,5 pL de suspensao
padronizada de cada micro-organismo: S. mutans, S. sanguinis e C. albicans A

seguir foi obtido biofilme heterotipico com a associacao de S. mutans, S. sanguinis
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e C. albicans, inoculada na placa 16,5 puL da suspencdo. Visando avaliar a
influéncia da formacéo de biofilme precoce, as placas foram seladas e incubadas
a 37 °C em estufa de CO; durante 16 h.

4.4.2 Contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC)

Com objetivo de remover células bacterianas ndo aderidas, cada espécime
foi lavado substituindo 200 pL do caldo de cada pogo por solucdo fisiologica
estéril e as placas foram agitadas por 5 min (agitador orbital, Solab, Piracicaba).
8 amostras foram individualmente transferidas para tubo falcon com 10 mL de
solucdo salina estéril (NaCl a 0,9%) e sonicadas (Sonoplus HD 2200, 50 W,
Bandelin Eletronic) por 30 s para remoc¢do dos biofilmes da superficie dos
espécimes. Realizou-se uma série de dilui¢des decimais e aliquotas de 0,1 ml das
diluicGes de 10t a 10*. Candida albicans foi semeada na diluicdo de 102 e os
Streptococos a 10, Foram semeadas, em duplicatas, em placas de Petri com
meios seletivos para cada micro-organismo: agar Mitis Salivarius (Difco, Detroit,
EUA) com 0,2 Ul/mL de bacitracina (Unido Quimica, Sdo Paulo) e sacarose
(MSBS) para S. mutans, agar Mitis Salivarius (Difco, Detroit, EUA) para S.
sanguinis agar Sabouraud dextrose com 50 mg/l de coranfenicol (Uni&o Quimica,
Séo Paulo) para C. albicans.

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 48 h e, ent&o, as placas
contendo col6nias foram contadas e o numero de UFC/mL foi determinado para
logo ser transformado em logio. Para anélise dos resultados foram utilizados os
dados isolados da formacao dos biofilmes de cada micro-organismo sobre cada

amostra e também a soma do total de micro-organismos por amostra.
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4.5 Avaliacdo da viabilidade celular (teste MTT)

Para o teste MTT, toda manipulagdo foi realizada em fluxo laminar. O
primeiro passo foi o cultivo das células nas condicbes de 5% de CO, a 37 °C
(Sanya, Eletric Co., Osaka, Japdo). As culturas de fibroblastos gengivais
humanos (FMM-1) foram estabilizadas atravées da técnica da expansao. Para isto,
as células foram descongelas e cultivadas em duas garrafas de cultura de 50 mL
contendo 5 ml de meio de cultura DMEM (DMEM high glucose,
GlutaMAXTMSupplement, pyruvate, Gibco) suplementado com soro fetal
bovino a 10% (SFB, Gibco) e 1% de penicilina estreptomicina (LGC, Cotia, SP).

Para manutencéo da cultura celular, o meio de cultura foi substituido cada
48 horas, e as celulas foram cultivadas durante 7 dias. Para a verificacdo das
celulas viaveis para o teste foi utilizado o teste azul de Trypan (0,4%). As garrafas
foram lavadas com solucdo tampdo fosfato-salino (PBS, Cultilab Ltda,
Campinas, Brasil). Para desprender as células das garrafas, 2 mL de tripsina
0,05% (Gibco) foram adicionados a solucdo e em seguida, as células foram
armazenadas durante 5 min em estufa (5% de CO,, 37 °C). Apos esse periodo foi
neutralizada a acdo da tripsina agregando 4 ml de meio de cultura. O conteudo
das garrafas foi transferido para um tubo falcon de 15 mL. A suspensédo foi
centrifugada (2000 rpm por 5 min a 25 °C) e o sobrenadante foi descartado. O
pellet foi suspendido em 1 mL de meio. A suspensdo de células foi transferida
para um tubo falcon de 30 mL com 29 mL de meio. Foram obtidas 360.000
células, 20.000 células para cada poco da placa de 24 pocos.

Doze amostras de cada material nas dimensoes de 4,5 x 4,5 x 1,5 mm foram
utilizadas para avaliacdo da adesdo de células fibroblasticas. As células FMM-1

foram plagueadas sobre as respectivas amostras, dispostas no interior das placas
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de 24 pocos. Foram colocadas duas amostras por po¢o com 1 mL das suspencdes
contendo 20.000 ceélulas. As placas foram incubadas a temperatura de 37 °C em
atmosfera Umida contendo 5% de CO; por 24 h ou 7 dias. No periodo de 7 dias o
meio foi substituido a cada 48 h. Apos estes periodos, a sobrevivéncia celular foi
determinada pela mensuracdo da atividade da succinil desidrogenase (SDH), que
é indicativa da funcdo mitocondrial, e que é observada pelo ensaio de MTT (3-4,5
dimetiltiazol-2il-2,5-difeniltetrazolio; Sigma, St Louis, EUA). A viabilidade
celular foi quantificada pela dissolu¢cdo do MTT em 0,1 N NaOH (6,25 v/v%) em
DMSO (Dimethyl Sulfoxide).

O grupo controle consistiu em po¢os sem material ceramico. Para isto, apos
concluido o periodo de incubacéo de cada grupo o sobrenadante de cada poco foi
descartado e as ceramicas foram retiradas dos pog¢os. As monocamadas celulares
no fundo dos pogos foram lavadas com 500 uml de PBS. Foi aplicado em cada
poco a solucdo de 500 puml de solucdo de MTT, que foi preparada conforme
recomendacdo do fabricante (0,5 mg/ml de PBS). As placas foram encubadas
durante 1 h a 37 °C em ambiente sem luz.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e os pocos foram lavados com
500 pml de PBS. Foi acrescentado 500 puml de DMSO incluindo nos pocos
controles e as placas foram incubadas por 10 min e agitadas na mesa orbital
durante 10 min. 100 uml do sobrenadante de cada poco foi removido e colocado
em triplicata em uma placa com 96 pocos para posterior leitura da densidade
Optica em espectofotdmetro. A leitura resultante foi mensurada através de um
comprimento de onda de 570 nm (EL808IU, Biotek, Vermont, EUA). A
viabilidade celular foi expressa como porcentagem em relagdo ao grupo controle

(=100%) e classificada de acordo ao Quadro 4.
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Quadro 4 - Classificacdo de citotoxicidade de materiais em relacdo aos niveis de
viabilidade celular em porcentagem

Classificacdo Viabilidade celular (%)
Né&o citotdxico >90
Levemente citotoxico 80 a 89
Moderadamente citotoxico 50a79
Severamente citotoxico <50

Legenda: Porcentagem em relagdo ao controle negativo de citotoxicidade.
Fonte: Internacional Organization for Standardization, 1999

4.6 Analises qualitativas

4.6.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A andlise morfolégica da superficie dos materiais foi realizada em
espécimes antes do processo de esterilizacdo (n=2), contaminados com micro-
organismos (n=2) e com fibroblastos apos cada periodo de avaliacdo (n=2). Os
espécimes contaminados com micro-organismos e com crescimento de
fibroblastos foram fixados utilizando o protocolo de imersdo em solucdo de
glutaraldeido 2,5% por 1 h em temperatura ambiente, e desidratadas
subsequentemente por uma série de passagens em concentracfes crescentes de
alcool etilico (10%, 25%, 50%, 75%, 80% e 90% por 20 min cada e 100% durante
1 hora). As amostras foram fixadas em porta amostras com fita adesiva dupla-face
de carbono (SPI, West Chester, PA, EUA), e foram metalizadas com liga de ouro
(Emitech SC 7620, Sputter Coater, Reino Unido) por 120 s, corrente de 10-
15 mA, vécuo de 130 mTorr, taxa de metalizacdo: 5 nm/min e camada de ouro de

aproximadamente 15 nm. O MEV (Inspect S50, FEI Company, Brno, Republica
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Tcheca) foi operado entre 15 e 30 kV e spot de 5.

4.6.2 Perfilometria Optica

Para andlise qualitativa da topografia e rugosidade, a superficie de duas
amostras de cada subgrupo foi analisada em perfildmetro éptico digital (Wyko,
NT 1100, Veeco, EUA) que é conectado a uma unidade computadorizada
contendo o programa computacional Wyko Vision 32 (Veeco, EUA). As
medicOes dos parametros de rugosidade (media aritmética de todos os picos e
vales encontrados durante a leitura da amostra) foram realizadas com um aumento

de 200 X em uma area representativa da amostra de 301,3 x 229,2 pm.

4.7 Analise dos resultados

Inicialmente os dados de rugosidade (parametros Ra e RSm; em um),
energia livre de superficie (mJ/m?), UFC (UFC/mL) e a viabilidade celular
(porcentagem em relacdo ao grupo controle) foram tabulados para analise
descritiva e, em seguida, foram avaliados quanto aos pressupostos da normalidade
de variancias pelo teste de Kolmogorov-Smirnov ou Shapiro-Wilk (Minitab,
versdo 17.1.0, Champaign, lIllinois, EUA; GraphPad Prism versdo 5.00, San
Diego, California, EUA).

Para os dados de rugosidade e energia livre de superficie, foi utilizado o
teste ANOVA 2 fatores (material x tratamento de superficie) e as diferencas foram

detectadas pelo teste de comparacGes multiplas de Tukey (ambos, a=95%). Os



46

dados de UFC foram analisados pelo teste ANOVA 3 fatores (material X
tratamento x micro-organismos) seguido por teste de Tukey (ambos, 0=95%). Os
dados de viabilidade celular (teste MTT) foram submetidos ao teste t para detectar
diferencas estatisticas em relacdo ao grupo controle, e foram submetidos ao teste
ANOVA 3 fatores (material x tratamento x tempo) e teste de Tukey (ambos,
a=95%). As imagens de perfilometria e MEV foram analisadas qualitativamente

e descritas.
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5 RESULTADOS

5.1 Rugosidade superficial

A estatistica descritiva dos dados de rugosidade encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 — Média + desvio padrédo (dp), em (um), e coeficiente de variancia (CV),
em %, e grupamentos homogéneos dos testes de Tukey dos dados de rugosidade
de acordo com os parametros Ra e RSm

Material  Superficie Ra RSm
Média £ dp CVv Média £ dp CVv
VMII Polida 0,3+0,1°¢ 43,3 108,9 + 38,98 35,8
Glazeada 1,6,+0,78 19,2 168,6 + 44.01 26,1
VM9 Polida 0,3+0,2° 59,7 123,3 + 64,58 52,3
Glazeada 2,0+0,74 35,6 135,8 £59,3%8 437

Legenda: Letras mailsculas distintas representam diferenca estatisticamente significante dentro de um
mesmo parametro (coluna).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os testes ANOVA 2 fatores detectaram que a interagdo entre material e
tratamento de superficie influenciou a rugosidade dos espécimes, tanto para o
parametro Ra (p=0,015) quanto para o parametro RSm (p=0,049) (Tabelas 2 e 3).

As ceramicas (VMII e VM) polidas apresentaram 0s menores valores de
Ra e RSm, sendo que a ceramica estratificada (VM?9) apresentou rugosidade RSm

similar para os dois tratamentos de superficie avaliados.
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Tabela 2- Tabela ANOVA 2 fatores para os dados de Ra

GL MS QS F p-valor
Material 1 0,7 0,7 4,3 0,40
Tratamento 1 44,8 448 259,7 0,00
Interacao 1 1,0 1,0 6,14 0,015*
Erro 76 13,1 0,17
Total 79 59,6

Legenda: *p<0,05 (interacéo estatisticamente significante).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 3- Tabela ANOVA 2 fatores para os dados de RS

GL MS QS F p-valor
Material 1 1683 1683 0,6 0,439
Tratamento 1 26081 26081 9,36 0,003
Interacéo 1 11119 11119 3,99 0,049*
Erro 76 211684 2785
Total 79 250567

Legenda: *p<0,05 (interacdo estatisticamente significante).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Energia livre de superficie

A estatistica descritiva de ELS esta apresentada na Tabela 4.
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Tabela 4- Valores de angulo de contato médio (+ desvio padrdo) para agua e
diiodometano, componentes dispersiva (yq, em mN/m) e polar (y,, em mN/m) e
respectiva ELS (yr, em mN/m) dos grupos experimentais

Angle de contac Componentes
Agua Diiodometano

Material Superficie Média + dp Média * dp Yd Yo YT
®) ®) (mN/m)  (mN/m)  (mN/m)
VMII Polida 60,8 +6 43,17 185+1 46,6 £ 3 65,1 + 64
Glazeada 415+6 3755 17,73 38,63 56,3 + 48
VM9 Polida 66,0+ 5 46,95 26,83 41,12 67,9 +44
Glazeada 33,86 36,4+3 156+3 36,8+3 52,4 + 28

Legenda: Letras maiusculas idénticas representam auséncia de diferenca estatistica pelo teste de Tukey
(a=5%).
Fonte: Elaborado pelo autor.

O teste ANOVA 2 fatores observou que o tratamento de superficie
influenciou a energia livre de superficie dos materiais e superficies analisadas
(p=0,00; Tabela 5).

Tabela 5- ANOVA 2 fatores para os dados de energia livre de superficie

Fonte de variacao Gl SM SQ F p-valor
Tratamento de superficie 1 740,3 740,2 37,3 0,00*
Materiais 1 1,4 1,4 37,3 0,79
Interacdo 1 55,8 55,8 2,81 0,113
Erro 16 317,19 19,85

Total 19 11151

Legenda: *p<0,05 (interacdo estatisticamente significante).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O teste de comparacGes multiplas de Tukey verificou que as ceramicas
polidas apresentaram maior energia livre de superficie (ELS, yT) em comparagao

com as glazeadas (Tabela 4).

5.3 Contagem de unidades formadoras de colonias (UFC)

O teste ANOVA 3 fatores apontou que a interacdo dos fatores “Material*
Superficie*Micro-organismos” influenciou estatisticamente a aderéncia de

micro-organismos na superficie dos materiais (p=0,018; Tabela 6).

Tabela 6- Tabela ANOVA 3-fatores dos dados de UFC/mL (logip) do biofilme
heterotipico

Fonte de variacéo Gl SQ QM F p-valor
Superficie 1 77,978 77,978 160,54 0,000
Material 1 2,008 2,008 4,13 0,045
Micro-organismo 2 356,081 178,040 366,56 0,000
Superficie*Material 1 1,494 1,494 3,08 0,083
Superficie*Micro-organismo 2 55,263 27,632 56,89 0,000
Material*Micro-organismo 2 2,548 1,274 2,62 0,079
Superficie*Material*Micro- 2 4,105 2,052 423 0,018*
organismo

Erro 84 40,800 0,48

Total 95 540,27

Legenda: *p<0,05 (interacdo estatisticamente significante).
Fonte: Elaborado pelo autor.

O teste de comparagdes multiplas de Tukey apontou que a aderéncia de S.
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mutans e S. sanguinis foi estatisticamente similar e superior nos materiais
ceramicos para ambos os tratamentos de superficie e que sobre os materiais
glazeados ocorreu maior aderéncia de C. albicans em comparacgdo com os polidos
(Tabela 7).

Tabela 7- Valores médios dos dados de aderéncia de micro-organismos, em
UFC/mL (logio), e grupamentos homogéneos do teste de Tukey

Material Superficie Micro-organismo Media
VMII Polida S. sanguinis 6,38
S. mutans 6,534
C. albicans 0,0°P
Glazeada S. sanguinis 7,024
S. mutans 7,264
C. albicans 4,788
VM9 Polida S. sanginis 6,504
S. mutans 6,474
C. albicans 1,55¢
Glazeada S. sanginis 7,29
S. mutans 7,224
C. albicans 4,678

Legenda: Letras mailsculas distintas indicam diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos
experimentais.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4 Teste MTT

As médias de absorbancia resultantes do teste de MTT, em % em relacéo
ao grupo controle considerado 100%, estdo descritas na Tabela 8. A normalidade
dos grupos foi comprovada segundo o teste estatistico Kolmorogov-Smirnov
(p>0,150 para todos os grupos). De acordo com a classificagao proposta pela 1ISO
10993-5:1999, todas as ceramicas e superficies testadas apresentaram-se néo
citotdxicas ou levemente citotoxicas apos 24 h de crescimento celular. Apos 7
dias de crescimento celular, VM9 polida e ambas as ceramicas glazeadas
tornaram-se moderadamente citotoxicas.

O teste de t de Student apontou que as células FMM-I do controle diferiram
da VM9 polida no periodo de 24 h e da VMII polida no periodo de 7 dias
(Tabela 8).

Tabela 8- Médias de absorbancia resultantes do teste de MTT, em %, e p valor da
comparacdo dos testes t de Student em relacdo ao grupo controle considerado
100%

Material Superficie Tempo Média p-valor
VMII Polida 24 h 85,91 0,023*
7 dias 86,11 0,132

Glazeada 24 h 152 0,0001*

7 dias 69,11 0,0033*
VM9 Polida 24 h 95,26 0,5036
7 dias 71,77 0,006*

Glazeada 24 h 160,75 <0,0001*

7 dias 75,69 0,0159*

Legenda: * p<0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O teste de variancia ANOVA 3 fatores apontou que a interacédo dos fatores
tempo e tratamento de superficie influenciaram estatisticamente a viabilidade
celular (p=0,00; Tabela 9).

Tabela 9- Tabela ANOVA 3 fatores para os dados de viabilidade celular

Fonte de variacao gl SQ QM F p-valor
Material 1 0,000108 0,000108 0,45 0,503
Tempo 1 0,038920 0,038920 164,05 0,00
Superficie 1 0,013339 0,013339 56,22 0,00
Material*Tempo 1 0,000612 0,000612 2,58 0,113
Material*Superficie 1 0,000356 0,000356 1,50 0,225
Tempo*Superficie 1 0,019536 0,019536 82,35 0,00*
Material*Tempo*Superficie 1 0,000401 0,000401 1,69 0,198
Erro 64 0,15185 0,000237

Total 71 0,08845

Legenda: *p<0,05 (efeito da interagdo estatisticamente significante).
Fonte: Elaborado pelo autor.

O teste de Tukey identificou que a maior média de viabilidade celular
ocorreu para as ceramicas glazeadas apds 24 h de crescimento celular e que ap6s
7 dias a viabilidade celular foi reduzida para ambos os tratamentos de superficie
avaliados (Tabela 10).
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Tabela 10- Médias de absorbancia + desvio padrdo (dp), em densidade optica, e
grupamentos homogéneos do teste de Tukey do efeito interacdo
“Tempo*Superficie”

Tempo*Superficie Meédia £ dp

24 h, polida 0,083 +£ 0,018
24 h, glazeada 0,143 £ 0,024
7 dias, polida 0,069 + 0,00¢
7 dias, glazeada 0,064 + 0,00°¢

Legenda: Letras mailsculas distintas indicam diferenca estatistica entre 0s grupos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A Figura 6 apresenta as micrografias representativas das superficies das
ceramicas polidas e glazeadas, estéreis e com biofilme heterotipico composto por
S. mutans, S. sanguinis e C. albicans.

Verifica-se a presenca de ranhuras de polimento nas ceramicas polidas
(Figuras 6A e 6E) e do acumulo de glaze em “ilhas” sobre a superficie das
ceramicas glazeadas (Figuras 6C e 6G).

Nas micrografias de biofilme (Figura 6, coluna direita) € possivel
identificar os Streptococcus pela sua forma de coco, mas ndo € possivel
diferenciar as espécies S. mutans e S. sanguinis. A levedura, C. albicans,
apresenta-se em tamanho maior que as bacteérias e é possivel identificar suas hifas,
estrutura celular da levedura que é uma prolongacao em forma de bastao (Figuras
6F e 6H).
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Figura 6 - Micrografias representativas das ceramicas glazeadas e polidas com e
sem formacéo de biofilme (2000-3000 X)

Legenda: Coluna esquerda: amostras estéreis; Coluna direita: amostras contaminadas com biofilme
heterotipico. a-b) VMII polida; c-d) VMII glazeada; e-f) VM9 polida; g-h) VM9 glazeada.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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A Figura 7 apresenta micrografias das superficies das ceramicas polidas e
glazedas ap06s 24 h ou 7 dias de contato com as células fibroblasticas FMM-1.

Observa-se as células fibroblasticas com prolongamentos citoplasmaticos
irregulares que é caracteristico de células em atividade. No periodo de 24 h
(Figura 7, coluna esquerda), sdo observados fibroblastos em menor quantidade
aderidos tanto nas ceramicas polidas quanto nas glazeadas. A Figura 7B apresenta
um fibroblasto produzindo fibrdcito (forma arredondada). Nas imagens de 7 dias
de crescimento celular (Figura 7, coluna direita), verifica-se maior nimero de
celulas aderidas as superficies das ceramicas glazeadas dispostas em
multicamadas que permitem pouca visualizacdo da superficie do material devido
a producdo de matriz extracelular (Figuras 7D e 7G). Verifica-se que o
crescimento de fibroblastos ocorreu independente de porosidades ou ouras

irregularidades superficial.
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Figura 7 - Micrografias representativas das superficies das ceramicas polidas e
glazedas apds 24 h ou 7 dias de contato com as células fibroblasticas (3000X).

Legenda: Coluna esquerda: 24 h de crescimento celular; Coluna direita: 7 dias. a-b) VMII polida; c-d)
VMII glazeada; e-f) VM9 polida; g-h) VM9 glazeada. Verifica-se a disposicdo das células em
multicamadas nas amostras glazeadas apés 7 dias.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.6 Perfilometria 6ptica

As imagens 2D e 3D das superficies ceramicas polidas e glazeadas obtidas
por perfilometria dptica digital encontram-se na Figura 8.

Nas imagens de perfilometria observam-se a presenca e profundidade (ou
altura) de vales em azul, e de picos em vermelho. Os dois materiais apresentaram
a mesma aparéncia 2D e 3D para os diferentes tratamentos de superficie
analisados. Ambas ceramicas polidas apresentaram os padrdes de sulcos e vales
caracteristicos das ranhuras resultantes do polimento (Figuras 8A, 8B, 8E e 8F).
As imagens das ceramicas glazeadas apresentaram as “ilhas” de acamulo de glaze
também verificadas em microscopia eletrénica de varredura (Figuras 8C, 8D, 8G
e 8H).



Figura 7 - Imagens de perfilometria das ceramicas polid

A ' B

0 s0 100 150 200 250 301

Legenda: Coluna esquerda: imagem 2D; Coluna direita: imagem 3D
glazeada; e-f) VMO polida; g-h) VM9 glazeada.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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as e glazeadas

. a-b) VMII polida; c-d) VMII
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6 DISCUSSAO

O presente estudo objetivou avaliar a influéncia das técnicas de obtencéo
de ceramicas feldspaticas, estratificacdo ou usinagem, e dos tratamentos de
finalizacdo da superficie deste material, polimento ou aplicacdo de glaze, na
rugosidade e energia livre de superficie, formacdo de biofilme e viabilidade
celular de fibroblastos gengivais humanos FMM-1. Visando melhorar as
propriedades do material, as ceramicas sdo submetidas a estes tratamentos para
obtencdo de superficies mais lisas, uma vez que a baixa rugosidade superficial
estd associada a maior estética e conforto ao paciente e melhora de aspectos
bioldgicos (Kawai et al., 2000; Yilmaz et al., 2008).

A rugosidade das ceramicas feldspaticas avaliadas foi influenciada pela
interacdo dos fatores tratamento de superficie e material, assim como observado
por Han et al. (2014). No que diz respeito a amplitude média de perfil (parametro
Ra), os menores valores foram obtidos para as superficies que receberam
polimento. Ao contrario do que foi observado por Sarikaya e Guler (2010), a
rugosidade de amostras polidas ndo variou entre os materiais avaliados neste
estudo. A aplicacéo de glaze resultou em perfil de amplitude média mais alta para
a ceramica estratificada (VM9) em comparagdo com a ceramica em bloco para
CAD/CAM (VMII). Sarikaya e Guler (2010) verificaram aumento da rugosidade
média (diferenca numeérica) da aplicacdo de glaze sobre VMII em comparacéo
com algumas técnicas de polimento para este material, e 0s autores concluiram
que as técnicas de polimento avaliadas foram semelhantes entre si devido a alta
dureza destes blocos.

A interacdo entre material e superficie também influenciou os dados de
espacamento médio entre os elementos do perfil. Para o parametro RSm, amostras

polidas apresentaram menor distdncia média entre picos e vales, com valores



61

semelhantes as amostras de ceramica estratificada (VM9) glazeada. Em
comparagdo com o polimento, a aplicacdo de glaze resultou em uma superficie
com maior espacamento de detalhes para a ceramica em blocos (VMII).

Alguns estudos verificaram que o glazeamento é a melhor alternativa para
obtencdo de superficies lisas em porcelanas (Barghi, Draugh, 1976; Sulik,
Plekavich, 1981; Raimondo et al.; 1996; Partterson et al., 1992). Porém, ndo todos
os estudos que relatam menor rugosidade para superficies glazeadas e, na maioria
dos casos, recomenda-se 0 uso do polimento utilizando pastas especificas com
particulas abrasivas para obtencao de superficies mais uniformes (Klausner et al.,
1982, Newitter et al., 1982, Patterson et al., 1992; Jagger, Harrison, 1994; Kelly
et al., 1996; Al-Wahadni, Martin, 1998; Jung, 2002; Sarac et al., 2006; Oliveira
et al., 2006)

Assim, o sistema de brocas da Shofu (utilizado neste estudo) é um sistema
de polimento de 3 passos com pontas de silicone de Carbeto de silicio (Sic)
impregnadas de abrasivos. A eficacia deste sistema deve-se ao formato
arredondado do diamante impregnado sobre o SiC que € menos agressivo para as
superficies e mais eficientes para obtencéo de superficies lisas (Han et al., 2014).
Nem todos os sistemas de polimento sdo téo efetivos como este, alguns sistemas
de polimento apresentam particulas abrasivas, como Al,Os, que possuem formato
afilado, agridem mais as superficies e podem resultar em ranhuras profundas e
irregulares. Recomenda-se, ainda, o uso dos sistemas de polimento associados a
pastas especificas de polimento para produzir superficies ainda mais lisas (Jung,
2002; Bottino et al., 2006).

A utilizacdo do glaze ndo é uma exigéncia dos fabricantes, mas sim uma
alternativa ao polimento e acabamento manual. O glazeamento é realizado com a
aplicacdo de uma fina camada da pasta de cerdmica de cobertura de baixa

temperatura de fusdo sobre a peca ceramica, seguida por sinterizacdo em
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temperatura inferior a da queima da ceramica (Aksoy et al., 2006; Pereira et al.,
2008).

O glaze utilizado neste estudo, apresentado em spray, € composto por
mistura do pd ceramico liquido, gas metil-propano (25-100%) e etanol (2,5-10%)
(VITA, 2015). Ao ser pulverizada, as microparticulas de pd ceramico sao
depositadas sobre a superficie ceramica, mas a distribuicdo do material depende
da distancia, da presséo e do tempo de aplicacdo. A camada de glaze € identificada
como uma camada uniforme de pO branco sobre a superficie que deve ser
sinterizada em seguida (VITA, 2015). Em teoria, a aplicacdo do glaze deveria
preencher as irregularidades da superficie por se tratar de um material
inicialmente liquido. Mas as superficies glazeadas ndo resultaram em superficies
planas e lisas, e sim em superficies onduladas e com numerosas irregularidades
devido a ndo homogeneidade da aplicacdo e aos espacos vazios entre a superficie
das ceramicas (Kawai et al., 2000).

Neste estudo, a andlise topografica realizada com MEV apresentou
correspondéncia aos resultados das imagens 2D e 3D do perfildmetro dptico. As
superficies polidas apresentaram finos riscos, resultantes do desgaste do
polimento e as superficies glazeadas apresentaram maiores irregularidades da
distribuicéo do glaze, que se acumulou em “ilhas” sobre 0s materiais.

Existem poucos estudos sobre a técnica de aplicacédo de glaze em spray em
ceramicas feldspéticas e sobre a interacdo entre estes glazes e o material e seu
consequente desempenho na cavidade oral. Um estudo anterior (Carrabba et al.,
2016) verificou que o glaze em spray resultou em maior rugosidade que a versao
em pasta, mas com brilho semelhante.

Assim como a rugosidade, a energia livre de superficie (ELS) é outro fator
importante no processo de aderéncia bacteriana (Quirynen et al., 1995; Bolllen et
al., 1997; Brentel et al., 2011; Anami et al., 2012). A ELS permite avaliar as

propriedades e interacdo termodindmica da primeira camada de uma superficie
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mediante o estudo das forgas de adeséo e coesdo e a capacidade de molhamento
dos materiais (Busscher, Van der Mei, 1997; Sipahi et al., 2001; Pereira-Cenci et
al., 2008). Trata-se da somatoria dos componentes polar e dispersivo (apolar) das
analises da goniometria.

Apesar do material cerdmico néo ter influenciado a ELS, o tratamento de
superficie foi significante e as ceramicas polidas obtiveram maior energia livre de
superficie. Porém, o componente polar foi maior que o componente dispersivo, 0
que em teoria significa uma maior interacdo imediata com as moléculas polares
presentes nos fluidos biolégicos.

Varios estudos relatam que a aderéncia bacteriana € menor em superficies
com baixa ELS, isto €, em superficies hidrofobicas (Quirynen, Bollen, 1995;
Teughels et al., 2006; Akesso et al., 2009; Yoshinari et al., 2000). Assim,
superficies com alta ELS sdo mais favoraveis para a formacéo de biofilme devido
a sua maior propriedade hidrofilica (Teughel et al., 2006; Subramani et al., 2009).

Mas resultados contraditorios tém sido obtidos, incluindo maior aderéncia
de micro-organismos em superficies hidrofobicas (Klotz et al., 1985; Burgers et
al., 2010) e resultados divergentes nos quais ndo se observou relagao significativa
entre ELS e aderéncia microbiana (Mabboux et al., 2004; Hahnel et al., 2009,
Pereira-Cenci et al., 2007). Os estudos in-vitro contam com limitacdes que devem
ser consideradas, como a formacao da pelicula adquirida na cavidade bucal que é
composta por proteinas e glicoproteinas da saliva. Alguns investigadores sugerem
que as propriedades de superficie dos materiais sao transferidas mesmo atraves da
pelicula adquirida (Pratt-Terpstra et al., 1987; Sipahi et al., 2001).

De acordo com Minagi et al. (1985), quanto mais proximas as ELS do
material e do micro-organismo, maior € a probabilidade de aderéncia. Indicios
sugerem que a presenca de lipossacarideos na superficie celular de bactérias
Gram-negativas como mutans e sanguinis tende a tornar a célula bacteriana mais
hidrofilica (Araujo et al., 2010).
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Outros estudos demonstraram que a ELS tem um importante papel nas fases
iniciais de adesdo da C. albicans, sendo que os substratos com niveis elevados de
ELS induzem a uma maior aderéncia de C. albicans (Minagi et al., 1985; Sipahi
et al., 2001). Assim, materiais restauradores de superficie hidrofilica podem
reduzir a aderéncia de C. albicans uma vez que suas hifas (estrutura celular que
tem funcdo de aderéncia e penetracdo do fungo) sdo relativamente hidrofébicas
(Yoshijima et al., 2010).

O presente estudo ndo pode correlacionar aderéncia bacteriana com ELS,
devido ao fato de que os grupos testados ndo apresentaram diferenca significantes
com relacdo a UFC dos Streptoccocus mesmo entre as superficies que
apresentaram diferencas na ELS. Mas em relacéo a C. albicans, onde o fungo teve
maior numero de UFC em superficies glazeadas, os resultados de rugosidade, ELS
e UFC foram compativeis: as superficies com glaze apresentaram-se mais
rugosas, com menor ELS e maior aderéncia de C. albicans em comparacdo com
as superficies polidas. Hahnel et al. (2009) ndo conseguiram correlacionar estes
dados.

Al-Marzok e Azzawi (2009), Aykent et al. (2010) e Anami et al. (2012)
encontraram correlagdo positiva entre a rugosidade do material e a quantidade de
bactérias aderidas. Sabe-se que valores de Ra menores de 0,2 um podem diminuir
a capacidade de colonizacdo bacteriana, uma vez que 0S micro-organismos sao
maiores e sua aderéncia ndo dependeria mais da rugosidade (Quirynen et al.,
1996; Bollen et al., 1997; Borchers et al., 1999). Por outro lado, superficies
rugosas oferecem protecdo fisica as bactérias, assim como area de contato
aumentada para a aderéncia bacteriana (Bollen et al., 1997). Neste estudo a média
de rugosidade das ceramicas polidas foi de 0,3 um, o que provavelmente
dificultou a aderéncia da C. albicans, que mede entre 2a 6 um (Goldman, Schafer,
2012). Talvez isto tenha motivado o baixo numero de UFC da C. albicans que se

formou sobre as amostras polidas e provavelmente se desprendeu da superficie
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dos espécimes durante a lavagem, uma vez que a presenca de C. albicans pode
ser verificada por MEV.

Além da interacdo dos micro-organismos com o material restaurador, as
caracteristicas de cada micro-organismo e a forma como se inter-relacionam séo
importantes para compreensdo da constituicdo do biofilme. Pereira et al. (2011)
verificou reducdo do crescimento em UFC/mL de C. albicans associada com S.
mutans, demonstrando que a interacdo entre estas especies pode ser desfavoravel
para a C. albicans. Porem outros estudos afirmam que esta combinacdo de
biofilme heterotipico é favoravel para ambos micro-organismos, incrementando
o0 potencial de infeccdo e resisténcia do biofilme (Calderone, 2004; Vylkova et al.,
2014; Xu et al., 2014).

A analise da viabilidade celular demonstrou que todos 0s grupos
apresentaram auséncia de citotoxicidade no periodo de 24 h, mas apés 7 dias
tornaram-se leve a moderadamente citotoxicos. Nas primeiras horas, apos o
periodo inicial de adaptacdo, os fibroblastos aumentam a proliferacdo celular
sobre as ceramicas dentérias (Kantonasaki et al., 2008; Tete et al., 2014).

O tratamento de superficie e o tempo tiveram influéncia sobre viabilidade
celular dos fibroblastos. No periodo de 24 h as ceramicas glazeadas apresentaram
maior viabilidade celular in-vitro no teste de MTT em comparagdo com as polidas.
A viabilidade celular das amostras glazeadas, superior ao controle neste periodo
incial, representa uma boa relacédo inicial entre material e células (Zizari et al.,
2013; Tete et al., 2014). Apos 7 dias, a viabilidade celular foi reduzida, mas
semelhante independente do tratamento de superficie.

De acordo com o teste MTT, a quantidade de cristais de Formazan é
diretamente proporcional ao nimero de células viaveis ao redor das amostras. Este
teste MTT apresentou valores decrescentes de viabilidade na ordem 24 h
glazeadas > 24 h polidas > 7 dias polida = 7 dias glazeada. As micrografias de

MEV mostram maior crescimento celular sobre amostras glazeadas apds 7 dias
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(Figura 6 D, 6H) em comparacédo com as polidas (Figura 6 B, 6F), o que pode ser
justificado pelo fato de que os fibroblastos apresentam boa afinidade as
superficies rugosas (amostras glazeadas, maior Ra e maior RSm), por se
ancorarem melhor e proliferarem mais. No entanto, essa proliferacdo excessiva
representada pela disposicdo destas células em multicamadas pode culminar na
morte celular, ndo por citotoxicidade do material, mas por falta de nutrientes ou
de espaco para crescimento.

Neste sentido, as imagens de MEV podem gerar alguma confusdo de
interpretacdo. Primeiramente € importante considerar que a area de avaliacdo do
MEV em um aumento de 3000X ¢ bastante restrita proporcionalmente ao tamanho
da amostra e por este motivo as micrografias ndo devem ser utilizadas para
quantificacdo, mas para analise da relacdo entre células e topografia do material.
Ainda neste sentido, a metodologia de teste MTT utilizada realizou a
quantificacdo de células viaveis presentes no liquido sobrenadante onde a amostra
esteve em contato com os fibroblastos, enquanto 0 MEV apresenta celulas
(viaveis ou ndo viaveis) sobre a superficie do material.

A integridade das células fibroblasticas é importante para a salde do tecido
peri-implantar ao redor de restauracdes protéticas, ja que estas células se
encarregam da manutencdo do tecido e oferecem uma vedacgdo que serve como
barreira protetora (Linkevicius, Apse, 2008; Furuhashi et al., 2012). A viabilidade
celular reduzida no periodo de 7 dias pode ndo estar associada a liberacdo de
produtos toxicos das cerdmicas, pode se tratar de uma reacdo a topografia
superficial destes materiais (Bagambisa et al., 1994; Sabailauskas et al., 2011).
As reacdes sobre o alinhamento celular e orientagdo em resposta a superficie dos
materiais ndo sdo totalmente entendidos. E evidente que a profundidade de
ranhuras e a sua periodicidade influenciam no comportamento migratério e de

proliferacdo das celulas (Chehroudi et al., 1991; Furuhashi et al., 2012).
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A citotoxicidade das ceramicas feldspaticas tende a ter baixa efeito de
toxicidade inicial em fibroblastos (Takano et al., 2002; Sabailuskas et al., 2011)
assim como ocorrido no presente estudo, visto que os ions Al*3e K* liberados na
degradacdo das ceramicas feldspéticas sdo 0s menos citotoxicos (Elshahawy et
al., 2009).

Um estudo anterior sobre materiais implantaveis, sua ELS e interagdo com
celulas fibroblésticas, concluiu que materiais com maior ELS e maior componente
polar produziram maior densidade de celulas e mais baixa producéo de citosinas
inflamatorias, e que o contrario acontecia com o material de baixa ELS (Pesskova
et al., 2007). No presente estudo, para o periodo de avaliacéo inicial, ocorreu o
contrario; as ceramicas com maior ELS e maior componente polar (polidas)
apresentaram menor crescimento celular.

Ainda neste sentido, apesar de existir um patamar de rugosidade mais
adequado para a obtencdo de um tecido estavel e boa vedacao peri-implantar (Ra=
0,2 um) (Quirynen et al., 1993; Bollen et al., 1997), as células fibroblasticas
aparentemente apresentam maior proliferacdo sobre superficies mais asperas
(Mustafa et al., 1998, 2008).
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados do presente estudo, concluiu-se que:

a)

b)

d)

O tratamento de superficie por polimento resultou nos menores
valores Ra e RSm de rugosidade superficial para as ceramicas VMII e
VMO;

A técnica de confeccdo da ceramica ndo influenciou a energia livre de
superficie (ELS); ceramicas feldspaticas polidas apresentaram maior
ELS;

A aderéncia de S. mutans e S sanguinis foi similar e superior entre as
duas ceramicas e os dois tratamentos de superficie avaliados. Sobre
ceramicas polidas aderiu menos C. albicans;

A técnica de confecgdo da ceramica ndo influenciou na viabilidade
celular ao crescimento de fibroblastos gengivais humanos FMM-1. O
maior crescimento celular foi observado para ceramicas glazeadas no
periodo de 24 h. Apo6s 7 dias, aplicacdo de glaze e polimento

reduziram significativamente o crescimento celular.
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APENDICE A - Valores de Valores de viabilidade celular através do teste
MTT no periodo de 24 horas e de 7 dias

Tabela 11 - Valores de viabilidade celular através do teste MTT no periodo de
24 horas

VMII VM9
Polida Glazeada Polida Glazeada
Poco 1 0,087 0,145 0,096 0,155 0,093

MTT 24h Controle

Pogo 2 0,085 0,143 0,098 0,161 0,093
Pogo 3 0,069 0,097 0,092 0,101 0,090
Poco 4 0,081 0,179 0,099 0,172 0,105
Pogo 5 0,081 0,179 0,098 0,170 0,107
Poco 6 0,080 0,091 0,063 0,140 0,096
Pogo 7 0,074 0,152 0,079 0,147 0,090
Pogo 8 0,076 0,156 0,080 0,15 0,092

Poco 9 0,074 0,109 0,079 0,127 0,057
Média 0,0785 0,139 0,087 0,147 0,0914
% 8591%  152%  95,26% 160,75% 100%

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 12 - Valores percentuais de viabilidade celular através do teste MTT no
periodo de 7 dias

VMII VM9

MTT 7 dias Controle
Polida Glazeada Polida Glazeada
Poco 1 0,075 0,058 0,059 0,064 0,113
Poco 2 0,076 0,057 0,059 0,063 0,110
Poco 3 0,072 0,056 0,052 0,060 0,104
Poco 4 0,070 0,058 0,067 0,071 0,095
Poco 5 0,076 0,056 0,067 0,078 0,100
Poco 6 0,081 0,058 0,060 0,075 0,092
Poco 7 0,080 0,072 0,067 0,063 0,061
Poco 8 0,072 0,070 0,069 0,062 0,059
Poco 9 0,078 0,061 0,067 0,062 0,056
Média 0,075 0,061 0,063 0,066 0,088
% 86,07% 69,11% 71,77% 75,69% 100%

Fonte: Elaborado pelo autor.



