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Ribeiro AOP. Efeito de aplicacGes de vidro e prata nas propriedades mecanicas,
de superficie, formacéo de biofilme e viabilidade celular sobre zircénia monolitica
[dissertacdo]. S&o José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2021.

RESUMO

O presente estudo avaliou o efeito de aplicacbes de vidro na zircbnia, com e sem
prata, na rugosidade, formacdo de biofilme, viabilidade celular e resisténcia
flexural com objetivo de produzir um material ceramico com prata efetivo contra
microrganismos e eficiente mecanicamente. Foram confeccionadas amostras de
zirconia T (VITA Zahnfabrik, Alemanha) divididas em: YZ polida (P); YZ com
glaze (G); YZ com vidro de infiltragcdo (INF); YZ com vidro de prata 5% (Ag5);
YZ com vidro de prata 4% (Ag4); YZ com vidro de infiltracdo + vidro de prata
5% (INF-AgQ5); YZ com vidro de infiltracdo + vidro de prata 4% (INF-Ag4). Os
espécimes foram submetidos a testes de rugosidade média (Ra) (n=15) ; energia
livre de superficie (n=5); contagem de unidades formadoras de coldnia (log
UFC/mL) (n=8); microscopia eletrénica de varredura (MEV) (n=2) e
citotoxicidade (ensaio de MTT) (n=8). Além disso, foi avaliada a resisténcia a
flexdo de todos os grupos (n=30). O grupo Ag5 obteve maior rugosidade e menor
aderéncia de biofilme comparado aos demais grupos. Através da ELS, observou-
se que todos 0s grupos apresentaram comportamento parcialmente hidrofilico. Na
UFC, os grupos contendo prata inibiram o crescimento de Candida albicans, o
grupo Ag5 inibiu Streptococcus mutans e nenhum grupo foi efetivo contra o
Streptococcus sanguinis. Na avaliacdo qualitativa feita através do MEV, houve
menor crescimento de col6nias no grupo Ag5 quando comparado aos grupos
controles (Polido; Glaze; Vidro de Infiltracdo), tanto para C. albicans quanto para
S. mutans. No MTT, os grupos Ag4 e INF-Ag4 obtiveram 49% e 35,4% de
viabilidade celular, sendo semelhante significativamente ao glaze comercial que
apresentou 47,13%; Ag5 apresentou 16,2% e INF-Ag5 21,39% (p<0,05). A
aplicacdo do vidro de prata conduziu a menor resisténcia flexural quando
comparada aos grupos sem prata, o que foi compensado pela infiltracdo de vidro
na amostra pré-sinterizada que elevou a resisténcia do material pela formacéo de
uma interfase zirconia-vidro. Concluiu-se que o grupo Ag5 obteve maior efeito
antimicrobiano contra C. albicans e S. mutans, os grupos Ag4 e INF-Ag4 foram
0S menos citotoxicos e o grupo INF foi o mais resistente a fratura.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Biofilme. Prata. Zirconia.
Citotoxicidade. Resisténcia flexural.



Ribeiro AOP. Effect of glass and silver applications on mechanical, surface
properties, biofilm formation and cell viability on monolithic zirconia
[dissertation]. So José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2021.

ABSTRACT

The present study evaluated the effect of glass applications on zirconia, with and
without silver, on roughness, biofilm formation, cell viability and flexural strength
aiming to produce a ceramic material with silver effective against
microorganisms and mechanically efficient. Samples of T zirconia (VITA
Zahnfabrik, Germany) were made, divided into: polished YZ (P); YZ with glaze
(G); YZ with infiltration glass (INF); YZ with 5% silver glass (Ag5); YZ with 4%
silver glass (Ag4); YZ with infiltration glass + 5% silver glass (INF-Ag5); YZ with
infiltration glass + 4% silver glass (INF-Ag4). The specimens were submitted to
medium roughness tests (Ra) (n = 15); free surface energy (n = 5); colony-
forming units count (log CFU / mL) (n = 8); scanning electron microscopy (SEM)
(n = 2) and cytotoxicity (MTT assay) (n = 8). In addition, the flexural strength of
all groups was assessed (n = 30). The Ag5 group had greater roughness and less
biofilm adherence compared to other groups. Through ELS, he observed that all
groups showed partially hydrophilic behavior. In the CFU, groups containing
silver inhibited the growth of Candida albicans, the Ag5 group inhibited
Streptococcus mutans and no group was effective against Streptococcus
sanguinis. In the qualitative evaluation made through SEM, there was less growth
of colonies in the Ag5 group when compared to the control groups (Polished;
Glaze; Infiltration glass) for both C. albicans and S. mutans. In the MTT, the Ag4
and INF-Ag4 groups obtained 49% and 35.4% cell viability, being significantly
similar to the commercial Glaze, which presented 47.13%. Ag5 presented 16.2%
and INF-Ag5 21.39% (p <0.05). The application of silver glass led to lower
flexural strength when compared to groups without silver, which was
compensated by the infiltration of glass in the pre-sintered sample which
increased the material's resistance by the formation of a zirconia-glass
interphase. It was concluded that the Ag5 group had the greatest antimicrobial
effect against C. albicans and S. mutans, the Ag4 and INF-Ag4 groups were the
least cytotoxic and the INF group was the most resistant to fracture.

Keywords: Antimicrobian activit. Biofilm. Silver. Zirconia. Citotoxicity. Flexural
strength.
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1 INTRODUCAO

A evolucéo dos materiais ceramicos na Odontologia vem permitindo a
confeccdo de proteses dentarias em que o grande desafio é definir materiais que
permitam equilibrar requisitos primordiais, tais como estética e resisténcia
mecanica. O uso da ceramica tem aumentado devido a sua biocompatibilidade
(Wang et al., 2007), capacidade estética, estabilidade de cor, resisténcia ao
desgaste e baixa condutibilidade térmica (Studart et al., 2007). Dentre esses, a
zirconia se destaca devido ao seu alto valor de tenacidade a fratura (Kelly, Denry,
2008).

Bem antes da introducdo da zirconia translicida monolitica, a infiltracdo de
vidro nesse material o tornou mais resistente, além de pavimentar um caminho
para uma zircOnia sem a necessidade de estratificacdo (Zhang etal., 2012; Zhang,
Kim, 2009). O conceito de um material com gradacdo funcional (MGF) na
Odontologia restauradora alavancou a evolugdo dos materiais ceramicos. Os
MGFs possuem variacdes das suas fases estruturais dentro do proprio material,
gerando diferencas graduais em suas propriedades (Bohidar et al., 2014). Essa
transicdo progressiva entre uma camada de vidro externa e a zircOnia subjacente
infiltrada com vidro forneceu uma estrutura de vidro-zirconia-vidro, com o bulk
do material inteiramente de gréos de zirconia (Campos et al., 2016). Essa transicao
gradativa dos madulos elasticos em direcdo ao bulk resultou em uma ceramica de
alta resisténcia as forcas de flexdo que levam a supressdo dos danos de contato
tanto na superficie oclusal quanto na de cimentagéo (Zhang, Kim, 2009).

Outra vantagem da camada externa de vidro na zirconia infiltrada é a rede
tridimensional de graos de zirconia revestidos de vidro que, quando exposta, cria
uma morfologia de superficie ideal para silanizacdo e subsequente penetracédo do
cimento adesivo (Campos et al., 2021; Ramos et al., 2019; Zhang, Kim, 2009);

esse vidro residual encontrado na superficie também promove a vantagem de
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impedir a absor¢éo de agua e prevenir a degradacdo em baixa temperatura (DBT)
da Y-TZP (Campos et al., 2016; Ramos et al., 2019).

A zirconia € uma opgéo de tratamento previsivel para dentes posteriores,
onde altas cargas de mastigacao sdo aplicadas (Triwatana et al., 2012). O sucesso
clinico foi observado no estudo feito por Ortorp et al. (2009), em que se
observaram taxa de sobrevivéncia de 92,7% ap0s 3 anos em coroas totais unitarias
posteriores. Portanto, do ponto de vista mecanico, as situacOes clinicas alteraveis
poderiam ser facilmente resolvidas com a zircOnia apos a infiltragdo do vidro.

Um outro desafio em materiais cerdmicos é a adesdo do biofilme levando
em consideracdo que a carie secundaria € uma das principais complicacdes
bioldgicas encontradas em restauracdes indiretas (VVagropoulou et al., 2018). O
crescimento de biofilme em materiais restauradores varia dependendo da
rugosidade de superficie (RA), energia livre de superficie (ELS), molhabilidade e
composicao quimica dos materiais (Teughels et al., 2006). As proteses dentarias
monoliticas de zirconia, assim como os pilares dos implantes, estdo em contato
direto com os tecidos periodontais ou peri-implantar, influenciando os tecidos
saudaveis (Ammar et al., 2016). Assim, a busca de aprimoramento das
propriedades antimicrobianas das ceramicas baseia-se no fato de que os materiais
odontoldgicos se encontram, clinicamente, em um ambiente bucal favoravel a
proliferacdo microbiana que leva a perda das restauracdes (Souza et al., 2016).

O reforco de um material ceramico com particulas metélicas tem sido
recomendado nos Ultimos anos para melhorar a tenacidade a fratura e prevenir
propagacéo de trinca (Bapat et al., 2018). Além de suas propriedades mecanicas,
a prata é conhecida por exibir forte toxicidade para uma ampla gama de
microrganismos (Liau et al., 1997) e por ter atividade antimicrobiana (Abdallah
et al., 2015) pela liberagcdo de seus ions (Guldiren, Aydin, 2017). Estudos
mostraram efeitos antimicrobianos contra alguns microrganismos, como

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida
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albicans e Streptococcus mutans (Katakam et al., 2003; Shi et al., 2005). Também
apresentaram resultados favoraveis para amostras de vidro tratadas em meio
ibnico contendo prata para trés microrganismos selecionados (E. Coli, S. aureus
e C. albicans) (Guldiren, Aydin, 2017).

O uso generalizado da prata na area da medicina estendeu-se a
odontologia, na prevencdo da adesdo bacteriana, proliferacdo e formacdo de
biofilme em materiais odontologicos (Garcia-Contreras et al., 2011). Para uso em
pecas ceramicas com propriedades bactericidas em ambientes residenciais,
hospitalares e laboratoriais, os vidros com atividade antimicrobiana chamam
atencdo por sua dureza, alta durabilidade quimica e atividade antimicrobiana de
longa duracéo (Fiori et al., 2009). No entanto, um estudo realizado por Mohsen et
al. (2015) concluiram que apesar de aumentar a resisténcia a fratura, a cor da
ceramica dentéria e afetada, o que ndo é compativel com os parametros esteticos
dentarios exigidos atualmente. Além disso, apesar da atividade antimicrobiana da
prata, suas implicacdes podem estar relacionadas a um amplo espectro de efeitos
citotdxicos, ou seja, a prata pode ter efeitos adversos nas células humanas, levando
a morte celular ou possiveis mutacdes (Asharani et al., 2009), sendo de extrema
importéncia a avaliagdo da biocompatibilidade.

Tendo em vista que a composicdo do vidro € passivel de modificacéo
estrutural, foi sintetizado no grupo de pesquisa do Programa de Pos-Graduacéo
em que este estudo se insere, um novo material em que a prata foi adicionada a
sua estrutura com o objetivo de conferir propriedades antimicrobianas a partir da
liberagdo dos ions de Ag*, sem afetar significativamente a estética, estrutura e
toxicidade do material, o que é desejavel em situacdes clinicas como em coroas
ou braquetes ceramicos além de abutments e fixacGes de implantes em zirconia.

Em face disso, o objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades de
superficie do material, a formacdo de biofilme e a atividade antimicrobiana da

zircbnia Y-TZP com diferentes aplicacBes de vidro com testes de rugosidade de
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superficie; analise da energia livre de superficie (ELS); andlise da formacao de
biofilme por contagem de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e, também, conferir sua
biocompatibilidade através dos testes de citotoxicidade (teste de MTT). Além
disso, avaliar a resisténcia a flexdo do material contendo prata como forma de

verificar as alteracbes mecénicas decorrentes da infiltracéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Zircbnia

A zirconia é um material polimérfico que ocorre em trés formas
dependentes de temperatura. Pode ser encontrada sob trés formas cristalogréaficas:
monoclinica (m), tetragonal (t) e cubica (c). Na temperatura ambiente a 1170°C
se encontra na fase monoclinica; de 1170°C-2370°C, na formatetragonal, e a clbica
encontra-se de 2370°C até o ponto de fusdo (Kelly, Denry, 2008). Portanto, esse
policristalino s consegue estabilidade e alta resisténcia em temperatura ambiente
apos a adicdo de uma oOxido dopante (Mochales et al., 2011). Esta fase € obtida
pelo itrio, cerio, célcio, magnesio ou titanio (Cehreli et al., 2009). A zirconia
tetragonal estabilizada por oxido de itrio (Y-TZP) tem sido a mais utilizada
principalmente para coroas, proteses dentarias fixas e componentes de implantes
(Schriwer et al., 2017). Esta contém 3 mol.% de itria (Y,03) como um
estabilizador, e uma de suas maiores vantagens é a alta resisténcia a fratura,
possuindo resisténcia a flexdo de 900-1000 MPa e tenacidade a fratura 5.5-7.4
MPaxm1/2 (Triwatana et al., 2012).

Entretanto, mesmo com a adi¢do dos estabilizadores, a microestrutura ndo
é totalmente estavel e um estimulo mecanico fornece energia suficiente para
transformar os cristais da fase tetragonal para fase monoclinica (transformacéo T-
M) (Piconi, Maccauro, 1999). Essa transformacédo de fase tetragonal para fase
monoclinica é responsavel pelo notavel desempenho da zirconia, caracteristica ja
explorada em diferentes aplicacbes médicas e de engenharia (Ramos, 2018). A
transformacdo T-M leva a uma expansdo volumétrica de 4% (al-amleh et al.,
2010), o que resulta no desenvolvimento de campos locais de compressao que,
quando localizada proximo a defeitos de superficie, ou na ponta de uma eventual

trinca, ird atuar como um mecanismo para impedir sua propagacao (Hannink et
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al., 2000), reduzindo a incidéncia de falhas mecénicas na zirconia (Mochales et al.,
2011). Para que essa trinca se propague, ela deve superar as tensdes compressivas
que foram formadas ao seu redor (Ramos, 2018). Dessa forma, as estruturas de
Y-TZP atingem um comportamento “benigno” que é vantajoso para a longevidade
e confiabilidade das proteses fixas confeccionadas com esse material (Mochales
et al., 2011). Esse mecanismo explica a alta resisténcia a fratura da zircénia
quando comparada com a de outras ceramicas (Guazzato et al., 2004).

Outra caracteristica importante da zircénia é apresentar a tenacidade a
fratura entre 8 MPaVm a 10 MPaVm. Tenacidade & fratura ¢ uma medida da
capacidade de um material de resistir a propagacédo/crescimento de trincas, ou
seja, a quantidade de energia necessaria para causar esse crescimento. Portanto,
restauracdes em zirconia séo ideais clinicamente por suportarem adequadamente
a fadiga ciclica (Shenoy, Shenoy, 2010). Possui também, como caracteristicas,
resisténcia a compressdo por volta de 2000 MPa, dureza 1200 HV, resisténcia a
flexdo entre 900 - 1200 MPa, mddulo de Yong 210 MPa, coeficiente de expanséo
térmica 11 x 10 6 1/K e densidade 6,05 g/cm?® (Piconi, Maccauro, 1999).

A zirconia tem sido utilizada como implante ortopédico por muitos anos
e iniciou a aplicacdo na Odontologia por meio de braquetes ortodonticos,
infraestruturas, restauragdes totalmente ceramicas, pilares e, mais recentemente,
como material para implantes. Préteses parciais fixas a base de zirconia podem
ser usadas em regides de alto impacto mastigatorio, como em dentes posteriores,
devido as suas propriedades mecanicas, além de serem utilizados como abutment,
permitindo uma reabilitacdo mais estética por minimizar a coloracdo cinza
transmitida através do tecido peri-implantar, quando utilizados componentes
metalicos (Brodbeck, 2003). Contudo, apesar das inimeras vantagens da zircénia
mostradas anteriormente, existem desvantagens, dentre as quais estdo a alta
incidéncia de fratura das ceramicas de cobertura (lascamento) e o processo de

degradacdo da zircbnia que pode ser acelerado na presenca de dgua (Al-amleh et
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al., 2010). Além disso, a zircbnia apresenta a dificuldade de promover adesdo com
outro material quando comparada as ceramicas vitreas (Thompson et al., 2011).

Comumente, a zirconia é utilizada como infraestrutura sobre a qual é
realizado revestimento com ceramicas vitreas com finalidade estética (Ramos,
2018). O problema critico de lascamento do material de revestimento ocorre
porque a maioria das cerdmicas de revestimento possui baixos valores de
tenacidade a fratura (0,7 — 0,9 MPavm), isto &, oito vezes menor do que a zirconia
utilizada para confeccgéo da infraestrutura (Wang et al., 2007).

As diferencas quimicas e microestruturais significantes entre as ceramicas
de cobertura e a zirconia utilizada na infraestrutura, especificamente a diferenca
de mddulo de elasticidade (E), coeficiente de expansdo térmica (CTE), baixa
condutividade térmica da zirconia e dificuldades de interdifusdo das ceramicas
sdo fatores que prejudicam a interface devido a falta de compatibilidade entre os
dois tipos ceramicos (Benetti et al., 2010). Além disso, 0os materiais a base de
vidro sdo fabricados a partir de técnicas convencionais de condensacdo e
sinterizacdo, o que também pode contribuir para baixa resisténcia a fratura dos
materiais de revestimento, devido a porosidade (Triwatana et al., 2012).

Uma maneira de evitar o lascamento das cerdmicas de revestimento
descrito nos estudos clinicos é a utilizacao de restauragdes monoliticas (Triwatana
etal., 2012). Elas irdo permitir a reducdo da espessura da ceramica por eliminar a
ceramica de cobertura (Prado et al., 2017), além de possibilitar preparos dentarios
mais conservadores (Denry, Kelly, 2014).

Outra desvantagem é o processo de envelhecimento da zircénia que €é
conhecido como degradagdo em baixa temperatura (DBT) (Kelly, Denry, 2008).
Em ambiente imido, a transformacéo lenta e espontanea dos graos da zirconia de
uma fase tetragonal para fase monoclinica em temperatura relativamente baixa ira
ocorrer (150-400°C) (Kobayashi et al., 1981). Este processo de envelhecimento

se inicia nos graos superficiais e progride internamente, aumentando o risco de
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fratura catastrofica (Al-amleh et al., 2010).

Segundo Chevalier et al. (2009), essa transformacédo martensitica em que
0 material tetragonal policristalino lentamente se transforma em zircénia
monoclinica ocorre por um processo de nucleacdo e crescimento, que
normalmente se inicia na superficie da cerdmica. Sugere-se que essa
transformagdo ocorra pela inducdo de umidade, facilmente encontrada no
ambiente bucal. Por sua vez, a transformacéo para fase monoclinica tem efeitos
negativos no mecanismo de estabilidade das proteses fixas ao longo do tempo.
Dentro de um determinado volume, o material perde toda ou parte de sua
capacidade de retardar a trinca, o que pode torna-lo fragil (Mochales et al., 2011).
Assim, além de deteriorar as propriedades mecanicas (Cottom, Mayo, 1996), a
degradacdo em baixa temperatura (DBT) resultard em uma zircbnia com
superficie mais rugosa, com menor dureza, tenacidade a fratura e densidade
(Chevalier et al., 2007).

A infiltracdo da zirconia com silica demonstra algumas vantagens tais
como criar uma camada sensitiva ao condicionamento acido e silanizacdo
(Campos et al., 2016) e evitar a exposicdo da camada superficial da zirconia ao
meio bucal impedindo a degradacdo em baixa temperatura (159-400°C)
responsavel por aumentar a porosidade e a rugosidade do material (Chevalier et al.,
2009). A zirconia Y-TZP infiltrada por silica por método sol-gel apresenta uma
gradacdo de mddulos elasticos em direcdo ao interior da zirconia, 0 que aumenta
a capacidade de receber cargas altas e protege contra a degradacdo em baixa

temperatura (Campos et al., 2016).

2.2 Adesdo microbiana na superficie dos materiais restauradores

Biofilmes orais sdo comunidades bem organizadas de microrganismos

envoltos por uma matriz de polissacarideos contendo acidos, proteinas e agua que



21

podem se aderir a estrutura dentaria, materiais restauradores ou tecidos moles orais
(Teughels et al., 2006).

A formacéo do biofilme na cavidade oral ocorre em um processo gradativo
de 4 estagios distintos: (1) Formacdo de pelicula adquirida; (2) Colonizacédo
primaria  (precoce); (3) Colonizacdo secundaria (coagregacao); (4)
Estabelecimento do biofilme maduro (Teughels et al., 2006). A primeira fase
ocorre a partir dos nutrientes fornecidos pela saliva humana permitindo a
aderéncia dos primeiros microrganismos nas superficies. Esse mecanismo é
responsavel pela formacdo de uma fina pelicula (5-10 um) denominada pelicula
adquirida. Todas as superficies expostas ao ambiente oral sdo constantemente
cobertas por essa pelicula. Apos esta primeira fase, a colonizagéo precoce se inicia
através da ligacdo das primeiras bactérias (S. sanguinis, Streptococcus oralis,
Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis, Actinomyces naeslundii, S. mutans)
a pelicula adquirida. Com o passar do tempo, as bactérias se agregam, proliferam
e crescemformando um biofime maduro que se adere as superficies (Kolenbrander
et al., 2002; Wang et al., 2014). As células bacterianas constituintes do biofilme
ndo sobrevivem isoladamente e sim como um organismo coordenado (Teughels
et al., 2006).

Materiais restauradores colocados na cavidade oral sdo inevitavelmente
submetidos a acdo microbiana. Os componentes dos materiais podem ser
biodegradados pela placa dentaria, 0 que pode comprometer a integridade
marginal da restauracéo e levar a progressao de carie secundaria e peri-implantite
(Wang et al., 2014). Além disso, a aderéncia de biofilme na superficie do material
vai depender do oxigénio, nutrientes, pH (Teughels et al., 2006), design da
protese, condicdes de superficies e microbiota oral (Souza et al., 2016). Teughels
et al. (2006) enfatizaram que a rugosidade de superficie, energia livre de
superficie, molhabilidade e composicdo quimica sdo fatores dominantes que

influenciam na formacéo do biofilme nos materiais restauradores. Essa formacao



22

do biofilme também vai depender do tipo de material que vai ser utilizado e da
microbiota oral.

RestauracOes ceramicas estdo sendo amplamente utilizadas nos ultimos
anos, principalmente devido a alta demanda estética. Entretanto, as falhas clinicas,
na maioria das vezes, estdo relacionadas com desadaptacdo marginal,
irregularidades de superficies e excesso de cimento, fatores esses que favorecem
0 acumulo de microrganismos comprometendo a longevidade clinica da
restauracao (Hao et al., 2018).

Estudos tém demonstrado que materiais com superficies ndo polidas podem
acumular mais biofilme do que os materiais polidos, incluindo compositos,
ceramicas, implantes, abutments e bases de dentaduras (Teughels et al., 2006). Isso
ocorre devido ao aumento da area de contato causado pelas profundas e largas
depressdes nas superficies que vao favorecer a colonizacdo bacteriana e a
formacéo de biofilme (Hao et al., 2018). A rugosidade, portanto, é a principal
causa do acumulo de biofilme (Kimetal., 2017), além de dificultar sua eliminagéo
(Hao et al., 2018).

A zirconia tem sido utilizada como material para confec¢do de abutments e
implantes pois, além de melhores resultados estéticos, também reduz o acimulo
de biofilme em areas peri-implantares (Belibasakis et al., 2015). Estudo realizado
por Souza et al. (2016) mostraram que as superficies ceramicas induzem menos
formacdo de biofilme, associado a menor nimero de unidades formadoras de
coldnias, podendo esses resultados estarem relacionados com a baixa intensidade
de energia livre de superficie encontradas. Neste contexto, a energia livre de
superficie também influencia na aderéncia microbiana inicial (Souza et al., 2016).
Um estudo feito por Scarano et al. (2005) correlacionou uma menor taxa de

crescimento bacteriano em zirconia com sua baixa energia livre de superficie.
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3 PROPOSICAO

3.1 Objetivos gerais

O objetivo geral deste trabalho foi produzir materiais com gradacéao funcional a
base de zirconia e vidro, usando o método sol-gel, tendo o metassilicato de sddio
como precursor do vidro. Com o mesmo vidro, foi produzido outro material com

adicdo de prata metalica, que também foi aplicado nas superficies de zirconia.

3.2 Objetivos especificos

O objetivo especifico foi testar a hipotese de que o material infiltrado com
vidro apresenta propriedades mecéanicas superiores as da zirconia sem infiltracdo.
Também demonstrar a maior atividade antimicrobiana do material infiltrado e

contendo prata, sem que 0 mesmo apresente dano celular através dos testes:

a) Analise das propriedades mecanicas atraves da resisténcia a flexao
biaxial;

b) Anélise da rugosidade de superficie, energia livre de superficie (ELS)
e Microscopia Eletronica de varredura (MEV);

c) Andlise de formacdo de biofilme através da contagem de
microrganismos para S. sanguinis (ATCC 7073), S. mutans (UA 159)
e C. albicans (ATCC 18804);

d) Anélise da viabilidade celular de queratindcitos HaCat por meio dos
testes de MTT.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Confecgdo dos corpos-de-prova

Os espécimes de zirconia foram obtidos a partir de blocos de zirconia Vita
T (VITA Zahnfabrik, Alemanha) para todos os testes (Figura 1). Os espécimes
foram cortados em blocos menores com disco diamantado em méaquina de corte
(Isomet® 1000, Precision Sectioning Saw, Buehler, Lake Bluff, Illinois, EUA)
sob refrigeracdo constante (Figura 2). Foram obtidos os espécimes do material e
divididos nos seguintes grupos (Figura 3), que foram lixados para padronizagédo

das dimensoes (Figura 4).

Figura 1 — Bloco de zirconia Vita T (VITA Zahnfabrik, Alemanha)

VITA
YZ T Color

40119
LL1/light

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 2 — Isomet® 1000, Precision Sectioning Saw, Buehler, Lake Bluff, Illinois,
EUA

Legenda: Corte do bloco em quadrados menores com disco diamantado sob refrigeracao.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 3 — Esquema ilustrativo distribuicdo dos grupos

B conTrOLE

() TESTE PRATA 5%

) TESTE PRATA 4%

Vidro de
Infiltracao

Polido (P)

Pratab%
(AgD)

Pratad% Prata5% Pratad4%
(Ag4) (INF-Ag5) (INF-Ag4)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 4 — Amostras pré-sinterizadas lixadas e padronizadas nas dimensdes

Fonte: Elaborada pelo autor.

Devido a contracdo de 20% da ceramica T, as dimensdes iniciais foram de
5,0 x 5,0 x 2,0 mm (Figura 5). Todos os blocos tiveram suas superficies polidas
manualmente em politriz automatica (EcoMet™/AutoMet™250, Buehler,
[llinois, EUA) com lixas d’adgua de granulacao decrescente #600 até¢ #1200 (10 s
por lixa), sob refrigeracdo com agua. Por fim, as dimensdes finais do material
foram de 4,0 x 4,0 x 1,6 mm (Figura 6). A superficie de n&o trabalho daamostra
foi determinada através de uma marcacéo realizada com uma broca diamantada
esférica modelo 1014 (KG Sorensen, Medical Burs, Sdo Paulo, Brasil). Apés
limpeza em banho ultrassénico com alcool isopropilico durante 5 min, os blocos

foram colocados em estufa a 37°C por 24 horas.
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Figura 5 — Dimens0es iniciais de 5,0 x 5,0 x 2,0 mm?®

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 6- Dimensoes finais de 4,0 x 4,0 x 1,6 mm?

Fonte: Elaborada pelo autor.

Todos os grupos infiltrados por vidro (INF; INF-Ag5; INF-Ag4) tiveram
sua aplicacdo realizada na superficie de trabalho da amostra pré-sinterizada
atraveés de uma aplicacdo unica com pincel fino em uma proporcéo de 0,1g de pé
para 8 gotas de propilenoglicol P.A.-A.C.S. (LABSynth Produtos para
Laboratorios Ltda.) mensurados atraves de conta-gotas (Figura 7). Em seguida,
foram sinterizados em forno Vita Zyrcomat (VITA Zahnfabrik) em 1550 °C
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(Figura 8) seguindo o seguinte protocolo (Quadro 1).

Figura 7 — Aplicacéo do vidro de infiltracdo sobre a superficie da zircénia

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 8 - Forno Vita Zyrcomat (VITA Zahnfabrik)

Fonte: Elaborada pelo autor.



Quadro 1 — Protocolo de sinterizagédo da zirconia

Temperatura Taxa Temperatura Tempo
inicial (°C) de de de
aquecimento (°C/min) gueima (°C) gueima (min)
25 17 1550 120

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os espécimes dos grupos ndo infiltrados por vidro (P; G; Agb; Ag4)

também foram sinterizados em forno Vita Zyrcomat (VITA Zahnfabrik) em

1550°C sem a aplicagéo do vidro.

O grupo YZ polido foi submetido apenas ao protocolo de lixamento

descrito anteriormente.

As amostras do grupo com glaze (G) receberam, apés a sinterizacdo, uma
camada de glaze Vita Akzent P6/Liquido (Vita Zahnfabrik, Bad Sackingen,
Alemanha) sobre a face de trabalho atraves de uma aplicacao unica com um pincel
fino, conforme recomendacao do fabricante, e passaram por uma queima de glaze
em forno Vacumat 6000 MP (Vita Zahnfabrik, Bad S&ckingen, Alemanha)

(Figura 9) seguindo o seguinte protocolo (Quadro 2)
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Figura 9 - Forno Vacumat 6000 MP (Vita Zahnfabrik, Bad Sackingen,
Alemanha)

VITA

VACUMAT 6000 MP

Fonte: Elaborada pelo autor.

Quadro 2 — Protocolo de queima de glaze

emperatura inicial Tempo na Taxade |Temperaturade Tempo de
(°C) Temperatura | aquecimento gueima (°C)  |queima (min)
inicial (min) (°C/min)
500 5 80 950 5

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apos a fabricacéo do vidro com prata (secédo 4.2), este foi aplicado sobre a
superficie de trabalho dos espécimes ja sinterizados dos grupos Ag-5 e INF-Ag5
com pincel e propilenooglicol P.A.-A.C.S. (LABSynth Produtos para
Laboratériod Ltda.) em uma proporcédo de 0,1g de pé de vidro com prata, checados
em balanca de precisdo (Adventurer- AR Analytical; Ohaus, Barueri, Sdo Paulo,

Brazil) para 8 gotas de liquido (propilenoglicol) mensurados atraves de conta-
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gotas (Figura 10). A incorporacdo do po com o liquido foi feita com auxilio de
um almofariz de adgata com pistilo (Figura 11). As amostras passaram, entao, por
uma queima de glaze em forno Vacumat 6000 MP (Vita Zahnfabrik, Bad
Séckingen, Alemanha) (Figura 9) seguindo o mesmo protocolo descrito

anteriormente (Quadro 2).

Figura 10 — Preparacéo vidro

Legenda: Proporcdo do liquido com conta-gotas e do po previamente mensurado em balanca de
precis&o.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 11 — Incorporacdo P6/Vidro

Legenda: Incorporacéo do p6 de vidro com o liquido propilenooglicol P.A.-A.C.S. (LABSynth
Produtos para Laboratdriod Ltda.) através de movimentos circulares e continuos com o pistilo contra o
almofariz de agatar.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para os grupos Ag4 e INF-Ag4 o protocolo de aplicagdo foi o mesmo
descrito anteriormente, entretanto, foi confeccionada uma mistura de 80% de pé
de vidro com prata e 20% de glaze comercial (ex: 0,08g de p6 de vidro com prata
+ 0,02g de pd de glaze; diluidos em 8 gotas do liquido). As amostras foram
pesadas antes e apds a aplicacdo do vidro (Adventurer-AR Analytical; Ohaus,
Barueri, Sao Paulo, Brazil), totalizando 0,1g de vidro em cada amostra e passaram
por uma queima de glaze em forno Vacumat 6000 MP (Vita Zahnfabrik, Bad
Sé&ckingen, Alemanha). Assim, a concentracéo inicial do vidro com prata que era

de 5%, passou a ser 4% apos a dissolucao.

4.2 Fabricacao de vidro

A fabricacdo do vidro foi dada pela seguinte maneira: o acido silicico foi
obtido pela passagem de metassilicato de sodio (Na,SiO3-5H,0) em solugéo
aquosa (10% m/m) através de uma resina de troca ionica (IR120 — Rohm and
Haas). A seguir, foram adicionados sais de aluminio (Al,O3 -11,7%), célcio (CaO
3,0 %), sodio (NaxO -7,3%) e potéssio (KO -10,0 %) para a formacéo do vidro.
Essa composicdo foi obtida através da mistura dos nitratos correspondentes aos
cations e a solucéo de acido silicico correspondente a quantidade de silica.

O vidro contendo prata consistiu de SiO; - 65%, Al,03 -1,1%, K;0 -0,59%, Na,O-
14,54%, CaO- 8,93 %, MgO- 3,41% e Ag-5%. A fonte de prata utilizada foi o
nitrato de prata, que oxidou durante o processo de calcinacdo. Dessa forma, 0s
dois tipos de vidros foram colocados em estufa a 100°C por 24 h e, em seguida,
calcinados a 600°C por 5 horas. Apos tal processo, ambos foram moidos em

almofariz de alumina e peneirados (# 200 mesh).
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4.3 Caracterizacdo da superficie dos materiais

4.3.1 Analise da rugosidade e perfilometria

Na superficie de trabalho de cada amostra foi analisada a rugosidade de
superficie (n=15), nos parametros Ra (rugosidade média absoluta das alturas das
irregularidades ao longo do perfil; parametro de altura), RSm (espacamento ou
largura média do perfil das irregularidades dentro de um comprimento de
amostragem; parametro hibrido) e RZ (profundidade da rugosidade média)
(Wennerberg, Albrektsson, 2000) dos espécimes. Os espécimes foram
individualmente identificados e na superficie de cada amostra (4,0 x 4,0 mm)
realizadas leituras (3 mm) da rugosidade tridimensional através de um
rugosimetro (Surftest SJ 400, Mitutoyo, Toquio, Japdo) (Figura 12).

Foram realizadas trés leituras paralelas equidistantes com velocidade de
varredura de 0,2 mm/s, seguindo a norma ISO 4287-1997, com filtro Gaussian e
o0 valor cut-off de 0,8 mm, e foram feitas mais trés leituras paralelas com amostra
movimentada em 90° nos mesmos parametros descritos acima. Em seguida, 2
amostras de cada grupo foram utilizadas na Microscopia Eletrénica de Varredura

(MEV) (secdo 4.5), para analise da topografia de superficie.

Figura 12 — Leitura realizada com rugosimetro

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3.2 Analise da energia livre de superficie (ELS)

Foram obtidas cinco amostras para cada grupo (15x15%1,5 mm) (Figura
13 e 14), de forma semelhante ao descrito anteriormente, que foram utilizadas
para analise da ELS por goniometria. As amostras com tamanho maior foram
necessarias para possibilitar 5 medicdes em areas distintas de uma mesma
amostra. O tensidbmetro optico TL 1000 — Theta Lite (Attension, Lichfield,
Staffordshire, Reino Unido) foi utilizado para a medicdo do angulo de contato
médio em 5 areas distintas por amostra com a técnica de gota séssil com dois
liquidos de diferentes tensdes de superficies: agua destilada e diiodometano em

temperatura ambiente.

Figura 13 - Amostras de 15x15x1,5 mm

Legenda: Da esquerda para direita: P; G; INF.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 14 — Amostras de 15x15x1,5mm

Legenda: Sup. Esg.: Ag5; Sup. Dir.: INF-Ag5; Inf. Esqg.: Ag4; Inf. Dir.: INF-Ag4.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Previamente a analise, cada amostra foi limpa em banho ultrassdnico
(&lcool isopropilico) durante 5 min e manuseada com cuidado (luvas) evitando
contaminacgédo. Uma seringa graduada (Gastight Syringes #1001 — 1ml, Hamilton,
Reno, Nevada, EUA) com agulha hidrofobica depositou a gota e, apds o tempo de
espera de 5s, o angulo de contato meédio foi calculado (OneAttension, Biolin
Scientific, Lichfield, Staffordshire, Reino Unido) a partir da aquisicdo de 60
imagens por segundo durante 10s. A energia livre de superficie, em mJ/m2, foi
calculada de acordo com o0 método proposto por Owens e Wendt (1969).

O angulo de contato consiste em um equilibrio entre as energias presentes
na interface entre solido e liquido (Craig, 1993). Através da férmula da média
harmonica, sdo geradas duas equacOes para obtencéo da energia livre de superficie

através de dois liquidos (Combe et al., 2004).

4y1A4%y2 + 4y1APy2P

(D) W124=y1(1 + cosbA) = e +

4y1BYy2¢ + 4y1BPy2P

(2) W12B =y1B(1+ cosbB) = "oae + gz

Na primeira formula, foram utilizadas as informacdes referentes ao liquido
1 (dilodometano): cosseno do angulo de contato obtido e suas variaveis dispersiva
e polar ja conhecidas (Quadro 3) (Combe et al., 2004). Desta forma, foi obtida a
variavel dispersiva do sélido. A partir do valor encontrado para a variavel
dispersiva do solido, do cosseno do angulo de contato obtido do liquido 2 (agua)
e suas variaveis dispersiva e polar, foi obtida a variavel polar do solido através da
segunda formula. A energia livre de superficie do sélido corresponde ao

somatorio de suas variaveis dispersiva e polar.
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Quadro 3 - Componentes dispersivo (yd) e polar (yp) e energia de superficie (yT)

dos liguidos utilizados para medidas de angulo de contato, em mN/m

Liquido yd (MN/m) yp (MN/mM) y1 (MN/m)
Agua deionizada 21,8 51,0 72,8
Diiodometano 50,8 0,0 50,8

Fonte: Combe et al. (2004).

Com as 5 meédias dos angulos de contato da 4gua e do diiodometano nas 5

amostras de cada material, foi obtida uma média geral para cada liquido para cada

grupo.

4.4 Atividade antimicrobiana

4.4.1 Esterilizacéo e formacao dos biofilmes microbianos

Cinquenta e seis espécimes de 4,0 x 40 x 1,6 mm (n=8) por
microrganismo testado foram esterilizados em camara de fluxo laminar. Os
espécimes foram posicionados dentro do fluxo laminar, onde permaneceram sob
a luz ultravioleta por 15 min de cada lado de 4,0 x 4,0 mm e foram manipulados
com instrumental também estéril. Para confirmar a auséncia de alteracbes de
superficies resultantes deste procedimento, foram analisadas a rugosidade de
superficie de cada amostra antes e apos a esterilizacdo. Os espécimes esterilizados

por radiacdo ultravioleta foram colocados em caldo BHI (infusdo de cérebro
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coracdo) por 24h e 48h em estufa a 37°C. A auséncia de turvacdo garantiu a
eficicia deste processo de esterilizacéo.

Assim, os espécimes foram identificados e dispostos na camara de fluxo
laminar para o processo de esterilizagdo por radiacdo ultravioleta conforme
descrito anteriormente. A metodologia proposta por Pereira et al., 2011 foi
utilizada com algumas modificagOes para avaliacdo da formacao dos biofilmes
sobre a superficie dos materiais restauradores. Os biofilmes testados foram
compostos por cepas padrdo de C. albicans (ATCC 18804), de S. sanguinis
(ATCC 7073) e S. mutans (UA 159).

Suspensfes-padrdo de cada cepa foram preparadas com densidade oOptica
relativa a 10° células/mL. Para isto, a cepa de C. albicans foi semeada em agar
Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) e incubada por 24h em estufa 37°C.
Os estreptococos foram semeados em agar BHI — Brain Heart Infusion (Difco,
Detroit, EUA) e incubados em estufa a 37°C com 5% de CO,. Apos incubacéo,
as colonias de microrganismos foram suspensas em solucdo fisioldgica estéril
(NaCl a 0,9%) e a quantidade de células suspensas verificada em um
espectrofotdmetro (B582, Micronal, S&o Paulo). Para isto, os parametros de
densidade Optica e comprimento de onda de 0,284 e 530 nm para C. albicans, de
0,620 e 398 nm para S. mutans e 0,560 e 398 nm para S. sanguinis. Estes
parametros foram pré-estabelecidos por meio de uma curva padrdo com as
unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) versus absorbancia. No
experimento com C. albicans, foi feita a incubacao 200 nl do microrganismo com
200 pl de meio de cultura YNB ja padronizado na placa de 96 pogos junto com as
amostras por 1:30h, para favorecer a formacdo de biofilme (periodo de pré-
adesdo). Nos experimentos com estreptococos ndo foi necessario esse periodo de
pré adesdo. Foram contaminadas 8 amostras de cada grupo para obtencdo do
biofilme homotipico com cada microrganismo (Figura 15). Em seguida, duas

amostras de cada grupo foram utilizadas para analise em MEV (Secédo 4.7). Para
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avaliar a formacédo de biofilme, as placas foram seladas e incubadas a 37°C em
estufa de CO; durante 24h (Figura 16).

Figura 15 — Placa de 96 pocos

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 16 — Estufa de CO, a 37 °C

Legenda: As amostras ficaram por 24 horas na incubadora.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4.2 Contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC/mL)

As amostras (n=8) foram lavadas substituindo-se 200uL do caldo de cada
poco por solucdo fisioldgica estéril e as placas foram agitadas por 5min (agitador
orbital, Solab, Piracicaba) para se remover células bacterianas ndo aderidas.
Entdo, os espécimes foram individualmente transferidos para novos pogos com
180uL de solucdo salina estéril (NaCl a 0,9%) e sonicados (Sonoplus HD 2200,
25 W, Bandelin Eletronic, Berlin, Germany) por 25s para remocéo dos biofilmes
das superficies.

Uma série de diluicdes decimais e aliquotas de 5uL das diluicdes de 10?,
102, 10° e 10* foram realizadas e semeadas para C. albicans, 102, 10*, 10° e 108 S.
sanguinis e 10%, 10* e 10° para S.mutans, em duplicatas, em placas de Petri com
meios seletivos para o crescimento das unidades formadoras de colonias de cada
microrganismo: agar Sabouraud dextrose com 50 mg/l de cloranfenicol (Unido
Quimica, Sdo Paulo) para C. albicans (Figura 17), agar Mitis Salivarius (Difco,
Detroit, EUA) para S. sanguinis, agar Mitis Salivarius (Difco, Detroit, EUA) com
0,2 Ul/mL de bacitracina (Unido Quimica, S&o Paulo) e sacarose (MSBS) para S.
mutans. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24h e, em seguida, foram

contadas (a mao) e o niumero de UFC/mL, determinado.

Figura 17 — Col6nias de microrganismos formadas no meio de cultura

Legenda: C. albicans em agar Saboraud e coranfenicol.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.5 Teste de biocompatibilidade

4.5.1 Esterilizacdo dos espéecimes e cultivo celular

Espécimes quadrangulares (4,0 x 4,0 x 1,6 mm) foram dispostos em placas
de petri descartaveis estéreis (90x15mm), sendo esterilizados com radiacdo UV
em fluxo laminar, expondo ambos os lados dos espécimes por 20 min a radiagéo.
Apdbs processo de esterilizacdo, as amostras foram depositadas em placas de 96

pocos estéereis para a realizacdo do teste de toxicidade celular.

4.5.2 Cultivo celular

A linhagem de Queratinécitos Humanos HaCat, provenientes do Banco de
Células do Rio de Janeiro - Associacdo Tecnico Cientifica Paul Ehrlich
(APABCAM — RJ), foi cultivada em meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM - LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil), com alta concentracdo de glicose,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Invitrogen, Nova York,
EUA) e mantidas em frascos de cultivo celular (TPP, Suica), incubadas em estufa
a temperatura de 37°C, com umidade atmosférica e 5% de CO..

Ap0s obter o estado de subconfluéncia da garrafa celular, caracterizado pela
ocupacédo de mais de 70% do frasco, as células foram desagregadas do assoalho
da garrafa de forma quimica, utilizando tripsina. As células suspendidas foram
transferidas para um tubo de centrifugacdo (Sarstedt, Numbrecht, Alemanha) e
submetidas a centrifugacao por 5 min a 3000 rpm, promovendo assim a remogao
do meio de cultivo consumido, seguido pela substituicdo por meio de cultivo
fresco.

As células foram submetidas ao teste de azul de Trypan, para verificacao

da integridade celular e contagem. A contagem celular foi realizada com aliquotas
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de 50uL da suspensdo de células misturadas a 50 pL do corante azul de Trypan,
obtendo a diluicdo 1/2. Em seguida a diluicdo foi transferida para a camara de
neubauer, onde foi realizada a contagem de células viaveis. Apos contagem dos 4
quadrantes laterais da camara, foi realizada uma média dos resultados obtidos,
sendo a média multiplicada pelo valor da diluicdo empregada na contagem, assim,
foi obtido o valor de células por mL de solucéo utilizando o valor de correcdo do

volume da camara (10%).

4.5.3 Avaliacdo da citotoxicidade

Apobs contagem celular, os queratinécitos humanos (HaCat) foram
transferidos para microplacas de 96 pocos (TPP) na concentracdo de 4 x 10*
células viaveis e cultivadas em 200 pL de meio DMEM + 10% SFB. Apos, as
placas foram incubadas (37 °C, com 5 % de CO,) por 24 h para a aderéncia celular.

A viabilidade celular foi determinada atraves da atividade metabdlica da
mesma, verificando se a célula possuia a capacidade de produzir enzimas
(redutases) capazes de reduzir o MTT (brometo de 3- [4,5-dimetil-tiazol-2-il-] -
2,5-difenil tetrazélio) em cristal de formazam. Para isso, a solugdo de MTT
preparada a partir da suspenséo de 0,5 mg do pé de MTT (Sigma, Missouri, EUA)
em 1 mL de DMEM + 10% SFB, foi transferida para as microplacas de 96 pogos
no volume de 100 pL/pocgo, seguido pela incubagéo ao abrigo da luz (37 °C, com
5% de CO,) por 1 h. Posteriormente a solucéo foi descartada e 100 pL/pogo de
dimetilsulfoxido (DMSO — Sigma) foram adicionados a placa para expor 0s
cristais de formazina produzidos por células viaveis. Apos incubacdo de 10
minutos e agitacdo em shaker, por igual periodo, a absorbancia dos pocos foi lida
em leitora de microplacas (EL808IU, Biotek, Winooski, VT, EUA) com
comprimento de onda de 570 nm. As densidades 6pticas (DO) obtidas foram
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convertidas em percentual de viabilidade celular empregando-se a seguinte

férmula;

% Atividade metabdlica = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo
Controle

Figura 18 — Placa de 96 pocos com a solucdo de MTT em contato com as células

HaCaT e as amostras

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6 Ensaio de resisténcia a flexao biaxial

Para determinar resisténcia a flexdo da amostra, 210 amostras (n=30) foram
posicionadas em uma base circular metélica com trés esferas de 3,2 mm de
diametro, equidistantes uma das outras, formando um plano (ISO 6872). Uma
ponta romba de 1,6 mm de didmetro foi fixada a uma maquina de ensaio (Emic
DL-1000, Emic, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil), e a carga foi aplicada. Durante
0 teste de flexdo biaxial a amostra foi recoberta com uma fita do lado de
compressao para que o contato com a ponta aplicadora da carga ndo produzisse

defeitos e que se mantivesse os fragmentos em posi¢cdo. Em seguida, preencheu-
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se o suporte de vidro com agua para aproximar o teste a uma condicéo clinica e se
posicionou o espécime na base circular iniciando a aplicacdo de carga (Figura 19).
O carregamento axial de compressdo foi aplicado utilizando célula de carga de
1000 kgf e velocidade de 1 mm/min até a fratura do espécime. Os valores obtidos
no teste foram em Newton (N). O calculo de resisténcia a flexao biaxial () (MPa)

dos discos foi obtido de acordo com a descri¢cdo da norma I1SO 6872:

X-Y)
b2

o= —0,2387P

Onde P é acargaem N, X e Y sdo parametros relacionados as propriedades
elasticas do material (Razé@o de Poisson em Modulo Eléastico) e b € a espessura do

espécime na origem da fratura em mm.

Figura 19 — Ensaio de flexdo biaxial

Legenda: Dispositivo para flexdo biaxial com uma amostra em posic¢éo imersa em agua.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.7 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV, Inspect S50, FEI Company,
Brno, Republica Tcheca) foi realizada para analisar morfologicamente a
superficie dos materiais para observacdo do vidro contendo prata e a
microestrutura da zirconia (n=2), e para analisar morfologicamente a superficie
dos materiais contaminados com biofilme homotipico (n=2).

Os espécimes contaminados com microrganismos foram fixados
utilizando o protocolo de imerséo em solugédo de glutaraldeido 2,5 % por 1h em
temperatura ambiente, e desidratadas subsequentemente por uma série de
passagens em concentracOes crescentes de alcool etilico (10 %, 25 %, 50 %, 75
%, 80 % e 90 % por 20 min cada e 100 % durante 1 hora).

Todos os espécimes foram fixados em porta-amostras com fita adesiva
dupla-face de carbono (SPI, West Chester, PA, EUA) e, entdo, foram metalizados
com liga de ouro-paladio (Polaron SC 7620 Sputter Coater, Quorum
Technologies, Newhaven, Reino Unido) por 130s, corrente de 10-15 mA, vacuo
de 130 mTorr, taxa de metalizacdo: 3,5 nm/min e camada de Pd-Au de
aproximadamente 80 A. O MEV (Inspect S50, FEI Company, Brno, Republica
Tcheca) foi operado entre 15 e 30 kV e spot de 3 a 6.

4.8 Forma de analise dos resultados

Os dados guantitativos obtidos com analise da rugosidade (Ra), contagem
de unidades formadoras de colénia (Log UFC), energia livre de superficie
(mJ/m2) e resisténcia a flexdo biaxial (MPa) foram submetidos a anélise
exploratéria e, posteriormente, analisados estatisticamente por andlise de

variancia (ANOVA) 1 fator e teste de Tukey para deteccdo das diferencas
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(p<0,05).
Os dados qualitativos foram analisados por meio de imagens (MEV) de

forma descritiva.



5 RESULTADO

5.1Anélise da rugosidade

Na Tabela 1 estdo demonstrados os valores de média, desvio-padréo e

coeficiente de variancia a 95 % dos dados de rugosidade para os parametros

avaliados (Ra). Foi realizada um teste Tukey, 1 fator.

Tabela 1- Valores de média + desvio padrdo (dp), em um, dos valores de

rugosidade para o parametro Ra (p<0,05)

Ra

Grupos Média + dp
Polido (P) 0,56 £0,31D
Glaze (G) 0,78 £0,72D
Vidro Infiltracdo (INF) 1,52 £0,53CD
Agb 16,73 £ 1,78A
Ag4 2,99 +1,78C
INF-AQg5 13,98 +7,78B
INF-Ag4 2,81 +£1,055C

Legenda: Letras maitsculas distintas indicam diferenca estatisticamente significante na comparacédo

do pardmetro Ra.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 20- Grafico de barras da mediana e faixa interquartil dos dados de
rugosidade de acordo com as aplicacgdes dos diferentes vidros
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Como visto na Tabela 1 e Figura 20, foi detectado a partir do parametro Ra
que 0 grupo a apresentar maior ranhura (p<0,05), em média, mais altas (Ra), foi
0 Agb, seguido do INF-Ag5 (diferentes estatisticamente entre si). Os grupos Ag4,
INF-Ag4 e INF possuem Ra significativamente menor quando comparados aos
grupos Ag5 e INF-Ag5, e sdo semelhantes entre si. Os grupos INF, G e P séo
significativamente semelhantes entre si e menos rugosos quando comparados aos

demais grupos.
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5.2 Anélise da energia livre de superficie (ELS)

Cinco amostras de cada grupo foram analisadas por goniometria. Na Figura
21 estdo apresentadas imagens representativas de cada grupo para ELS através da

mensuracdo do angulo de contato com agua diiodometano.

Figura 21 — Fotos das interacOes das gotas de agua e dilodometano com as

superficies das amostras
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Fonte: Elaborada pelo autor.

OZp=EHZOTUO~~T

Atraves da mensuracéo dos angulos de contato dos diferentes liquidos (dgua

e dilodometano) com as superficies das amostras, foi calculada a energia livre de
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superficie de cada grupo (Tabela 2). A analise de ANOVA + tukey (a=0,05)
apontou que o grupo Ag5 apresentou maior valor de ELS, semelhante

estatisticamente ao G, seguido do INF, INF-Ag4, INF-Ag5, Ag4 e, por ultimo, o

grupo P que apresentou menor valor de ELS.

Tabela 2 — Anélise da energia livre de superficie das amostras por goniometria

ENERGIA

ENERGIA

GRUPO POLAR DISPERSIVA ELS MEDIA
P H: 23.96 + 1.66 H: 34.70 + 0.99 H: 58.66 + 1.75 58,66 D
G:20.54 +£1.93 G:3347+1.14 G:54.02+£1.93
G H:37.17 +1.15 H: 36.54 + 0.50 H:73.72+1.16 73,72 AB
G:35.36 £1.27 G: 35.57 £ 0.57 G:70.93+1.24
INF H:37.11+1.08 H:33.58 + 1.79 H:70.70 + 1.13 70,70 BC
G:36.11+1.54 G:3218+2.01 G:68.29 £ 0.96
AGS H: 36.49 + 0.84 H:40.57 +1.78 H: 77.06 + 1.25 77,06 A
G:3353+131 G:40.06 £1.96 G: 73.59£0.97
AG4 H: 26.86 + 2.58 H: 40.03 +1.29 H: 66.89 +1.78 66,89 C
G:22.78+£1.84 G:39.47+1.42 G:62.25+1.85
INF-AGS5 | H:33.52+2.46 H:34.46 + 2.49 H:67.97 +2.59 67,97 C
G:31.77+£3.01 G:33.19+£2.72 G:64.96 + 2.64
INF- H: 34.58 + 1.07 H: 34.68 + 0.62 H: 69.26 + 1.07 69,26 BC
AGA G:32.94+1.22 G:33.44+0.69 G:66.38 £1.19

Legenda: “H” representa os dados em Harmonico e “G” representa os dados em Geométrico. Unidade
de medida: (mN/m). : Letras maiusculas distintas indicam diferenca estatisticamente significante na
média da ELS.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Todos os grupos apresentados na Tabela 3 apresentaram comportamento
parcialmente hidrofilico por apresentarem valores do angulo de contato medio
maior que 0 e menor que 180 (0<0<180). Essa caracteristica dificulta o contato
direto entre o material e 0 microrganismo devido a presenca de uma pelicula de

agua entre os dois.
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Tabela 3 — Angulo de contato médio ()

AGUA DIIODOMETANO
ANGULO DE CONTATO MEDIO (©)
H: 50.85 + 3.02 H:51.43 £ 2.03
G: 50.85 + 3.02 G:51.43+2.03
H:21.31 £3.25 H: 47.66 + 1.04
G:21.31+3.25 G: 47.66 + 1.04
H: 24.96 + 1.60 H: 53.71 + 3.56
G: 24.96 + 1.60 G:53.71 + 3.56
H:18.58 + 1.78 H: 39.10 + 3.97
G:18.58 +1.78 G: 39.10 + 3.97
H: 42.08 + 3.07 H: 40.28 + 2.82
G: 42.08 + 3.07 G: 40.28 +2.82
H: 32.34 + 461 H: 51.93 + 4.89
G:32.34+4.61 G:51.93 +4.89
H: 29.80 + 2.29 H:51.48 +1.23
G:29.80 + 2.29 G:51.48 +1.23

Legenda: “H” representa os dados em Harmdnico e “G” representa os dados em Geométrico. Unidade
de medida: (mN/m).
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3 Atividade antimicrobiana

5.3.1 Contagem de unidades formadora de colonia (UFC/mL)

Para definir a menor concentracdo de prata possivel capaz de inibir o
crescimento da C. albicans foi realizado o teste piloto de UFC/mL com diferentes
concentracdes de prata aplicadas na zircénia T (VITA Zahnfabrik, Alemanha).
Foram escolhidas 5% (Ag5); 4% (Ag4); 3,5% (Ag3,5); 3% (Ag3); 2,5% (Ag2,5)
de prata para serem testadas. O grafico da Figura 22 apresenta a distribui¢éo dos
dados de UFC/mL transformados em logaritmos de base 10 do biofilme de C.
albicans comparando as concentracOes diferentes de prata. Foi realizado teste
ANOVA 1 fator + Tukey (0=0,05). Observou-se que ndo houve aderéncia de C.
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albicans apos 24h sobre as ceramicas do grupo 5% (Ag5), que se apresentou
significativamente semelhante ao grupo 4% (Ag4) (p<0,05). Os demais grupos
3,5% (Ag3,5); 3% (Ag3); 2,5% (Ag2,5) e controle (Ag0) foram estatisticamente
diferentes dos grupos 5% (Ag5) e 4% (Ag4), apresentando maior aderéncia de
superficie em UFC/mL de C. albicans, e foram semelhantes entre si. Os grupos
4% (Ag4) e 5% (Ag5) foram escolhidos, portanto, para a realizacdo dos

posteriores testes de UFC/mL com biofilme homotipico.

Figura 22 — Grafico de distribuicdo dos dados de Log (UFC/mL) pela C. albicans

de acordo com a diferentes concentracdes de prata
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Posteriormente, foi realizado o teste de UFC/mL com C. albicans com o0s
grupos pré-definidos: Polido (P); Glaze (G); Vidro de Infiltracdo (INF); Ag5%
(Ag5); Agd% (Agd); INF-Ag5% (INF-Ag5); INF-Agd% (INF-Ag4). Foi
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realizado teste ANOVA 1 fator + Tukey (0=0,05). Os grupos P; G; INF
apresentaram maior aderéncia de C. albicans, sendo significativamente
semelhantes entre si e diferentes dos grupos INF-Ag4; INF-Ag5; Ag4; Ag5 que
apresentaram nenhuma ou menor aderéncia significativa de C. albicans (p<0,05),
sendo significativamente semelhantes entre si. Mesmo tendo apresentado a maior
ranhura (p<0,05), em média, mais altas (Ra), o grupo Ag5 foi o0 que menor teve
aderéncia do biofilme, mostrando que a prata contida no vidro foi capaz de inibir

essa aderéncia por meio do seu mecanismo de liberacdo idnica (Figura 23).

Figura 23 — Gréfico de distribuicio dos dados de Log (UFC/mL) pela C.
albicans de acordo com as diferentes aplicac6es de vidros
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O teste de UFC/mL com S. mutans também foi realizado com os grupos: P; G;
INF; Ag 5; Ag4; INF-Ag5 e INF-Ag4. A partir da analise por teste ANOVA 1
fator + Tukey (a=0,05) e foi observado que apenas o grupo Ag5 obteve diferenca

estatistica (p<0,05) na contagem de col6nias em comparac¢do com os grupos INF;
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G; P; INF-Ag4 e INF-Ag5 que foram estatisticamente semelhantes entre si (Figura
24).

Figura 24 — Gréfico de distribuicdo dos dados de Log (UFC/mL) pela S. mutans
de acordo com as diferentes aplicacdes de vidros
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Ja o teste de UFC/mL com S. sanguinis ndo resultou em diferenca estatitica
(p>0,05) entre os grupos testados (ANOVA — 1 fator + Tukey) («=0,05), 0 que
pode ser explicado pela maior capacidade de aderéncia do estreptococus (Figura
25).
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Figura 25 — Gréfico de distribui¢do dos dados de Log (UFC/mL) pela S.
sanguinis de acordo com as diferentes aplicacoes de vidros
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4 Teste de citotoxicidade

Foi realizado o teste ANOVA + Tukey 1 fator («¢=0,05) como visto na
Figura 26. Os resultados do ensaio MTT indicaram que as celulas HaCaT em
contato precoce (24 horas) como o grupo P, G e INF promoveu viabilidade celular
de 42,3; 47,1 e 41,45%, respectivamente. Os grupos com 5% de vidro de prata,
Ag5 e INF-Ag5, apos o tempo de aplicacdo de 24 h obtiveram os percentuais de
viabilidade de 16,2 e 21,39%. Ja as concentracdes de 4% de vidro de prata
representadas pelos grupos Ag4 e INF-Ag4, apds mesma exposicdo de tempo,

apresentaram valores de 49 e e 35,4% de viabilidade celular. Como representado
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na Tabela 4, todos os grupos apresentaram diferenca estatistica do grupo controle
sem amostra (100% de viabilidade celular) validando os resultados. Os grupos
INF, INF-Ag4, P, G e Ag4 foram estatisticamente semelhantes entre si e
apresentaram maior viabilidade celular estatistica quando comparados aos grupos
INF-Ag5 e Ag5. O grupo INF-Ag4 se mostrou estatisticamente semelhante aos
grupos INF, P, G e Ag4 e diferente estatisticamente dos demais grupos (p<0,05).

Figura 26 — Gréafico da densidade 6ptica para viabilidade celular
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 4 — Valor Percentual (%) para Viabilidade Celular de acordo com as

concentracdes de prata

HACAT — 24H
CSE'LI'JFIZ?)EE Viabilidade Celular % prata VIABILIDADE
(%) CELULAR (%)
CONTROLE 0 Ag5 (5%) 16,29% C
(SEM 100% A
AMOSTRA)
P INF-Ag5 21,39% C
42,30% B (5%)
0, 0,
G 47.13% B Ag4 (4%) 49,03% B
INF . INF-AG4 35,40% BD
41,45% B (4%)

Legenda: Letras maiusculas distintas indicam diferenca estatisticamente significante na comparacéo do
parametro Viabilidade Celular (%).
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.5Ensaio de resisténcia a flexao biaxial

Foi realizado ANOVA 1-fator e Teste de Tukey (95%) para comparacéo
dos valores de resisténcia a flexdo. O Teste ANOVA teve p<0,005, demonstrando
que foram encontradas diferencgas estatisticamente significantes. O grupo que
apresentou maior valor em resisténcia foi o INF, seguido entdo do grupo INF-Ag4
que se apresentou significativamente menor. Os grupos P; G; INF-Ag5 sdo
estatisticamente semelhantes entre si e possuem valor significativamente menor
de resisténcia que os grupos INF; INF-Ag4;. Seguido, entdo , do grupo Ag5,
significativamente maior que o Ag4, que possui 0 menor valor significante de

resisténcia como visto na Figura 27.
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Figura 27 — Resisténcia a Flex&o Biaxial em MPa
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Espécimes representativos de cada grupo foram analisados em MEV para
visualizacdo das caracteristicas de superficie das zirconias polida (P); com glaze
(G); infiltrada com vidro (INF); com prata 5% (Ag5); com prata 4% (Ag4);
infiltrada + prata 5% (INF-5); infiltrada + prata 4% (INF-4) como demonstrado
na Figura 28.

A figura A e B mostra os graos de zirconia convencional polida (P) em duas
magnificacoes, apresentando tamanho dos gréos cerca de 700nm e alguns gréos
maiores e menores. Na figura C e D estdo dispostas as micrografias da zirconia

com glaze (G), aonde pode ser observado uma superficie lisa e uniforme. Em E e
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F, pode-se observar o grupo INF, possuindo caracteristicas de superficies

semelhantes ao glaze devido a infiltracdo de vidro, lisa e uniforme.

Figura 28 — Micrografias das superficies da zircénia polida (P), zircénia
glazeada (G) e zirconia infiltrada por vidro (INF)

sssssssss

Legenda: MagnificacBes de 50000x (A; C; E) e 10000 (B; D; F).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O grupo Ag5 (Figura 29) mostra que o vidro de prata formou uma estrutura
mais irregular e porosa, o que favorece a liberacdo dos ions de prata permitindo
sua acdo microbioldgica por meio da difusdo. Observa-se que apesar de irregular,
0 vidro de prata esta ancorado no sistema zirconia-vidro (seta verde). O vidro de
prata é aplicado e passa por uma queima a 950°C, como mostrado na secéo 4.1,
entretanto, a fusdo do cristal de combeita (silicato com maior bioatividade), ocorre
acima de 1000 °C; portanto, é possivel observar a sua presenca no sistema (seta
vermelha). Por ser mais porosa, esse grupo (Ag5), apresentou também valores
maiores de rugosidade, porém esta caracteristica permitiu a maior exposicao e
liberacdo de ions de prata, o que foi demonstrado nos resultados da Secdo 5.1,
com nenhuma aderéncia de biofilme de C. albicans na superficie e menor

aderéncia de biofilme de S. mutans.

Figura 29 — Micrografias das superficies da zirconia com vidro de prata (Ag5)

; ) 7
SEMHV: 150KV | SEM MAG: 1.00 kx
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Legenda: Magnificacdes de 10000x (A; B) e 50000x (C; D). Seta verde indica area de ancoragem do
vidro de prata com a zircénia. Imagens A e C foram obtidas usando elétrons secundarios e imagens B e
D usando elétrons retroespalhados.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nesta micrografia do grupo Ag4 (Figura 30), é possivel observar o defeito
critico (seta azul), o que justifica a menor resisténcia desse grupo. A combeita esta

representada pelos pontos mais claros (seta vermelha).

Figura 30 — Micrografias das superficies da zircbnia com vidro de prata 4%
(Ag4)

ssssssssss

pm  10pm View fie! pm  10pm

Legenda: MagnificacGes de 10000x (A; B) e 50000x (C

AAAAAAAA

; D). Seta azul indica defeito critico e setas
vermelhas indicam cristais de combeita. Imagens A e C foram obtidas usando elétrons secundarios e
imagens B e D usando elétrons retroespalhados.

Fonte: Elaborado pelo autor.

No grupo INF-Ag5 (Figura 31), o vidro de prata esta melhor ancorado

porque ele se difunde no vidro de infiltragdo, sendo entdo menos rugoso.
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Figura 31 — Micrografias das superficies da zirconia infiltrada com vidro +

aplicacdo de vidro de prata 5% (INF-Ag5)

VEGA3 TESCAN  SEM H Kx I VEGA3 TESCA

ITASMART

ITASMART

Legenda: MagnificacGes de 10000x (A; B) e 50000x (C; D). Imagens A e C foram obtidas usando
elétrons secundérios e imagens B e D usando elétrons retroespalhados.
Fonte: Elaborado pelo autor.

No grupo INF-Ag 4 (Figura 32), também se observa o defeito critico (seta
azul), entretanto ele ndo estda em uma regido de méaxima tensdo de tracdo,

justificando sua maior resisténcia. H4 maior formacdo de combeita (setas

vermelhas).
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Figura 32 — Micrografias das superficies da zirconia infiltrada com vidro +
aplicacdo de vidro de prata 4% (INF-Ag4)

R,

Pes CEEEL Y
SE! 15.0 : 1.00 kx VEGA3 TESCAN SEMHV: 150KV SEM MAG: 1.00 kx VEGA3 TESCAI
WD: 15.37 mm View field: 208 ym 50 pm WD: 15.37 mm View field: 208 pm 50 ym
Det: SE Bl: 15.00 ITASMART Det: BSE Bl: 15.00 ITASMART

Legenda: MagnificagGes de 10000x (A; B). Setas azuis indicam defeito critico e setas vermelhas os
cristais de combeita. Imagens A foi obtida usando elétrons secundarios e imagem B usando elétrons
retroespalhados.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tambem foram feitas micrografias das amostras utilizadas no primeiro
experimento da secdo 5.3.2 (UFC/mL), sendo elas os grupos Ag2,5; INF- Ag2,5;
Ag3; INF-Ag3; Ag3,5; INF-Ag 3,5, para caracterizar a estrutura de superficie e
avaliar o motivo estrutural para a ndo liberacdo de ions de prata. A partir das
micrografias (Figura 33) pode-se observar uma maior quantidade dispersa de
vidro de glaze, entretanto, ha menor quantidade de vidro de prata ancorado no
sistema; isso se explica devido a menor proporc¢éo prata/glaze aplicada sobre esses
espécimes, ndo tendo a acdo antimicrobiana por meio da difusdo dos ions como 0s
grupos Ag5; INF-Ag5; Ag4; INF-Ag4.
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Figura 33 — Micrografias das superficies dos grupos Ag2,5; INF-Ag2,5; Ag3;
INF-AQ3; Ag3,5; INF-Ag3,5
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Det: BSE BI: 10.00 ITASMART Det: BSE BI: 10.00 ITASMART

~.
SEM HV: 25.0 kV/ SEM MAG: 1.01 kx | VEGA3 TESCAN  SEM HV: 25.0 kV SEM 2 1.0 X VEGA3 TESCA|
WD:1274mm | View field: 206 pm | 50 ym :

Det: BSE BI: 10.00 ITASMART ot: X ITASMART

gl Y y %, AT N &) “,
% 1,
SEMHV:25.0kV | SEM MAG: 1.00 kx | VEGA3 TESCAN SEMHV:25.0kV  SEMMAG: 1.00kx | | VEGA3 TESCA
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Legenda: MagnificacOes de 10000x (A; B; C; D; E. F). Todas as imagens foram obtidas usando elétrons
retroespalhados. Imagem A: Ag2,5; Imagem B: INF-Ag2,5; Imagem C: Ag3; Imagem D: INF-Ag3;
Imagem E: Ag3,5; Imagem F: INF-Ag3,5.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na figura 34 estdo dispostas micrografias da seccdo transversal do grupo
INF, em que se pode observar a formacédo de uma interfase vidro-zirconia. O vidro
infiltrado engloba os gréos de zirconia formando um material gradado funcional.
Esta caracteristica explica 0 aumento da resisténcia apresentada por esse grupo,
pois a infiltracdo com vidro produz um gradiente de médulo elastico que modifica
as distribuicOes de tensdes no material durante o ensaio de flexdo. Em um material
ndo gradado, a tensdo maxima de tracdo durante esse ensaio se concentra na
superficie; ja no material com gradacdo, essa tensdo ocorre abaixo da regido
gradada, tornando-o mais resistente. Essa caracteristica reduz delaminacdes e
lascamentos, melhorando a interface entre zirconia-cerdmica de cobertura, além

da formacdo da interfase vidro-zirconia.

Figura 34- Micrografias da seccéo transversal do grupo INF

|

m Det: B 2pm

Legenda: Magnificagdes de 3000 (A); 5000 (B); 10000 (C); 20000 (D). Todas as imagens foram obtidas
usando elétrons retroespalhados.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Micrografias dos espécimes contaminados com biofilmes homotipicos
também foram realizadas. Na Figura 35 estdo dispostos os grupos P, G e INF da
esquerda para direita contaminados com C. albicans, em que qualitativamente

apresentam semelhanca na concentracao de colonias entre si.

Figura 35 — Micrografias das superficies da zircénia polida (P), zirconia
glazeada (G) e zirconia infiltrada por vidro (INF) contaminadas com C. albicans

(s

\ S s !
- . < £y (% ¥ N
VEGA3 TESCAN SEMHV: 10.0kV = SEMMAG: 1.01kx | | i VEGA3 TESCAN|
WD: 15.37 mm et: WD: 15.29 mm Det: SE 50 pm
ITASMART Det: SE : 10. ITASMART Det: SE BI: 10.00 ITASMART

Legenda: Magnificacbes de 10000 (A; B; C). Imagem A: Grupo P; Imagem B: Grupo G; Imagem C:
Grupo INF. Imagens foram obtidas usando elétrons secundarios.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas micrografias dispostas na Figuras 36 estdo representadas as amostras
dos grupos contendo prata e contaminadas com C. albicans. Em A e C estdo os
especimes referentes a Ag 5 e INF-Ag5, e em B e D referentes a Ag4 e INF-Ag4.
Em uma analise qualitativa foi possivel concluir que ha menor quantidade de
colbnias nas amostras contendo vidro de prata quando comparadas as amostras
que ndo possuem vidro de prata que foram apresentadas anteriormente na Figura
35, 0 que corrobora com os resultados apresentados na Sec¢éo 5.3.1.

Os circulos em azul evidenciam a presenca de coldnias de C. albicans, a seta

em vermelho o vidro de prata e em amarelo a presenca dos cristais de combeita.
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E possivel verificar menor aderéncia de C. albicans nos grupos com maior
concentracdo de prata, sendo eles Ag5 e INF-Ag5 (Figura 36 A e C) do que nos
grupos com prata a 4% (Ag4 e INF-Ag4) (Figuras 36 B e D).

Figura 36 — Micrografias das superficies dos grupos Ag5%; Ag4%; INF-Ag5%
e INF-Ag4% contaminadas com C. albicans

Legenda: MagnificacBes de 10000 (A; B; C; D). Seta vermelha indica o vidro com prata, circulo azul as
coldnias de C. albicans e seta amarela os cristais de combeita. Imagens foram obtidas usando elétrons

secundarios.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As amostras sem vidro de prata (P; G e INF) contaminadas com S. mutans
também apresentaram crescimento de col6nias qualitativamente parecidas entre

si, como visto na Figura 37.
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Figura 37 — Micrografias das superficies dos grupos P; G e INF contaminadas
com S. mutans

AN
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Legenda: Magnificacbes de 5000 (A; B; C). Imagem A: Grupo P; Imagem B: Grupo G; Imagem C:
Grupo INF. Imagens foram obtidas utilizando elétrons secundarios.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Ja nas micrografias apresentadas na Figura 38, observa-se uma menor
adeséo superficial de colbnias de S. mutans no grupo Ag5 (Figura 38 A) quando
comparado as micrografias dos grupos sem vidro de prata (Figura 37) e aos
demais grupos com prata INF-Ag5; Ag4 e INF-Ag4, o que pode ser explicado
pela maior proporgdo de prata presente no Ag5 e maior lisura presente nas

amostras infiltradas por vidro antes da sinterizacdo (INF-Ag5 e INF-Ag4).
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Figura 38 — Micrografias das superficies dos grupos Ag5; Ag4; INF-Ag5 e INF-
Ag4 contaminadas com S. mutans

Legenda: Magnificagdes de 5000 (A; B; C). O circulo azul representa as coldnias de S. mutans e aseta
amarela os cristais de combeita. Imagens foram obtidas usando elétrons secundarios.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas Figuras 39 e 40 estdo dispostas micrografias das amostras
contaminadas por S. sanguinis. Em nenhum dos grupos contendo vidro de prata
se observou menor crescimento de colbnias qualitativamente em comparacédo aos
grupos sem vidro de prata, o que corrobora com os achados quantitativos

exemplificados na Secdo 5.3.1.
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Figura 39 — Micrografias das superficies dos grupos P; G e INF contaminadas
com S. sanguinis
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Legenda: Magnificacfes de 5000 (A; B; C). Imagem A: Grupo P; Imagem B: Grupo G; Imagem C:
Grupo INF. Imagens foram obtidas utilizando elétrons secundarios.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 40 — Micrografias das superficies dos grupos Ag5; Ag4; INF-Ag5 e INF-
Ag4 contaminadas com S. sanguinis
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Legenda: Magnificacfes de 5000 (A; B; C; D). Imagem A: Grupo Ag5; Imagem B: Grupo Ag4;
Imagem C: INF-Ag5; Imagem D: INF-Ag4. Imagens foram obtidas utilizando elétrons secundarios.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na Figura 41 estdo apresentadas trés micrografias do grupo Ag5
contaminadas com C. albicans, S. mutans e S. sanguinis. E possivel observar que
nos defeitos internos do material, especificamente entre o vidro de prata e 0s graos
de zirconia houve crescimento de colonias dos microrganismos. Esses defeitos
estdo associados aos altos valores de rugosidades apresentados na Se¢édo 5.1 e seu
tamanho sobrepde o tamanho das col6nias, permitindo que haja crescimento
dentro do defeito. Essas irregularidades podem ter favorecido a alta formacao de

coldnias em alguns grupos, mesmo contendo prata.

Figura 41 — Micrografias das superficies do grupo Ag5 contaminado com C.
albicans, S. mutans e S. sanguinis
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Legenda: Magnificacbes de 1000 (A) e5000 (B; C). Imagem A: Grupo Ag5 contaminado com C.
albicans; Imagem B: Grupo Ag5 contaminado com S. mutans; Imagem C: Ag5 contaminado com S.
sanguinis. Imagens foram obtidas utilizando elétrons secundarios.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como um dos objetivos o desenvolvimento de um
vidro baseado no vidro de Guldiren et al. (2017), seguindo 0s mesmos conceitos
ja descritos por Zhang, Kim (2009). A inovacéo proposta foi a incorporagéo de
prata, um ion nocivo a microrganismos, no vidro para aplicacdo na zirconia
monolitica e a partir disso, avaliar sua interacdo entre propriedades de superficie,
formacéo de biofilme e viabilidade de queratindcitos humanos.

A formacdo de biofilme na cavidade bucal € um processo gradual e
complexo que requer diversas etapas. O biofilme se trata de estruturas
tridimensionais de cepas bacterianas que ancoram em superficies solidas como
dentes, implantes e raizes. O mesmo possui um importante papel em doencas
bucais, sendo a principal a carie dental (Krzysciak et al., 2014). Nesse sentindo, a
evolugdo de materiais para uso odontologico capazes de inibir o desenvolvimento
do biofilme tem um &mbito meritorio no controle de doencas como: cérie,
periodontite, peri-implantite etc. A utilizacdo desse material em abutments,
implantes, parafusos de implantes, braquetes ortodbnticos, coroas totais e
restauracOes parciais podem ser de extrema importéncia na evolugdo de um bom
prognostico do tratamento restaurador, evitando recidiva da doenca carie e
patologias periodontais.

Biomateriais com atividades antimicrobianas a base de prata surgiram no
intuito de promover inibicdo microbioldgica eficaz e, em determinada
concentragdo, ndo toxica para as células humanas (Mijnendonckx et al., 2013).
Conforme estudo de Vale et al. (2019), em que foram analisado nanoparticulas de
biovidro contendo prata, suas propriedades foram promissoras e poderiam ser
utilizadas na area biomédica para aplicacdes odontoldgicas.

A atividade antimicrobiana da prata se da devido a liberacdo idnica
(Agnihotri et al., 2013). Os ions de prata sdo conservados em seu estado i6nico na
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estrutura do vidro e sao facilmente movidos no meio aquoso a partir da troca com
fons H+ e H30 da agua ou ambiente umido (Borrelli et al., 2015), o que justifica
a hipétese do presente estudo em que o vidro de prata incorporado a zirconia para
utilizacdo como material restaurador odontologico poderia ter efeito
antimicrobiano. Outro mecanismo atribuido a sua atividade antibacteriana se da
pela interacdo dos ions de prata com proteinas superficiais das células
microbianas, levando a interrupcdo da respiracdo e consequentemente, morte
celular (Mijnendonckx et al., 2013). A prata também age no rompimento da
membrana celular bacteriana e posterior invasdo no citoplasma, interferindo no
nucleo da célula (Eckhardt et al., 2013).

Diversos estudos ja demonstraram a atividade da prata contra
microrganismos como S. aureous, C. albicans, E. coli, etc (Guldiren, Aydin,
2017; Vale et al., 2019). No estudo atual foram selecionados para os testes
biofilme homotipico com C. albicans, S. mutans e S. sanguinis. O S. mutans
possui uma alta capacidade de formacéo de biofilme inicial isoladamente (Tamura
et al., 2009) que pode ser estimulada por proteinas salivares (Ahn et al., 2008) e
S. sanguinis € um componente da flora fisiologica (Krzysciak et al., 2014). Ja C.
albicans foi escolhido por ser um fungo patégeno envolvido em infecc¢des orais
oportunistas (Metwalli et al., 2013); estudos evidenciam a interacdo entre C.
albicans e S. mutans em biofilmes dentais mostrando que essa coadesdo €
essencial para o desenvolvimento da doenca carie (Jarosz et al., 2009).

Os achados qualitativos do MEV corroboram com os dados de rugosidade,
em que os grupos Ag5; INF-Ag5, Ag4 e INF-Ag4 apresentaram maior altura
média absoluta das irregularidades ao logo do perfil (Ra). A rugosidade
superficial influencia no acimulo de biofilme (Anami et al., 2012) e é formado
em maior quantidade, amadurecendo mais cedo em superficies asperas (Quirynen
et al., 1993). Apesar da literatura demonstrar relacdo direta entre o parametro Ra

e valores de adesao bacteriana (Aykent et al., 2010), o presente estudo nédo seguiu
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essa correlacédo, pois ainda que o grupo Ag5 tenha a rugosidade média mais alta
entre 0s grupos testados, ele se mostrou o mais efetivo contra a formacédo de
colbnias de C. albicans e S. mutans, o que pode ser justificado pelo alto efeito
antimicrobiano do vidro de prata através da sua liberacdo iénica (Guldiren, Aydin,
2017). Os presentes achados corroboram com estudo de Poggio (2009) que
salientou que a rugosidade do material ndo foi a principal razdo para adesao de S.
mutans. 1sso pode ser explicado devido a auséncia de proteinas salivares no teste
in vitro j& que em superficies rugosas hd& maior acimulo de saliva e
consequentemente mais bactéria (Montanaro et al., 2004).

Além da rugosidade, outras propriedades superficiais como molhabilidade
e energia livre superficial (ELS) influenciam na adesdo bacteriana (Dal Piva et
al., 2018). Estudos sugerem que superficies com baixa ELS tenderiam a ter menor
aderéncia bacteriana do que superficies com maiores valores de ELS (De Avila et
al., 2016; Poggio et al., 2009), entretanto, no presente trabalho o grupo Ag5
apresentou maior valor de ELS mesmo obtendo menor aderéncia bacteriana de C.
albicans e S. mutans. Isso pode ser elucidado pela liberacdo ionica da prata
(Guldiren, Aydin, 2017) que inibiu a formacdo de col6nias mesmo em amostras
com valores mais altos de ELS e rugosidade.

Os resultados apresentados no estudo mostraram que todos 0s grupos
possuem um comportamento parcialmente hidrofilico por exibirem valores de
contato médio maior que 0 e menor que 180 (Shirtcliffe et al., 2010), o que
dificulta o contato direto entre o material e 0 microrganismo devido a presenca de
uma pelicula de a4gua entre os dois (Dal Piva et al., 2018). Outra propriedade de
superficie como a composi¢do quimica do material pode influenciar também na
correlacdo entre adesdo bacteriana e ELS, além disso, estudos simulando as
condicoes clinicas s@o necessarios, pois a presenca de saliva recobrindo o material
restaurador leva a formacéo da pelicula adquirida e favorece o desenvolvimento
do biofilme (De Avila et al., 2016).
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O estudo feito por Guldiren, Aydin (2017) mostrou que amostras tratadas
em meio ibnico com prata inibiram o crescimento de C. albicans em um contato
de 24h, o que corrobora com os achados do presente estudo em que 0S grupos
Ag5, INF-Ag5, Ag4 e INF-Ag4 tiveram a formacao de biofilme de C. albicans
significativamente menor quando comparados aos grupos sem prata. A C.
albicans tem a capacidade de alternar sua morfologia entre as formas de levedura
e hifa (Metwalli et al., 2013); essa modificacdo contribui para sua patogenicidade.

Os resultados da UFC/mL com S. mutans mostraram que o Agb teve efeito
inibitorio no numero de células viaveis de S. mutans, embora seja 0 grupo com
maior valor de rugosidade superficial. Esse resultado corrobora com Poggio et al.
(2009) e Eick et al., (2004) que ndo encontraram correlacdo entre rugosidade
superficial e crescimento de colbnias de S. mutans em materiais restauradores.
Entretanto, outros estudos mostraram que a rugosidade superficial tem como
consequéncia maior quantidade de bactéria devido acimulo maior de saliva
(Montanaro et al., 2004).

Os Streptococcus possuem estruturas denominadas de longos filamentos
que exibem elevada propriedade adesiva e sdo fundamentais para formacao de
biofilme (Krzysciak et al., 2014); essa caracteristica pode desvendar o motivo da
nédo eficiéncia da prata contra o S. sanguinis e a inibi¢cdo do crescimento do S.
mutans ter sido alcang¢ada apenas com a maior concentracdo de prata apresentada
no estudo. Outro fundamento para o vidro de prata possuir maior efeito inibitorio
contra C. albicans do que contra os Streptococcus pode ser explanado por uma
maior facilidade de adesdo do Streptococcus a superficies em gerais, até mesmo
as mais lisas (Yuan et al., 2016) devido a producdo de uma substancia insoluvel
em agua que é um facilitador da unido do microrganismo ao substrato (Mukasa,
Slade, 1973).

Estudo in vitro realizado por Vale et al. (2019) testaram atividade

antimicrobiana por meio de halo de inibigéo contra E. coli e S. aureous e obteve
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zona inibitoria em torno do biovidro com prata relativamente pequena. Este fato,
segundo Vale et al. (2019), pode estar relacionado com o mecanismo de difuséo
controlada que descreve uma menor taxa de liberagao de Ag+ liberadas da matriz
do biovidro, devido a maior eletronegatividade do ion prata e, consequentemente,
a forte ligacéo covalente Ag-0 na estrutura do vidro (Kozon et al., 2016).

Tambem foi constatada a presenca da combeita no vidro de prata, um
silicato com elevada bioatividade que é formado quando a temperatura de
calcinacdo do vidro é cerca de 1000°C (Zheng et al., 2015). Essa bioatividade da
combeita (Spirandeli et al., 2020) pode também ter auxiliado na inibicdo do
crescimento de microrganismos nos grupos testados.

A prata pode ter efeito toxico, portanto, sua concentracdo tem importancia
critica para as celulas humanas (Guldiren, Aydin, 2017). Pensando na toxicidade,
foi feito o primeiro teste de UFC/mL com concentracdes crescentes da prata no
vidro para que fosse definido qual menor concentracdo de prata produziria efeito
antimicrobiano se assemelhando ao teste de concentracdo inibitéria minima. A
partir desse teste foram estabelecidas as concentragdes de 5% e 4% de prata com
seguranca. A prata possui liberacdo gradual de longo prazo (Krzysciak et al.,
2014) e isso pode limitar seu efeito tdxico celular.

Os resultados do ensaio MTT indicaram que as células HaCaT em contato
precoce (24 horas) com o Ag5 e INF-Ag5 causam danos suficientes para
caracteriza-los como materiais citotoxicos, porém os grupos Ag4 e INF-Ag4,
apesar de apresentar viabilidade celular inferior a 50% ap06s 24 horas, apresentou
estatisticamente citotoxicidade semelhante ao grupo P, G e INF. O grupo G
representa um glaze comercial j& consolidado no mercado odontologico com
amplo uso clinico, sugerindo que, em um teste a longo prazo, o tratamento com
4% de prata resultaria em menor citotoxicidade do que o glaze comercial. Outra
Visdo € que um contato precoce de 24h entre as células e os materiais pode ndo

promover tempo o suficiente para o crescimento das células e o desenvolvimento
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de seus mecanismos de defesa contra o material (De Deus et al., 2005).

No presente trabalho foi utilizado um vidro de infiltracdo produzido através
do método sol-gel com propriedades semelhantes ao produzido por Zhang, Kim
(2009), no entanto, o vidro é aplicado na zirconia ndo sinterizada por meio de po
e liquido seguido de uma queima a 1550 °C por 2 h, o que difere da metodologia
de Zhang, Kim (2009) em que as amostras sdo fabricadas a partir de discos pré
sinterizados (1400 °C por 1 h) seguidas por infiltracdo e sinterizacdo do vidro a
1450 °C por 2 h. Tanto o vidro produzido por Campos (2021) como o de Zhang,
Kim (2009) formam uma gradacdo do material iniciando na camada de vidro
superficial, seguido por uma interfase vidro-zirconia e um bulk de zircénia densa.
Essa gradacdo eleva a resisténcia a flexdo do material infiltrado quando
comparada a zirconia homogénea como visto no presente trabalho, em que o
grupo INF apresentou maiores valores de resisténcia em MPa do que os demais
grupos, corroborando com os achados de Zhang,”” Kim (2009) e Campos (2021).
Esse mecanismo pode ser explicado pela infiltracdo do vidro nos defeitos
inerentes da Y-TZP, o que ndo ocorre na Y-TZP sem vidro. Ademais, a infiltragcéo
do vidro na zircGnia mais porosa, antes da sinterizacdo, permite uma maior
interacdo entre o vidro e os grdos de zirconia tornando os materiais mais
compativeis.

No estudo em questdo, o grupo INF apresentou o maior valor de resisténcia
a flexdo em MPa (acima de 1500 MPa) dentre os demais grupos, seguido do INF-
Ag4 que exibiu valores acima de 900 MPa, revelando que, apesar da incorporagao
da prata 4%, o grupo INF-Ag4 € mais resistente do que o grupo P (zircbnia
monolitica polida) e G (glaze comercial). O grupo INF-Ag5 obteve semelhanca
significativa com P e G, 0 que € vantajoso pois 0 grupo teste se equipara aos
grupos controles que ja sdo de amplo uso clinico no mercado odontologico. O
Ag4 e Ag5 foram 0s menos resistentes, todavia apesar dessa queda de resisténcia,

0s mesmos mostraram valores acima de 500 MPa, o0 que em uma situacéo clinica
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leva a um bom prognostico restaurador em pacientes sem parafuncdo. Esses
resultados demonstram que lancar méo da infiltracdo na zirc6nia preé sinterizada
seguido da aplicacéo do vidro de prata na amostra ja sinterizada € uma maneira
de compensar os defeitos criados pela aplicacdo da prata no material.

Além disso, Zhang et al. (2012) mostraram que a resisténcia a fratura por
lascamento da zirconia infiltrada por vidro € maior do que para zirconias com
aplicacdo de ceramica de cobertura e semelhante as zirconias ndo graduadas, o
que suprime uma das desvantagens principais da zirconia que é o lascamento ou
chipping da cerdmica de cobertura devido a diferenca de coeficiente de expansao
térmica entre os materiais. Em relacdo a estética, embora ndo téo boa quanto a da
ceramica por estratificagéo, a infiltracdo oferece melhorias pois a composicdo do
vidro pode ser controlada, sendo, portanto, superiores a zirconia pura (Zhang et
al.,, 2012). A camada de vidro de infiltracdo no interior de um material
policristalino denso permite ajustar suas propriedades Opticas (Zhang, Kim,
2009). Ainda, o vidro de prata que € aplicado na zircOnia sinterizada ndo mostrou
alteracdo de cor significativa como no estudo de Mohsen, Abu-Eittah (2015). O
vidro residual encontrado na superficie também promoveu a vantagem de impedir
a absorcdo de agua e prevenir a DBT da Y-TZP (Campos et al., 2016; Ramos et
al., 2019).
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados foi possivel produzir um material
gradado a base de zirconia e vidro com método sol-gel e com adicdo de prata,
sendo efetivo na inibigdo da formacao de biofilme de C. albicans e S. mutans
mesmo tenho apresentado maior valor de rugosidade e ELS. A zircbnia porduzida
com o vidro com prata 4% foi mais promissora para uma possivel utilizacdo na
clinica odontoldgica, pois se apresentou com satisfatoria resisténcia a flexao, se
comportando melhor do que a zirconia polida ou com glaze comercial, alem de
ser efetiva contra C. albicans e ter viabilidade celular semelhante ao grupo

controle.
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