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Pignataro RRDG. Avaliagcdo do efeito antimicrobiano em parafuso protético de
implantes revestido com filme de carbono tipo diamante dopados com prata
depositado por plasma [tese]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2023.

RESUMO

Apesar da confiabilidade, as falhas mecanicas e bioldgicas das reabilitagdes
protéticas sobre implantes ainda s&o persistentes. A capacidade altamente adaptativa
das bactérias e sua colonizacao na superficie dos implantes e componentes protéticos
ainda hoje € um sério problema clinico, causando mucosite e peri-implantite. O
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito antimicrobiano do fino filmes de carbono tipo
diamante (DLC) dopado com nanoparticulas de prata, depositado nos parafusos
protéticos. Os filmes de DLC e DLC-Ag foram depositados pelo processo conhecido
como PECVD (Plasma Enhanced Chemical Vapour Deposition). A caracterizagao do
material foi realizada em discos da liga Ti6Al4V pelas analises scratch test,
espectroscopia de espalhamento Raman, perfilometria mecanica, goniometria e
espectroscopia de energia dispersiva (EDS). A atividade antimicrobiana foi avaliada
utilizando uma cepa padrao de Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Para avaliar a
efetividade dos filmes depositados, foram realizados ensaios nos discos e nos
parafusos (isolados e no modelo implante/pilar). Foram utilizados implantes hexagono
externo de plataforma regular 4,1 mm com os respectivos pilares. Para todas as
analises, as amostras foram divididas em 3 grupos de acordo com o tipo de
tratamento: Grupo controle (sem tratamento); Grupo DLC, amostras revestidas com
filme de DLC, Grupo DLC-Ag, amostras revestidas com filme de DLC com prata. As
amostras foram analisadas por MEV. Também foi avaliada a citotoxicidade dos filmes
frente a células de fibroblastos (3T3) através do ensaio de MTT. A caracterizagéo dos
filmes por espectroscopia de espalhamento raman e EDS, apresentaram resultados
caracteristicos ao DLC e DLC-Ag, como uma distribuicgdo homogénea de carbono,
prata e silicio. As analises de scratch test, perfilometria mecéanica e goniometria,
apresentaram filmes com caracteristicas hidrofobicas, sendo DLC-Ag o grupo de
maior rugosidade e coeficiente de atrito. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente com auxilio do programa GraphPad Prism versao 9.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA) e realizado os testes ANOVA e de Tukey para
comparagdes entre os grupos (discos), e os testes Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn
(parafusos). O nivel de significancia para todos os testes foi estabelecido em 5%. Os
resultados demonstraram que a deposigéo do filme de DLC e DLC-Ag apresentaram
reducdo de maneira significativa (p<0,05) na contagem de UFC/ml nos discos e
parafusos isolados. Porém a dopagem com prata ndo trouxe um resultado superior ao
filme DLC e ambos os materiais se apresentaram como nao citotéxico. Concluimos
que o revestimento com DLC e DLC-Ag € um material promissor, com efeito
antimicrobiano, porém com limitagao de aplicacao.

Palavras-chave: Implantes dentarios. DLC. Tratamento de superficie. Propriedades de
superficies. Enterococcus faecalis.



Pignataro RRDG. Evaluation of antimicrobial action in prosthetic screws of implants
with diamond-like carbon films doped with plasma deposited silver [doctorate thesis].
Séo José dos Campos (SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology; 2023.

ABSTRACT

Despite the reliability, the mechanical and biological failures in rehabilitating implant-
supported dental are still persistent. Mucositis and peri-implantitis are still severe
clinical problems due to the high adaptive capacity of bacteria that colonize the surface
of implants and prosthetic components. The present study aimed to evaluate, in vitro,
the antimicrobial action of thin films of diamond-like carbon (DLC) doped with silver
nanopatrticles, deposited on prosthetic screws. The deposition of the films was
performed by PECVD (Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition). The
characterizations were performed of both deposited samples and control (Ti6Al4V) by
scratch test analysis, raman scattering spectroscopy, mechanical profilometry,
goniometry, and energy dispersive spectroscopy (EDS). The antimicrobial was
evaluated activity against Enterococcus faecalis (ATCC 29212). To evaluate the
effectiveness of the deposited films, tests were performed on disks and screws
(isolated and on the implant/abutment model) Using 30 regular platforms with 4.1 mm
external hexagon implants with the respective abutments, distributed into 3 groups
according to the type of prosthetic screw treatment (n=10): Group control screw (nho
treatment); Group screw coated with DLC film, Group screw coated with DLC film
doped with silver nanoparticles (Ag-DLC). The samples were also analyzed by SEM
The cytotoxicity of the films against (3T3) fibroblast cells was also assessed using the
MTT assay. The caracterization was performed from raman spectroscopy and EDS,
showed results which are characteristics of DLC and Ag-DLC films, such as a
homogeneous distribution of carbon, silver and silicon. The scratch test, mechanical
profilometry and goniometry analyzes showed films with hydrophobic characteristics,
with Ag-DLC being the group with the higher coefficient of friction values and
roughness Data were statistically analyzed using GraphPad Prism version 9.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). ANOVA and Tukey tests were
performed, followed by comparisons between groups (disks) and Kruskal-Walis and
post-hoc Dunn (screw) tests The significance level for all tests was set at 5%. The
results demonstrated that the deposition of the DLC and Ag-DLC film showed a
significant reduction (p<0.05) in the CFU/ml count compared to the contro, disks and
isolated screwl. However, silver doping did not enhance the DLC films; both materials
were non-cytotoxic. It concludes that titanium alloys coated with DLC and Ag-DLC are
promising materials with antibacterial properties to prevent peri-implantitis.

Keywords: Dental implants. DLC. Surface treatment. Surface properties. Enterococcus
faecalis.
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1 INTRODUGAO

O conceito de ter saude evoluiu ao longo dos séculos de uma preocupagéao
individual para uma meta social mundial e da auséncia de doencga e enfermidade para
o completo bem-estar fisico, mental e social (Veeraboina et al., 2022).

Em relacido a saude bucal, o cuidado e a manutencado dos dentes em boca
estdo associados a qualidade de vida do individuo, principalmente, devido ao seu
papel na mastigacao e em outras atividades diarias, como falar e até sorrir (Atanda et
al., 2022). A manutencao do elemento dentario esta intimamente relacionada a renda,
educacao e classe social no decorrer da vida, além da faixa etaria, incluindo também
0 acesso a atendimento odontoldgico e fatores psicossociais (Celeste et al., 2022).

Como o envelhecimento da populagdo em todo o mundo que esta numa taxa
crescente, e com isso 0 aumento da expectativa média de vida da populagao, espera-
se que até 2050, aproximadamente, um quarto da populacdo mundial sera composta
por idosos (Xu et al., 2019). Os estudos, entdo, buscam pelo desenvolvimento de
novas tecnologias na area da saude que impactem positivamente na manutencgao da
qualidade de vida da populagao (Jaul, Barron, 2017).

Em especial, na odontologia, a reabilitacdo oral com o uso de implantes
dentarios vem justamente para atender a crescente demanda dessa evolugdo em
restabelecer funcionalmente os pacientes desdentados (Cosco et al., 2017). O
surgimento e aprimoramento de técnicas como 0 emprego de novos materiais tém
corroborado para o desenvolvimento de novos sistemas de implantes.

Ainda que tais avangos tecnolégicos e cientificos tornem a técnica da
implantodontia, cada vez mais segura e previsivel, esse tipo de tratamento ainda
apresenta complicagbes e ndo sdo raros os casos de insucessos e intercorréncias
(Katsavochristou et al., 2019; Sheridan et al., 2016; Wennerberg et al., 2018).

A natureza dessas falhas pode ser mecanica, e esta relacionada com o
desenho do componente protético, geometria da conexao, ajuste mecanico e fisico
entre o pilar e a plataforma do implante e aplicagéo de torque (Binon,1995). Além de
que, quando associado a carga ciclica mastigatoria, gera a complicagdo mais relatada
que € a instabilidade, que resulta no afrouxamento e ou fratura por fadiga do parafuso
(Huang, Wang, 2019; Katsavochristou et al., 2019; Vinhas et al., 2020), levando a
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desadaptacéo e falha da prétese (Katsavochristou et al., 2019; Pjetursson et al., 2012;
Vinhas et al.; 2020).

Embora o afrouxamento do parafuso do pilar, seja ajustado com o retorque ou
mesmo a substitui¢cdo, a incidéncia de tensdes sobre o parafuso pode gerar alteragdes
na micro geometria do parafuso ou a fadiga do metal (Barbosa et al., 2008), além das
forcas mastigatérias constantes, que provocam deformagdes elasticas (Tey et al.,
2017), e o recorrente afrouxamento do parafuso (Huang, Wang, 2019).

Em relagdo aos fatores biomecanicos sobre implantes, a auséncia do
ligamento periodontal (Schwarz, 2000) torna o conjunto implante/pilar incapaz de se
adaptar prontamente as tensdes geradas pela mastigacao, resultando no aumento da
microfenda na regido de unido implante/pilar (Assuncéo et al., 2011; Huang, Wang,
2019; Quirynen et al., 1994; Sasada et al., 2017; Talebi Ardakani et al., 2019).

Essa desadaptacgao funciona como um nicho de bactérias, causando, muitas
vezes, reacgdes inflamatdrias nos tecidos moles e duros periimplantares, pela
colonizagéo bacteriana, inclusive, no interior do implante (Carnovale et al., 2020; Liu,
Wang, 2017; Chawhuaveang et al., 2021; Suarez-Lépez et al., 2016). Quando
associada ao micro movimento decorrente da mastigacdo, ocorre um efeito de
bombeamento do infiltrado bacteriano com consequéncias mais prejudiciais para a
estabilidade éssea marginal, pois promove uma maior infiltragdo de fluido, que é
contaminado com endotoxinas, compostos acidos e bactérias, no interior do conjunto
implante pilar e na area peri-implantar adjacente (Liu, Wang, 2017; Lopes et al., 2018).

Na tentativa de minimizar esse conjunto de efeitos maléficos causados pelo
destorque do parafuso associado a colonizagao bacteriana, estudos (Bulaqi et al.,
2019; Park et al., 2010; Seloto et al., 2018) sugerem que o uso de lubrificantes, podem
reduzir o coeficiente de atrito, o que leva a um resultado positivo na resisténcia ao
afrouxamento dos parafusos. A reducao do coeficiente de friccao entre as superficies
de contato, gera maiores valores de pré-carga e, consequentemente, maior
estabilidade do sistema implante/pilar, logo, o coeficiente de atrito e a pré-carga séo
diretamente relacionados e inversamente proporcionais (Jorge et al., 2013).

O filme de carbono semelhante ao diamante (DLC), € um tipo de lubrificante
solido amplamente utilizado e composto de carbonos amorfos hidrogenados e nao
hidrogenados (a-C: H e a-C, respectivamente) com diferentes estruturas de acordo

com sua composicado quimica, que possui propriedades mecanicas altamente
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desejaveis, além da biocompatibilidade (Grill, 2003; Kwok et al., 2007; Tiainen, 2001).
Possui propriedades como baixo coeficiente de atrito, resisténcia ao desgaste e a
corrosao, inércia quimica e a possibilidade de deposi¢cao em substratos metalicos com
diferentes formas (Kim et al.,2005; Roy, Lee, 2007). E pode ser utilizado como
revestimento protetor de superficies expostas ao ambiente aeroespacial (Fraga et al.,
2012; Hinlber et al., 2010; Tiainen, 2001).

Dentre as vantagens da aplicacdo do DLC esta na diminuicdo da rugosidade
superficial resultante do material, que leva a reducdo da adesao bacteriana (Vilarrasa
et al., 2018), influenciando assim, na preservacao dos tecidos mucosos. A rugosidade
da superficie do material tem relagao direta com a aderéncia bacteriana e maturagao
do biofilme (Bollen et al., 1996; Hu et al., 2019; Marciano et al., 2009; Roehling et al.,
2017; Vilarrasa et al., 2018; Yang et al., 2022), sendo aliado na prevenc¢éo da doenga
periimplantar (Lutz et al., 2018; Preethanath et al., 2017; Quirynen et al., 1993).

Porém, independentemente das inumeras propriedades do DLC, a falha de
adeséo € apontada como uma das principais limitacdes dos revestimentos. Entretanto,
0 uso de um dopante incorporado na matriz de carbono amorfo inicial, pode ajudar a
resolver o problema (Liu et al., 2018; MeSkinis et al., 2014). Diferentes elementos,
como Ti, Cr, Co, Ni, Al, Ag e Si, podem ser adicionados aos revestimentos DLC (DLC
dopado ou ligado) para reduzir as tensdes internas e modificar propriedades como a
energia superficial, estabilidade térmica, dureza, coeficiente de atrito, rugosidade da
superficie, prevengao ou eliminagdo da adesio bacteriana e até biocompatibilidade
(Cazalini et al., 2017; Harrasser et al., 2015; Liu et al., 2018).

Dentre essas associagdes promissoras esta a utilizacdo da prata (Ag) como
dopante (Cardoso et al., 2016; Juknius et al., 2016). Estudos demonstraram que a
prata incorpora caracteristicas adicionais, melhorando as propriedades triboldgicas do
DLC, diminuindo as taxas de fragilidade, de modo a aumentar a tenacidade, além da
acao antibacteriana, onde seu amplo espectro de acao atua contra bactérias Gram
positivas, Gram negativas e fungos (Nandi et al.,, 2018; Rezvani et al., 2019) que
ampliam ainda mais as propriedades benéficas (Manninen et al.,2013; Schwarz et al.,
2011; Yu et al., 2013).

O desenvolvimento e aprimoramento dos sistemas e componentes de
implantes sédo fatores importantes na busca da qualidade e do sucesso das

reabilitacbes dentarias. Considerando os fatores envolvidos nas falhas descritas bem
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como, a possibilidade de aperfeicoamento do conjunto pilar-parafuso, o objetivo desse
estudo foi avaliar a influéncia do método de deposi¢cdo do DLC (Diamond-like carbon)
em parafusos de pilares (Lepesqueur et al., 2015) quanto a um melhor selamento da
micro desadaptacdo e propriedades antibacterianas, reduzindo a infiltragcdo e/ou
aderéncia de micro-organismos por esta interface. A redugao desta infiltracdo podera
reduzir a perda 6ssea ao redor do implante, evento comumente encontrados na clinica

e que geram transtornos tantos aos profissionais como aos pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O ponto de partida da implantodontia na odontologia, teve inicio com o pai da
implantodontia moderna, através do professor Per-Ingvar Branemark na Universidade
de Gotemburgo (Branemark et al., 1969), na Suécia, e com o professor André
Schroeder na Universidade de Berna, na Suiga (Schroeder et al., 1976). O professor
Branemark foi o primeiro a observar que o titanio tinha a propriedade unica que ele
denominou de "osseointegracao” (Branemark et al., 1977).

A partir da observacao da osseointegragao por Branemark, o titanio, devido
as suas propriedades fisicas e biolégicas, passou a ser estudado em diversas areas
biomédicas e muitos pesquisadores contribuiram para o desenvolvimento dos
implantes dentarios, incluindo o professor André Schroeder (Schroeder et al., 1976) e

o Dr. Fritz Straumann de Waldenburg, Suica (Greenberg, 2015).

2.1 Intercorréncias na parte protética do implante

2.1.1 Complicagdées mecanicas

Nos ultimos quase 60 anos, a osteointegracdo mudou profundamente os
tratamentos odontologicos restauradores e transformou a implantodontia num
tratamento de sucesso (lonescu et al., 2022). No entanto, a utilizagdo de préteses
sobre implantes sempre apresentou desafios para a reabilitagcdo. Ha bastante tempo
o conhecimento sobre os fatores mecanicos das préteses sobre implante geram
pesquisas a fim de soluciona-los e identificam o parafuso como sendo uma principal
complicagéo para estabilidade do conjunto implante/pilar/prétese (Jemt et al., 1990;
Jemt,1991; Lang et al., 1999; Vinhas et al., 2020).

A indicacao inicial era de que as reabilitagbes com implantes hexagono
externo s6 deveriam ser utilizadas em situagdes clinicas de multiplos implantes, por

suportar as forgas oclusais principalmente nos molares, apesar de principalmente a
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higiene, além da estética, ndo serem favoraveis (Jemt, 1986). Alguns estudos também
alertavam para o desenho da protese e o posicionamento dos implantes, por
possuirem grande influéncia na distribuicdo das for¢cas mastigatérias sobre os
implantes (Rangert et al., 1989; Rangert, 1993). Ainda fazia parte das indicacdes o
uso de material que absorvesse as cargas oclusais como a resina acrilica, que por
apresentar um menor modulo elastico, promovendo um amortecimento interno dessas
forgas (Jemt, 1986; Rangert et al., 1989; Shalak, 1983).

Atualmente, encontram-se disponiveis comercialmente varios sistemas de
implantes, com diferentes formatos, superficies, tamanhos e distancias entre as
roscas, assim como diferentes possibilidades de conexdo entre implantes e
conectores protéticos. O sistema mais utilizado, e talvez por ser o primeiro proposto,
também o mais bem documentado, € o sistema de conexdo hexagonal externa
proposto por Branemark et al. (1969). Entretanto Jemt relatou que nao havia
componente que garantisse a estabilidade rotacional entre o pilar e uma coroa e
sugeriu modificacbes no desenho do pilar para permitir a restauracdo de espaco
edéntulo unico com implante (Jemt, 1986). Hoje ha uma plataforma de conex&o
hexagonal que age como um mecanismo anti-rotacional, sendo, juntamente com o
parafuso protético, o responsavel pela estabilidade mecanica do conjunto implante-
conector protético.

Os aspectos biomecanicos, principalmente na distribuicdo das cargas
verticais e/ou laterais da prétese sobre implante foram estudados em 1983 (Skalak,
1983). Skalak concluiu que o implante e componente protético por passarem a formar
um corpo unico, € necessario cuidado para que nao ocorram pontos de sobrecarga
nem nos componentes nem no tecido 6sseo subjacente, para que nenhuma das
estruturas ultrapassem a capacidade de fadiga a longo prazo, comprometendo a
longevidade do tratamento (Skalak, 1983).

Ja na década de 90, Sorensen et al. (1991) avaliaram a adaptagdo nas
interfaces de proteses unitarias, com implantes com conexao hexagonal externa, para
verificar se a adaptagao das interfaces poderia interferir no acumulo de biofiime e
consequente no desenvolvimento de inflamacado gengival. Foram comparadas as
interfaces implante-conector protético e conector protético-protese. Porém a analise
soO foi feita por meio de observagao direta, com auxilio de um microscépio, nao

apresentando diferenga estatistica significante entre os grupos (Sorensen et al.,1991).
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Binon e MacHugh, em 1996, avaliaram a influéncia da liberdade rotacional em
implantes de hexagono externo de dimensdes diferentes, na estabilidade da unido
parafusada. Seus resultados mostraram uma média de liberdade rotacional de 5°, e
uma correlagcado direta entre a liberdade rotacional do conjunto implante/pilar e o
afrouxamento do parafuso, sendo que esta unido € mais resistente ao afrouxamento
quanto menor € a liberdade rotacional.

Durante toda a década de 90 diversos estudos foram desenvolvidos na
tentativa de avaliar os aspectos biomecanicos relacionados a longevidade dos
implantes dentarios em funcao e relataram que sob cargas oclusais, o hexagono
externo pode permitir micromovimentos do pilar, causando instabilidade, o que pode
resultar no afrouxamento do parafuso da coroa ou do pilar ou até mesmo em fraturas
por fadiga (Adell et al.,1990; Avivi-Arber, Zarb,1996; Jemt, 1991; Sakaguchi,
Borgersen,1993). As complicagbes com os parafusos, foram estudadas tanto em
situagdes de boca totalmente desdentada (Jemt, 1991; Kallus, Bessing, 1994; Schmitt,
1990) quanto para boca parcialmente desdentada (Becker, Becker, 1995; Jemt et al.,
1992; Lekholm et al., 1994).

Ainda na década de 90, mesmo sendo considerado baixo nimero de falhas,
foram propostas medidas preventivas como o ajuste passivo da oclusao, o retorque
dos parafusos com um intervalo frequente e cantilevers mais curtos para reduzir as
forgas de alavanca (Avivi-Arber, Zarb,1996; Jemt, 1991; Naert et al., 1992; Sakaguchi,
Borgersen;1993).

Em 1999, Goodacre et al. realizaram uma revisdo de literatura, com todos os
estudos clinicos disponiveis de 1981 a 1997 compilando todas as complicagdes
clinicas dos implantes osseointegrados e observaram que o afrouxamento do
parafuso foi a complicacdo mecanica mais frequentemente relatada. A incidéncia de
afrouxamento dos parafusos do pilar variou de 1% a 45%, com uma faixa de incidéncia
comparavel de 1% a 38% para o afrouxamento dos parafusos da protese. Ocorreu
mais afrouxamento do parafuso em coroas simples do que com qualquer outro tipo de
prétese (Goodacre et al., 1999). Além de que os parafusos da protese fraturaram com
mais frequéncia (faixa de 1% a 19%) do que os parafusos do pilar (faixa de 0,5% a
8%) (Goodacre et al., 1999).

Segundo Lang et al. (1999), o meio intraoral n&o € a passivo, e o resultado

dessas forcas, que incluem contatos oclusais fora do eixo, contatos de excursao
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lateral, contatos interproximais entre dentes naturais e restauragdes
implantossuportada, contatos protrusivos, forcas parafuncionais e estruturas nao
passivas que se ligam aos implantes, uma vez que excedam a pré-carga do parafuso,
tornam o conjunto implante/pilar/prétese instavel, devido ao afrouxamento do parafuso
(Lang et al., 1999).

A partir do final da década de 1990, os dados relatados mostraram uma queda
significativa na incidéncia de complicagdes mecanicas a medida que novos designs
protéticos, materiais e controle de torque foram utilizados (Simon, 2003).

Bakaeen et al., em 2001 corroboraram com outro estudo da época (Hass et
al., 1995) e relataram a ocorréncia de maior complicacdo para restauragdes
implantossuportadas nas regides dos pré-molares e molares. A sobrecarga oclusal
gerada, durante a mastiga¢ao, € maior na regiao de primeiro molar e depois na regido
de pré-molares (Bakaeen et al.,, 2001; Hass et al., 1995). Segundo a pesquisa
(Bakaeen et al., 2001), onde testaram o comportamento do parafuso frente a varias
disposicdes de mesa oclusal e/ou didmetro do implante, concluiram que o
estreitamento da mesa oclusal das restauragdes de implantes unitarios pode reduzir
o grau de afrouxamento do parafuso (Bakaeen et al., 2001; Hass et al., 1995)

Estudos realizados descrevem que o parafuso responsavel pela manutencgao
do sistema implante/pilar/prétese em posicao, recebe uma pré-carga que introduz uma
tensdo de compressdao a medida que os componentes sao fixados (Siamos et al.,
2002; Winkler et al., 2003). Uma das principais causas do afrouxamento do parafuso
€ a “perda de pré-carga”, afetando a estabilidade do parafuso, que esta diretamente
relacionada ao coeficiente de atrito, geometria do parafuso e propriedades dos
materiais da superficie de contato (McGlumphy et al., 2003; Siamos et al., 2002;
Winkler et al., 2003).

Nas décadas seguintes, os estudos tém tentado propor alteracbes na
geometria do parafuso que favorega a remogao, caso ocorra fratura (Melo-Filho et al.,
2019); além da melhor manutengao do torque, o que inclui o uso de lubrificantes que
reduzem o atrito no momento da insergao (Kim et al., 2005; Lepesqueur et al., 2015).
Também, modificaram o protocolo de insercao do parafuso tanto com a forca e o
intervalo de aplicacdo de torque, na tentativa da manutencdo da pré-carga apos
apertos multiplos (Al-Otaibi et al., 2017; Bernardes et al., 2014; Cashman et al., 2011;
Ferreira et al., 2012; Kim et al., 2020).
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2.1.2 Complicagoes biolégicas

A colonizagdo da cavidade bucal, nos seres humanos, inicia-se durante o
nascimento e a presenga de bactérias continua por toda a vida (Bowden, Edwardsson,
1995). S&o varias as espécies bacterianas que colonizam a cavidade bucal
transitoriamente. Entretanto, se houver uma superficie favoravel para sua aderéncia
e permanéncia, essa colonizagdo poder ser prolongada (Socransky, Manganiello,
1971).

Entdo, dentre as adversidades existentes na implantodontia, a adeséao
bacteriana € responsavel por infeccbes e pela falta de integracdo tecidual bem-
sucedida (Carnovale et al., 2020; Gristina, 1987). A capacidade de aderir as
superficies € uma propriedade geral de quase todas as bactérias e depende de uma
série de eventos quimicos e bioldgicos e as vezes especificos (Gristina, 1987, 2004).

A ligagdo de microrganismos a uma superficie € influenciada pelas
caracteristicas fisicas e quimicas do material, por exemplo, energia superficial, carga
superficial, rugosidade, molhabilidade, topografia e composi¢ao quimica (Song et al.,
2015; Zhang et al., 2015).

Em condigbes bucais, a formacao de biofilme é adicionalmente influenciada
pela presenga de fluidos corporais (Chawhuaveang et al., 2021; Hannig, 2002). Uma
vez inseridos na cavidade oral, os componentes do implante sao imediatamente
expostos a saliva, sangue e fluidos sulculares, e uma pelicula de proteinas absorvidas
se forma nas superficies (Chawhuaveang et al., 2021; Lendenmann et al., 2000).

E levando em consideracdo a complexidade dos procedimentos para o uso
de um biomaterial, a ocorréncia de infecgdo seja ela resistente ou recorrente, pode
muitas vezes ser catastrofica e sempre onerosa no uso desses materiais (Welander
et al., 2008).
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2.1 Penetragao bacteriana e de fluidos pela interface implante/pilar

Independentemente da existéncia de implantes, ndo ha duvida da relacao de
causa e efeito do biofilme dentario com os dentes naturais, a gengivite ou a doenga
periodontal (Chawhuaveang et al., 2021; Kligman et al., 2021; Meffert, 1996). As
bactérias especificas da doencga periodontal sempre foram relacionadas aos implantes
dentarios osseointegrados (Dhir, 2013; Eggert, Levin, 2018; Koka et al.,1993; Lorenz
et al., 2019; Penarrocha-Oltra et al., 2016), porém revisdes recentes sobre doenca
indicaram uma prevaléncia maior de Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Prevotella intermedia e Tannerella forsythia em biofilmes de peri-implantite em
comparagao com outros biofilmes de periodontite ou implantes saudaveis (Sahrmann
et al.,, 2020). Além de Tannerella spp., Parvimonas spp., Fusobacterium spp. e
Campylobacter spp. indicando que a peri-implantite € causada por um biofilme
complexo sendo um fator que precisa ser amplamente estudado, na tentativa de
minimizar a acao deletéria do biofilme dentario sobre a estabilidade e sucesso do
implante (Sahrmann et al., 2020).

A adesao bacteriana também depende das propriedades da célula bacteriana,
porque diferentes espécies variam em tamanho celular, hidrofobicidade, potencial zeta
(carga de superficie) e abundancia de estruturas de fixagdo (Song et al., 2015; Zhang
et al., 2015). A maioria das células bacterianas sdo carregadas negativamente,
portanto, superficies carregadas negativamente sdo geralmente menos propensas a
adesao bacteriana (Hu et al.,, 2019). Uma vez aderidas, inicia-se a fase de
acumulagdo, onde os microrganismos se multiplicam formando varios grupos de
células em camadas na superficie do implante, denominada de biofilme (Dhir, 2013;
Subramani et al., 2009).

Apos o primeiro contato do implante com a cavidade bucal, proteinas e
glicoproteinas salivares se ligam no implante formando um filme fino, a chamada
pelicula adquirida (Busscher et al., 1997; Dhir, 2013; Quirynen et al., 1994). Estas
moléculas atuam, principalmente, promovendo a adesdo e agregacdo de
microrganismos. Sendo que o substrato também interfere nesse processo, em que
superficies mais asperas, como o exemplo das superficies dos implantes e dos pilares

geralmente acumulam mais biofilme, enquanto substratos de baixa energia de
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superficie e materiais hidrofébicos e hidrofilicos podem minimizar a formacgédo de
biofilme (Dhir, 2013; Hu et al., 2019; Subramani et al., 2009; Yang et al., 2022).

Além da complexidade microbioldgica do biofilme (Dhir, 2013; Eggert, Levin,
2018; Koka et al.,1993; Lorenz et al., 2019; Penarrocha-Oltra et al., 2016; Sahrmann
et al., 2020), a geometria do conjunto implante/pilar apresenta uma microfenda que
permite micromovimentos entre o pilar e o implante e é incapaz de se adaptar as
tensdes geradas pela mastigagao (Carnovale et al., 2020; Chawhuaveang et al., 2021;
Ericsson et al., 1995; Gross et al.,1999; Liu, Wang, 2017; Quirynen et al., 1993;
Quirynen et al., 1994; Suarez-Lépez et al., 2016). Na maioria dos estudos, segundo
Pereira et al. (2017), a discrepancia marginal, implante-pilar considerada clinicamente
usual é de cerca de 100 um, antes de ser colocado em funcéo, e essa microfenda
tende a aumentar apos o inicio do esforgco mastigatorio.

Com uma flora oral de mais de 700 espécies de microrganismos, a
contaminagao interna do implante ocorre facilmente através da microfenda, o que
resulta na troca de biomateriais entre a cavidade interna do implante e o ambiente oral
peri-implantar, promovendo um ambiente critico para reabsorgéo 6ssea (Jansen et al.,
1997; Listgarten, 1999; Quirynen et al., 1994; Scarano et al., 2005; Teixeira et al.,2011;
Tsuruta et al., 2018). Além de alguns autores afirmarem que a contaminagao ja pode
ocorrer durante o ato cirurgico (Furst et al., 2007; Harder et al., 2010; Scarano et al.,
2005) e/ou na instalagédo da prétese (Harder et al., 2010; Hou et al., 2013; Scarano et
al., 2005).

2.2 Revestimento da superficie com propriedades antibacterianas

2.2.1 Filme de carbono tipo diamante (DLC)

Originalmente os filmes de carbono amorfo foram mencionados pela primeira
vez em um trabalho em 1953 desenvolvido por Schmellenmeier, onde o principal
objetivo da pesquisa era a formagao de carbeto de tungsténio, também chamado de

Widia, sobre a superficie desta liga. Durante a analise dos resultados dos
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experimentos, ele constatou a formag¢ao de um filme duro de carbono amorfo sobre o
catodo, em temperaturas relativamente baixas e por meio de uma descarga
incandescente em atmosferas de hidrocarbonetos. Porém também observaram filmes
amorfos pretos e muito duros que foram depositados quando a corrente de descarga
nao foi muito alta (Bewilogua, Hofmann, 2014).

Em um segundo artigo publicado em 1956, Schmellenmeier relatou que
esses filmes duros de alguns pm de espessura tinham estrutura amorfa e formavam
estruturas cristalinas que através da difragdo de raios X foram caracterizados como
diamante (Bewilogua, Hofmann, 2014).

A partir das descobertas de Schmellenmeier, varias pesquisas tiveram inicio
na década de 60, com o objetivo de conhecer e melhorar a deposigdo ou modificagédo
da superficie do metal visando aprimorar o desempenho do metal frente ao desgaste
(Bewilogua, Hofmann, 2014; Sonntag et al., 2012; Tiainen, 2001). A busca era de um
material que nao deveria garantir a lubrificagcdo sé em condic¢bes fisioldgicas, mas
também deveria apresentar resisténcia mecanica, resisténcia a corrosao e
biocompatibilidade adequadas (Bewilogua, Hofmann, 2014; Sonntag et al., 2012;
Tiainen, 2001).

Ja em 1971, Eisenberg e Chabot desenvolveram um trabalho com filmes
amorfos de carbono e foram os precursores no uso do termo “Diamond-like Carbon”.
Seus filmes eram depositados com o uso de um feixe idbnico composto por argénio e
carbono, sobre substratos a temperatura ambiente (Vetter, 2014). Estes filmes foram
caracterizados como de alta resisténcia quando submetidos ao scratch test,
eletricamente isolantes, opticamente transparentes e quimicamente resistentes.
(Vetter, 2014).

O DLC é formado a partir de um arranjo de atomos de carbono podem ser
organizados em diferentes estruturas multiatdmicas (alétropos). Diamante e grafite
sao os alétropos mais conhecidos, porem existem muitos outros arranjos atémicos
como: grafeno, carbono vitreo, carbono amorfo (Robertson, 2002; Vetter, 2014).

Como exemplo, o diamante tem 100% de hibridizagéo de ligagao de carbono
sp3. Ahibridizacao da ligacao sp3 de carbono leva a uma perfeita simetria da estrutura
do diamante, que fornece propriedades como dureza extremamente alta, excelente
condutividade térmica, alta resistividade elétrica, inércia quimica, transparéncia

Optica, banda larga e baixa taxa de desgaste em varios sistemas triboldgicos
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(Robertson, 2002; Vetter, 2014). Ja o grafite tem fortes propriedades anisotropicas em
uma diregao, na qual ha hibridizagao sp2 dos atomos de carbono, enquanto na diregéo
perpendicular ha apenas uma fraca forca de van der Waals atuando. A hibridizacao
sp2 resulta em baixa dureza, baixa resistividade elétrica e alta taxa de desgaste,
combinada com baixo atrito (Robertson, 2002; Vetter, 2014).

E o DLC é carbono amorfo em uma rede desordenada de atomos de carbono
com uma mistura de ligagdes coordenadas sp3 e sp2. A familia de filmes de carbono
amorfo é chamada de diamante tipo carbono, ou DLC e provaram ser uteis em uma
ampla gama de aplicagdes (Hinuber et al., 2010; Jones et al., 1999; Linder et al., 2002;
Yang et al., 2003).

Ao longo dos anos, até a década de 90, a utilizacdo do DLC ja estava em
escala industrial, porém concentrava-se na area de eletronica, e depois expandiu para
laminas de barbear e sistemas de injecdo de combustivel a diesel (Yang et al., 2019).

Atualmente, os filmes de DLC sao utilizados em larga escala na industria, com
o objetivo de melhorar o desempenho de ferramentas e componentes, nos sistemas
de injecdo de combustivel, ldminas de corte para diferentes usos e a industria
eletrdnica, para a protecao de discos rigidos e demais dispositivos de armazenamento
de dados (Ferrari, 2004; Treutler, 2005). Sdo empregados como filmes protetores em
ferramentas de conformacdo, em embalagens plasticas como barreira protetiva na
industria de bebidas, em filmes anti-refletivos para a faixa de infravermelho e para uso
biomédico, evitando a liberagdo de particulas para o organismo e melhorando a
biointegracao (Shirakura et al., 2006; Vetter, 2014).

2.2.2 Filme de DLC na area médica e odontolégica

O emprego de filmes de DLC para o revestimento superficial de ligas metélicas
utilizadas como biomateriais, tais como ago inoxidavel, ligas de cromo-cobalto,
zircbnia e ligas de titanio tem se desenvolvido rapidamente proporcionando por
exemplo, a redugao do tempo de recuperagao poés-cirurgica (Amirtharaj Mosas et al.,
2022; Bewilogua, Hofmann, 2014).
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Com sua comprovada biocompatibilidade (Amirtharaj Mosas et al., 2022;
Bewilogua, Hofmann, 2014; Hinuber et al., 2010; Linder et al., 2002; Love et al., 2013;
Maas, 2016; Millan et al., 2020; Roy, Lee, 2007) a utilizagdo dos filmes de DLC se
deve principalmente em virtude de sua resisténcia aos fluidos corpéreos e da elevada
adesao celular favorecendo o crescimento de fibroblastos, osteoblastos e macréfagos,
sem inflamacgao e citotoxicidade, que pode ser obtida de acordo com os parametros
do processo de deposicédo utilizados (Millan et al., 2020). Pode ser encontrado
também em stents arteriais, agulhas de cirurgia oftalmoldgica, lentes de contato,
aplicacoes ortopédicas, odontoldgicas entre outras (Dearnaley, Arps, 2005; Dowling et
al., 1997).

O filme de DLC, além de minimizar a ocorréncia de corrosao do substrato no
ambiente organico, atende a uma demanda cada vez maior no sentido de impedir, ou
minimizar, a liberacdo para o organismo de particulas metalicas provenientes dos
substratos que podem gerar resultados indesejados como alergias, inflamacodes e
outros efeitos danosos ao organismo em virtude de seu acumulo (Dearnaley, Arps,
2005; Dowling et al., 1997).

Além de todas as caracteristicas descritas até agora, o DLC apresenta
também acao antibacteriana (Marciano et al.,2009a; Marciano et al., 2009b; Marciano
et al., 2011; Mass, 2016), que se traduz numa acao anti adesiva, 0 que nao permite
ou dificulta a adesao bacteriana e a subsequente ndo sao capazes de formar colénias
no material (Al-dJumaili et al., 2017; Maas, 2016; Medina et al., 2012). Esse efeito
antibacteriano, segundo os estudos acontece apenas para bactérias que se adsorvem
na superficie sem influenciar significativamente as bactérias no meio circundante (Al-
Jumaili et al., 2017; Maas, 2016; Medina et al., 2012).

O uso do DLC vem sendo estudado como uma alternativa para o tratamento
de superficie de implantes dentarios, na tentativa de melhorar os padrées de
osseointegracdo comparados aos tratamentos ja realizados comercialmente (De
Maeztu et al., 2007; Jennes et al., 2021). Outra aplicagcdo de filmes finos na
odontologia estad sendo realizada com filmes de silica (SixQy), para tratamento da
superficie de ceramicas a base de zircOnia, melhorando sua compatibilidade com os
cimentos resinosos e aumentando a energia de superficie do material (Amirtharaj
Mosas et al., 2022; Piascik et al., 2009; Piascik et al., 2011).
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2.3 Deposigao de DLC

Existem varias técnicas utilizadas na deposi¢céo de Carbono tipo diamante, e
em geral, as mais utilizadas sao: (Millan et al., 2020; Love et al., 2013; Robertson,
2002; Song et al., 2015)

- Pulverizagdo catodica por magnetron (PVD- Physical Vapor Deposition —
magnettron sputtering).

- Deposicao quimica em fase de vapor (CVD- Chemical Vapor Deposition) ou
reforgada com plasma (PECVD- Plasma Enhanced Chemical Vapour Deposition)

- Pulverizagao por feixe de ions e/ou deposicdo assistida por feixe de ions

(IBAD- lon Beam-Assisted Deposition).

2.3.1 Dopagem de nanoparticulas metalicas no DLC e efeito bactericida

As bactérias aderem e crescem em praticamente qualquer superficie,
formando comunidades multicelulares complexas, conhecidas como biofilmes, que
sdo associados as doengas patogénicas (Cyphert, von Recum, 2017; Echeverria et
al., 2020). Com isso ha a possibilidade de infeccbes que geram complicagdes de
diversos niveis, dependendo da resisténcia ao tratamento, além da dificuldade da
remocgao do biofilme (Cyphert, von Recum, 2017; Echeverria et al., 2020).

O controle e caracterizagdo de infecgdes por biofiime é essencial,
especialmente em superficies onde o seu crescimento é favoravel, o que inclui todo o
tipo de dispositivos utilizados na area de saude como, o ago inoxidavel, ligas de titanio,
materiais poliméricos, ceramicas etc. (Malheiro, Simdes, 2017; Percival et al., 2015;
Stoica et al., 2017).

De forma a enfrentar este problema, além da deposicao de filmes puros de
DLC, existe a possibilidade de adicdo ao filme de elementos quimicos especificos
durante o processo de deposi¢ao, processo que é denominado dopagem (Anuta et al.,

2022). E visa melhorar o desempenho que vai desde a potencializacdo de
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caracteristicas ja presentes nos mesmos, até a obtengcado de novas propriedades de
interesse. (Al Meslmani et al., 2015; Anuta et al., 2022; Mandracci et al., 2015).

Apesar do DLC puro apresentar baixo coeficiente de atrito e alta dureza,
possui tenacidade e propriedades de adesao inferiores. Com o intuito de melhorar
essas caracteristicas o DLC passou a ser dopado com varios elementos como N, F,
Ni, Al entre outros para fornecer uma quimica de superficie adequada. A dopagem do
DLC reduziu a tensao residual compressiva, aumentando assim a resisténcia a
adesédo do revestimento, além de boa resisténcia ao desgaste (Al Meslmani et al.,
2015; Anuta et al., 2022; Mandracci et al., 2015; Ruy et al., 2020; Sharifahmadian et
al., 2019).

Outro elemento quimico que é utilizado para a dopagem do DLC é a prata
(Ag), que além de melhorar as caracteristicas mecanicas, atua como antibacteriano
(Anuta et al., 2022; Manninen et al., 2013; Schwarz et al., 2011; Yu et al., 2013).

Uma série de estudos avaliaram o efeito antimicrobiano do filme de DLC e
DLC dopado com prata, depositados sobre amostras de aco inoxidavel e silicio, e foi
observado a redugao na concentracédo bacteriana média para as amostras com filmes
de DLC, sendo ainda mais marcante para os filmes dopados com prata (Maas, 2016;
Marciano et al., 2009a; Marciano et al., 2009b; Marciano et al., 2011).
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3 PROPOSICAO

O objetivo geral desse estudo foi avaliar os efeitos antimicrobianos do
revestimento em parafusos protéticos com nanofilmes de DLC (Diamond like carbono)
e DLC-Ag (dopado com nano-particulas de prata) depositados a plasma em implantes

com plataforma do tipo hexagono externo.

Os obijetivos especificos foram:

a) Avaliar o efeito antimicrobiano dos filmes de DLC e DLC-Ag e controle
sobre Enterococos faecalis na infiltragao bacteriana entre pilares protéticos e
implantes de plataforma do tipo hexagono externo;

b) Avaliar a citotoxidade de filmes de DLC e DLC-Ag e controle sobre
fibroblastos (3T3) por MTT.
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4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi dividida em 2 etapas:
12 etapa — Determinagao do padrao adequado de deposicao do fiime de DLC
sobre a liga Ti6Al4V em formato de discos;
— Estudo da efetividade antimicrobiana da deposig¢ao de DLC e DLC-
Ag, caracterizagao do filme depositado e citotoxicidade;
22 etapa — Avaliacdo microbioldgica do filme depositado nos parafusos e

testados no modelo real implante/pilar.

4.1 Fluxograma

Figura 1 - Fluxograma da caracterizagado do material

Caracterizagao do material
Discos Ti6Al4V

Grupo
S Grupo DLC-A
Controle P g
. . Perfilometria Espectroscopia de
Goniometria -
Mecanica espalhamento ramam

Analise de resultados

Legenda: Fluxograma caracterizagdo do material.
Elaborada pelo autor.




Figura 2 - Fluxograma da citotoxicidade

Expansdo celular / Fibroblastos 3T3

Células 2x10° células/poco

Contato células/amostra

Grupo Controle Grupo DLC Grupo DLC-Ag
N=6 N=6 N=6

Exposicdao ao reagente MTT

Analise de resultados

Legenda: Fluxograma citotoxicidade.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 3 - Fluxograma ensaio in vitro

Teste Microbiologico

Grupo Controle Grupo DLC Grupo DLC-Ag
n=10 n=10 n=10

}

Adesdo Microbioldgica
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Modelo Real Parafusos
Parafuso

Implante/Pilar Placa de 96 pogos

Andlise de resultados

Legenda: Fluxograma ensaio in vitro.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Determinacgao do padrao adequado de deposi¢cao do filme de DLC sobre a

liga Ti6Al4V em formato de discos

4.2.1 Preparo das amostras

Foram utilizados discos da liga discos de Ti6Al4V para a padronizagédo da
metodologia de deposi¢cao do DLC e DLC-Ag.

As amostras para deposicéo dos filmes de DLC foram obtidas através do
corte por usinagem de barras redondas com 19 mm de didmetro e 1 mm de espessura
da liga de titanio Ti6AI4V.

Apods o corte, os seguintes procedimentos foram realizados previamente a
deposigao do filme:

Lixamento da superficie que recebera o filme com o uso de lixas de carbeto
de silicio de granulometrias de 600, 1.200 e 2.000;

Polimento com pasta de polimento universal - Ivoclar Vivadent.

Limpeza das amostras com o auxilio de cuba ultrassbnica imersas em alcool
durante 15 minutos e secagem.

Esta preparacdo € necessaria para a obtencao de uma superficie com a
menor rugosidade possivel, em virtude de o DLC n&o apresentar boa aderéncia
quando depositado diretamente sobre substratos metalicos, e foi realizada a
deposi¢cao de uma intercamada de um filme a base de silicio, carbono e oxigénio,

denominado aqui por SiCxOy (Figura 1) (Bonetti et al., 2006).
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Figura 4 — Representacédo esquematica da deposi¢ao do filme de DLC por PECVD

Filmede DLC

Intercamada de silicio

Substrato

TigAl,V

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.2 Deposicao do filme de DLC

A deposigao dos filmes de DLC e de DLC-Ag sobre os discos de Ti6AI4V e
sobre os parafusos protéticos de Ti6Al4V foram realizados no Laboratério de Plasmas
e Processos — LPP da Divisado de Ciéncias Fundamentais do Instituto Tecnoldgico de

Aeronautica (ITA), Sdo José dos Campos, SP, Brasil.

4.2.2.1 Reator de PECVD

Para a deposigao do DLC e DLC-Ag foi utilizado um reator que contém duas
fontes para geragdo de plasmas: uma fonte de corrente pulsada (Advanced Enegy
Pinacle Plus+ 5 kW x 5 kW), operando em 25 kHz que foi utilizada para a geragao de
plasma no catodo principal utilizado como porta amostra, e uma fonte de corrente
(Supplier Power Supply, modelo FFCT 1000-100i) para a geragao de plasma em um
catodo oco de prata que foi utilizada para fazer a dopagem de prata nos filmes DLC-
Ag.

A temperatura das amostras foi medida por um termopair, tipo k, inserido no
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interior do porta amostras. O fluxo de argdnio (Ar) e metano (CH4) foram controlados
e medidos através de controladores de fluxo e fluximetros da marca MKS, modelos
247C e 1179, respectivamente. Ja o fluxo de hexametildisiloxano (HMDSO) foi medido
através da pressao parcial deste vapor na camara do reator a plasma (Figuras 5,6 e
7).

Figura 5 — Reator para deposi¢ao dos filmes de DLC por PECVD

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 6 — Diagrama esquematico do sistema de plasma indicando os seus principais

componentes

VISTA LATERAL

30 cm

3
-

Tampa do reator

45 cm

i+

DC

‘pe’ Pulsada Bomba
de vacuo

Argbnio

VISTA SUPERIOR

Legenda: Diagrama esquematico da vista lateral e superior do reator de PECVD com suas dimensoes,

principais componentes e fluxo de precursores.
Fonte: Elaborada Oliveira AD, 2018.

Figura 7 — Reator de PECVD

Legenda: a) visédo da camara e do sistema de bombeamento; b) componentes no interior da cdmara do
reator: 1) camisa de ago inoxidavel; 2) tubo distribuidor de gases; 3) porta amostras.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.2.2 Processos de deposicao

As deposicdes foram realizadas utilizando a técnica de deposi¢cdo quimica a
vapor assistida por plasma (PECVD - Plasma Enhanced Chemical Vapour Deposition),
em um reator a plasma constituido por uma camara cilindrica de 30 cm de altura por
30 cm de diametro (Figura 5). A pressao de fundo na camara de plasma é de 1,0 x 10
3 Torr e manteve-se esta condigéo por 30 min, de forma a limpar a rede e minimizar a
presengca de gases, umidade e particulas estranhas ao processo. Essa pressao é
atingida com o auxilio de uma bomba de vacuo mecanica de dois estagios (Edwards
Vacuum, modelo E2M18). A pressdo € medida por sensores de pressao (Pirani,
modelo APG-100X, da Edwards Vaccuum).

A partir deste momento, foram feitos incrementos moderados de tenséo de
forma a elevar a temperatura até 530 °C e ajustou-se a pressao da camara para 3
Torr. O tempo total decorrido desde o inicio do vacuo até o atingimento desta
temperatura foi de 45 min.

Atingidas estas condi¢cdes, manteve-se o fluxo de argdnio em 30 sccm e
iniciou-se a admissao do precursor liquido de silicio (TMS) na camara por um periodo
de 10 min, de modo a possibilitar a formagao de uma intercamada, que pode atingir
uma espessura de até 0,3 uym (Figura 8). Esta intercamada, é realizada em virtude de
o DLC nao apresentar boa aderéncia quando depositado diretamente sobre substratos

metalicos, e o silicio viabiliza o ancoramento do filme.
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Figura 8 — Reator

Legenda: a) reator; b) formagao do plasma em torno do porta amostras.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Apos a deposicao da camada de silicio (SiCxQy) o plasma foi desligado e
aguardado (aproximadamente 60 minutos) o resfriamento da amostra até 175 °C em
fluxo de argdnio com o sistema de vacuo ligado, mantendo uma pressao de 0,3 Torr,
tendo sido elevado para 5 sccm apds 5 min de processo, sendo que esta etapa teve
uma duragao de 15 minutos, onde encontra-se a melhor condi¢ao para o inicio da
deposigao do filme de DLC. Ao atingir os 175 °C ligou-se também a fonte de poténcia
do catodo oco energizando-o com valores fixos de poténcia de acordo com os
objetivos de cada experimento.

No caso da camada de DLC, a deposicao foi realizada utilizando um fluxo de
60 sccm de Ar e 3,8 sccm de metano (CH4) numa pressao de 0,6 Torr e 18 w de
poténcia na fonte DC pulsada (25 kHz), durante 20 minutos. Ao final do processo, o
fluxo de metano foi interrompido, a fonte foi desligada e por fim, interrompeu-se o fluxo
de argbnio. A camara do reator foi mantida sob vacuo até que a temperatura atingisse
80 °C. Atingida esta condigédo, a camara foi aberta para a retirada das amostras do
seu interior.

No caso da deposigdo de DLC-Ag, foi utilizado os mesmos parametros e
condigdes utilizados para a deposig¢ao do DLC adicionando um plasma no catodo oco
de prata para fazer a dopagem deste elemento no filme de DLC. Para geracao do
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plasma de catodo oco foi utilizado uma fonte dc com uma poténcia média de

aproximadamente 190 W. de poténcia de acordo com os objetivos de cada

experimento.

O quadro 1 apresenta os valores utilizados para a deposi¢do dos filmes de

SiCxOy (interface para melhoria da aderéncia dos filmes de DLC e DLC-Ag, assim
como dos filmes de DLC e DLC/Ag.

Quadro 1 — Parametros e condi¢des de posi¢ao dos filmes de DLC e DLC/Ag

Fluxo Fluxo SEENEE
Atividade argdnio | HMDSO DC Poténcia | Temperatura T.empo Pressio
pulsada DC (W) (C) (minutos) (Torr)
(sccm) (Torr)
(W)
Aquecimento 60 190 25 -550 ~ 40 0,9-1,0
Interface
(SIC,0,) 60 0,02 60 550 15 0,6
Resm?memo 60 550 - 175 ~60 0,3
Deposicéo
DLC 60 18 175 20 0,6
Deposicéo
DLC/Ag 60 18 190 175 20 0,6
Resmgmem" 60 175-30 ~210 0,3

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Caracterizagao dos filmes de DLC

A caracterizacgao foi realizada nos filmes de DLC e DLC-Ag depositados sobre

disco da liga discos de Ti6AI4V.
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4.3.1 Perfilometria mecanica dos filmes de DLC e DLC-Ag

Para a realizagéo deste teste nos filmes obtidos foi utilizado um perfildmetro
mecanico (P-7 Stylus Profilometer KLA Tencor, USA), disponivel Laboratério de
Plasmas e Processos — LPP da Divisdo de Ciéncias Fundamentais do Instituto
Tecnoldgico de Aeronautica (ITA) (Figura 9). Para a execugao dessa técnica, a leitura
€ realizada por uma ponta de diamante que percorre a superficie da amostra,
realizando uma leitura da topografia da amostra (Bonetti, 2008).

Nesse estudo foram utilizadas amostras de silicio para realizagdo da leitura
em perfildmetro. Para isso, durante o processo de deposicao dos filmes, um substrato
de silicio foi colocado no porta amostra juntamente com os discos de titanio em cada
deposigao realizada. Esse substrato de silicio foi parcialmente coberto por um outro
fragmento de silicio, para formar um degrau entre a superficie exposta, na qual o filme
se depositou, e a parte coberta que ficou sem o filme, permitindo, assim, a leitura da
espessura do filme e a taxa de deposi¢cdo quando a ponta de diamante do perfildmetro

deslizasse sobre a superficie da amostra de silicio.

Figura 9 — Perfildbmetro

Legenda: Perfildbmetro utilizado para medir a espessura dos filmes de DLC.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3.2. Analise de aderéncia dos filmes de DLC pela técnica de scratch test

A qualidade da aderéncia do filme ao substrato é uma informacao de grande
interesse quando se trata de processos de deposigao, para garantir que os beneficios
provenientes das suas propriedades, como resisténcia ao desgaste e inércia quimica
estejam disponiveis.

As propriedades fisicas das amostras foram analisadas pela técnica scratch
test, também conhecido como teste de riscamento, na qual se verifica a adesao do
filme ao substrato, pois ha a necessidade de espessuras minimas do filme, para
garantir a maxima adesdo. Através desta técnica, uma ponta de elevada dureza,
também denominada indentador, desliza a uma velocidade constante por uma
distancia pré-definida sobre a superficie a ser caracterizada, exercendo uma forga
normal que pode ser constante ou variavel (Figura 10). Os resultados podem variar
desde um sulcamento com presenca apenas de deformacéao plastica para materiais
ducteis a geragao de trincas e debris em materiais frageis, bem como a delaminagao
do revestimento sobre o substrato (Jardret et al., 1998).

Esta analise gera resultados de carga critica (Lc) que é aquela em que o filme
comega a se quebrar e/ou delaminar, o que € indicado pelo aumento repentino no
coeficiente de atrito (pois o coeficiente de atrito do substrato € maior do que o do filme)

e/ou pelo aumento da intensidade do sinal acustico (Bonetti, 2008).

Figura 10 — Indentador, trilha e as forgas atuantes no scratch test

Forga
Normal
Aplicada

Trilha,

For¢a
Tangencial

—_— Indentador

—— Filme

. r Substrato

Legenda: Indentador, sua regido de atuacéo, a trilha produzida e as for¢cas atuantes.
Fonte: Oliveira, 2018.
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Os testes de scratch foram realizados em um tribémetro CETR-UMT-2. Foram
realizados quatro testes por amostra, utilizando uma faixa de forgca de 0 a 40 N, uma
distancia de 5 mm, e uma taxa de deslocamento de 0,1 mm/s. As medidas foram

realizadas em colaboragdo com o LAS do INPE (Figura 11).

Figura 11 — Tribbmetro

substrato
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Legenda: a) tribdmetro utilizado para os testes de coeficiente de atrito e aderéncia dos filmes; b)
esquema representativo do funcionamento de um tribdmetro tipico (Bonetti, 2008).
Fonte: Oliveira, 2018.

4.3.3 Analise dos filmes de DLC por Espectroscopia de Espalhamento Raman

A avaliagdo da qualidade dos filmes DLC e CD-DLC foi realizada por meio da
espectroscopia de espalhamento Raman, utilizando um espectrobmetro Raman
equipamento Horiba Evolution do Departamento de Engenharia Mecénica /LPP-ITA.
Para avaliar as bandas D e G do DLC, as medidas foram realizadas em um range de
800 — 2000 cm™", utilizando um laser de 532 nm (poténcia < 10 mV), grade de difragéo
de 600 linhas/mm, tempo de aquisicao de 30s, e trés acumulagdes por medida (Figura
12).
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Figura 12 — Espectrofotdbmetro Raman
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Legenda: Espectrofotdmetro Raman.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A espectroscopia Raman trata-se de um método amplamente utilizado por ser
nao destrutivo e de execucao relativamente simples. O método fornece informacgdes
relativas a estrutura dos materiais como os filmes de DLC e das quantidades relativas
de hibridos do tipo sp2 e sp3. Para a analise do substrato o aparelho deve ser

calibrado a partir de uma amostra de diamante.

4.3.4 Angulo de contato (goniometria)

Uma das formas para se medir a energia de superficie € a partir de medidas
experimentais do angulo de contato, que € uma quantidade macroscopica facilmente
medida em laboratério e € utilizado como um indicador de molhabilidade (Voronov et
al., 2008).

As medidas de angulo de contato das superficies foram realizadas com um
Gonidémetro Ramé-Hard modelo 500 — Advanced Goniometer, do Departamento de
Fisica do ITA (Figura 13), utilizando um volume de liquido de teste de 5 yl e amostras
depositadas sobre o substrato de Ti6Al4V. O angulo de contato foi determinado tanto
com agua destilada (liquido polar) quanto com diiodometano (liquido apolar). As
medi¢des foram feitas com dois conjuntos de tubos diferentes para agua destilada e
diiodometano e foram realizadas trés medigdes em cada amostra. Os angulos de

contato e a energia de superficie foram determinados/calculados pelo software
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DROPimage Advanced (verséao 2.4).

Figura 13 — Gonibémetro

Legenda: Goniémetro utilizado para medida do &ngulo de contato.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.5 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

A técnica de EDS se utiliza do principio de que todo elemento quimico emite
raios-x caracteristicos ao ser atingido por um feixe de elétrons. A deteccao destes
raios-x permite identificar os elementos quimicos presentes em uma amostra,
quantifica-los e determinar sua distribuicéo relativa.

Amostras representativas foram analisadas a fim de avaliar a concentragéo
de prata incorporada nos recobrimentos. As medidas foram realizadas utilizando um
microscopio Oxford — SOB 3 TESCAN XMU do Departamento de Engenharia.
Mecénica /LPP-ITA.
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4.4 Teste Microbiolégico

4.4.1 Cepas e preparo de materiais

Para as analises foram utilizadas cepas padrdo de bactérias da espécie
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), armazenadas em caldo BHI com 20% de glicerol
a -80°C. No momento dos ensaios, os inéculos foram obtidos a partir da cultura dos
microrganismos em agar BHI por 24 h a 37°C, sob aerobiose.

Todos os procedimentos foram realizados em ambiente asséptico. Todo o
instrumental, as solucbes e os meios de cultura utilizados foram previamente
esterilizados em autoclave. Os discos e parafusos depositados com DLC e DLC-Ag
foram esterilizados em luz UV (interior da camara de fluxo laminar), por 10 minutos e
toda a manipulagao foi realizada com luvas estéreis. Discos, implantes e pilares foram

fornecidos pelo fabricante (Conex&o Sistemas de Protese) (Figura 14).

Figura 14 — Esterilizacdo dos discos e parafusos

e ———— e e

Legenda: Discos na luz UV interior de fluxo laminar. |
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4.2 Avaliagao da agao antimicrobiana do DLC e DLC-Ag

Para determinar a eficacia antimicrobiana do filme de DLC e DLC-Ag, os
testes microbiolégicos foram realizados sobre os discos de Ti6Al4V. Os grupos

experimentais foram divididos de acordo com quadro 2.

Quadro 2 — Divisao dos grupos

Tratamento
Grupos N de Material de Marca
Amostras _ comercial
superficie
Conexao
Grupo 9 disco de Sem Sistema de
Controle Ti6Al4V tratamento Proétese, Sao
Paulo, Brasil
deposicao Conex&o
Grupo 9 disco de dg filn(ie Sistema de
DLC Ti6AI4V Proétese, Sao
DLC )
Paulo, Brasil
deposicao Conexé&o
Grupo 9 disco de dg filrr%e Sistema de
DLC-Ag Ti6AI4V Proétese, Sao
DLC-Ag )
Paulo, Brasil

Legenda: Grupos experimentais.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os procedimentos foram adaptados da metodologia de Cazalini et al. (2017)
para a determinacgao da efetividade do material.

A partir da cultura de 24 h dos microrganismos da espécie E.faecalis, foi
preparada uma suspensao padronizada em espectrofotdmetro digital (Modelo B582,
Micronal, Sdo Paulo, Brasil) no comprimento de onda de 760 nm (DO= 1,278 + 0,02),
na concentragdo de1 x 10’ UFC por mililitro (UFC/ml) em solugéo fisiologica (NaCl,
0,9%). Em seguida, a suspensao foi diluida em caldo BHI para atingir a concentragao
de 1 x 108 UFC/ml.

Os discos foram acrescentados em placas de 6 pogos (um em cada pogo) e,
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para todos os grupos, foram acrescentados 3 ml de suspensao por pogo (Figura 15).
As placas foram, entdo, deixadas para pré-adesao do biofilme, sob agitacao de 120
rom, por 90 minutos a 37°C, sob aerobiose.

Em seguida, os sobrenadantes foram removidos dos pogos, os pogos foram
lavados com 3 ml de solugao fisiolégica estéril (NaCl 0,9%) e 3 ml de caldo BHI foi
acrescentado em cada pogo. As placas foram, entéo, incubadas sob agitacdo de 120

rpm, por 48 horas a 37°C, com troca do meio de cultura apés 24 horas.

Figura 15 — Ensaio microbiolégico de formacéao de biofilme de E. faecalis sobre discos

metalicos

Legenda: Discos imersos em caldo BHI estéril.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Apés o periodo de incubagdo, os discos foram removidos das placas,
posicionados acima de um pogo vazio, com auxilio de uma pinga metalica estéril e
lavados com 1 ml solugao fisiolégica (NaCl 0,9%).

Apos serem lavados, os discos foram colocados individualmente em tubos
falcon de 50 ml, contendo 5 ml de solugao fisiologica, e levados para sonicagao
(sonicador Sonics Vibra-Cell VCX 500) de trés ciclos de 20 segundos com 10
segundos de pausa entre eles. Os tubos falcons ficaram mantidos em gelo para

garantir que Enterococcus faecalis estivessem viaveis (Figura 16).
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Figura 16 — Processo de sonicagao do disco imerso em solugao fisioldgica

e

Legenda: Tubos falcon, contendo disco e solugéo fisioldgica, mantidos no gelo, e levados para
sonicagao para recuperagao das bactérias aderidas ao disco.
Fonte: Elaborada pelo autor com o auxilio no BioRender.

Foi retirado, entdo, 100 pl da suspensao do tubo falcon e feita a diluigdo
seriada até 10 em solugéo fisiologica estéril (NaCl 0,9%) (Figura17). Uma aliquota
de 10 ul de cada suspensao inicial e de suas diluigdes foi semeada em duplicata em

placas de Petri contendo agar BHI, pela técnica da gota.

Figura 17 — Diluicdo seriada para contagem de UFC/ml
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Legenda: Diluicéo seriada.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Depois de 24 h de incubagao a 37°C, foi realizada a contagem de unidades

formadoras de coldnias (UFC) nas placas e os resultados foram descritos em UFC/ml.
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4.5 Analise por microscopia eletrénica de varredura no disco (MEV)

Para analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV), foi utilizado um
disco e um parafuso de cada material, incubado com suspensao de E. faecalis da
mesma forma que foi mencionado na analise antimicrobiana, para avaliagdo da
adesao bacteriana nas amostras apds o teste microbioldgico. Discos e parafusos
foram lavados com 1 ml solugéo fisiologica (NaCl 0,9%) estéril e submersos em
solucao de glutaraldeido 2,5% tamponado, por 24 horas para a fixagdo dos micro-
organismos e apos esse periodo, foram imersos em solugao tampao de fosfato de
sodio 0,1 M por 10 minutos.

Em seguida, foi realizado o processo de desidratacdo das amostras com a
imersdo dos discos e dos parafusos em solugdo alcool etilico em diferentes
concentracdes (30%; 50%; 70%; 80%; 90%; 100% e novamente 100%), por 10
minutos em cada etapa. Ao final, os discos e os parafusos foram deixados em estufa
a 65°C, por 24 horas.

As amostras ja fixadas foram colocadas numa metalizadora (Sputter Coater
SC7620), na qual foram submetidas a vacuo e receberam uma camada de ouro 12
nm. A seguir as amostras foram colocadas no MEV (microscépio eletrbnico de
varredura, Inspect S50, FEI, Republica Tcheca) e submetidas a alto vacuo. Com o
filamento do ligamento de tungsténio € obtido o feixe de elétrons que varreu a amostra.

As imagens foram produzidas com o aumento de 3000x e 5000x.

4.6 Analise de citotoxicidade dos filmes de DLC e DLC-Ag

A analise de citotoxicidade foi realizada para avaliar os efeitos do filme de DLC
e DLC-Ag na viabilidade de células da linhagem de fibroblastos (3T3) (Figura 18),
utilizando o ensaio com MTT (Figura 19) de acordo com a ISO 10993-5/2009, a qual
determina que a redugao da viabilidade celular em mais de 30% ¢é considerada um
efeito citotdxico.

Inicialmente, as células foram deixadas em garrafas de cultura com meio
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DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado com 10% SFB (Soro fetal
bovino) e 1% de penicilina/estreptomicina para confluéncia. Ao atingir a quantidade
adequada, as células foram distribuidas em placas de cultura de 6 pogos na
concentragédo de 2x10° células/pogo em 3 ml de meio DMEM em cada pogo, e as
placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37°C com 5% de CO2 para ades&o
inicial das células. Apds esse periodo, meio foi retirado e foram acrescentados 3 ml
de Tampao Salina Fosfato (PBS — Phosphate Buffer Saline) para lavagem dos pogos,
sendo removido posteriormente. Os discos com tratamento foram posicionados com
a superficie tratada sobre as células e 3 ml de meio de cultura foram adicionados em
cada pogo, com incubagéo das placas por 24 horas em estufa a 37°C com 5% de COa.
Os discos sem tratamento foram utilizados como controle e a superficie polida foi
colocada em contato com as células. Também foram acrescentados pogos com

células que nao foram expostas ao material como controle do crescimento.

Figura 18 — Células de linhagem Fibroblastos (3T3)

Legenda: Fibroblastos expandidos ra teste de viabilide celular.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Apos cada periodo experimental, os pogos das placas de cultura foram
lavados com 1 ml de Tampao Salino Fosfato (PBS — Phosphate Buffer Saline) e
receberam 1 ml de solugao de MTT (0,5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
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diluida na concentragao de 0,5 mg/ml em PBS. As placas foram incubadas por 3 horas
em estufa de cultura a 37°C em atmosfera umida de 5% de CO2, para que ocorresse
a formacao dos cristais de formazan. Decorrido o periodo de incubacgao, as placas
foram retiradas da estufa e os cristais formados foram dissolvidos com 1 ml de DMSO
(Dimethyl Sulfoxide). As placas foram deixadas no shaker sob baixa agitagao
(Biomixer TS-2000A) por 10 minutos.

Em seguida, foram retirados 100 ul de cada pogo e distribuidos em placa de
96 pogos A absorbéncia foi lida a 570 nm usando um leitor de microplacas (Anthos
2020, Anthos Labtec Instruments, Wals, Austria). Foram realizados dois experimentos

independentes em triplicata.

Figura 19 — Etapas do ensaio de viabilidade celular MTT
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Legenda: Etapas do ensaio MTT.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para determinar a eficacia antimicrobiana do filme de DLC e DLC-Ag nos

parafusos de Ti6AIl4V, os grupos experimentais foram divididos conforme o quadro 3.

Quadro 3 — Divisdo dos grupos

Tratamento
Grupos N de Material de Marca
Amostras _ comercial
superficie
Conexao
Grupo 10 Parafuso de Sem Sistema de
Controle Ti6Al4V tratamento Proétese, Sao
Paulo, Brasil
deposicao Conex&o
Grupo 10 Parafuso de de filme Sistema de
DLC Ti6Al4V Proétese, Sao
DLC )
Paulo, Brasil
deposicao Conexao
Grupo 10 Parafuso de dg filrr%e Sistema de
DLC-Ag Ti6AI4V Prétese, Séo
DLC-Ag )
Paulo, Brasil

Legenda: Grupos experimentais.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.7.1 Avaliagao da agao antimicrobiana na placa de cultura

Uma suspensao de E. faecalis foi padronizada a partir da cultura de 24 horas

em solucao fisiologica estéril na concentragdo de 1 x 10" UFC/ml (A = 760 nm, DO =

1,27810,02), por espectrofotometria, e diluida em caldo BHI.

Os parafusos, com deposi¢cdao de DLC, DLC-Ag e sem deposi¢cao, foram

fixados, pela parte superior na tampa da placa de 96 pocos, com o auxilio de uma fita

dupla face e todo o conjunto foi esterilizado em luz UV por 10 minutos (Figura 14 e
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Figura 20). Apds, os parafusos foram mergulhados em 297 ul de caldo BHI e 3 ul da
suspensao bacteriana foram acrescentados em cada pogo, atingindo a concentragao

final de 1x10” UFC/ml. A placa foi vedada com Parafiim® e incubada a 37°C sob

aerobiose por 120h, sob agitagéo (90 rpm) (Figura 21).

Figura 20 - Modelo do teste microbiolégico na placa de cultura

Legenda: Parafusos fixaés na placa de 96 pbgos.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 21 — Agitador com temperatura controlada

Legenda: Agitador com temperatura controlada (Shaker).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Apos o periodo de incubagao, os parafusos foram removidos da tampa e
lavados com 100 pl de solugao fisioldgica, e colocados em tubo cénico para agitagao
em vortex (Vixar, Plymouth, EUA) por 3 min. A suspensao obtida foi diluida em série
em solucgao fisiologica e uma aliquota de 10 ul de cada suspenséao foram distribuidos
em duplicata em placas de Petri contendo agar BHI, pela técnica da gota. Apds 24 h
de incubacgéao a 37°C, foi realizada a contagem de unidades formadoras de colbnias
(UFC) nas placas e os resultados foram descritos em UFC/ml. Os procedimentos

foram realizados em dois dias diferentes, totalizando n=10.

4.7.2 Avaliagao da infiltragao e adesao bacteriana na interface implante/pilar

protético

A técnica utilizada neste estudo para a verificacdo da infiltracdo bacteriana foi
a indireta (ou reversa), nos grupos controle, DLC e DLC-Ag, onde a inoculacdo de
bactérias foi realizada no interior do implante, com posterior observagcao da sua
passagem para o0 meio externo, assumindo-se que o fluxo bacteriano pode ocorrer
nesta direcao da mesma forma que na diregao oposta (Traversy, 1992).

Para esse ensaio, foi utilizada a padronizagdo ja descrita em estudos
anteriores, realizados pelo grupo de pesquisa, com padronizagao da suspensao de E.
faecalis em caldo BHI contendo 1 x 10" UFC/ml, por espectrofotometria (A = 760 nm e
DO =0,060+0,02).

No interior do implante foi colocado 1 ul do indculo e 1 pl de BHI estéril. O pilar
protético foi instalado com torque de 30Ncm, de acordo com a recomendacgao do

fabricante, com auxilio de um torquimetro manual (Figura 22).
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Figura 22 — Ensaio microbioldgico de formacéao de biofilme de E. faecalis no implante

Legenda: a) inéculo colocado no interior do implante; b) aplicagao de 30N de torque no parafuso.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Cada conjunto foi envolto com fio para amarrilho de Cr-Ni de 0,12 mm de
espessura, sendo por ele suspenso e estabilizado em um tubo de ensaio de vidro
contendo 4 ml de caldo BHI para verificacdo da contaminagéo externa e possivel
extravasamento de microrganismos, identificados pela turvacdo do meio. Este
procedimento foi realizado para que somente a regido da interface implante/pilar se
mantivesse em contato com o meio de cultura, descartando-se a possibilidade de
contaminagao do meio de cultura pelo orificio de acesso ao parafuso. Os tubos foram
fechados com Parafiim® e a tampa do préprio tubo, para evitar a evaporacgao do caldo
BHI. Os tubos foram ent&o incubados a 37°C sob agitagcdo de 90 rpm, por 5 dias O
tempo de acompanhamento foi determinado em estudo piloto anterior (Cazalini et al.,
2017), no qual as amostras foram acompanhadas por 3, 5 e 7 dias, para determinar o
tempo maximo em que todas as amostras apresentariam viabilidade bacteriana.

Foi realizado acompanhamento a cada 24h até completar 120 horas de
incubacao para verificagao da possivel passagem de bactérias do interior do implante
para o caldo (contaminagéo secundaria). O indicativo da ocorréncia de infiltragdo pela
interface foi a turvagao do meio de cultura.

Apos o periodo de incubagao, os conjuntos foram abertos em ambiente estéril
e os parafusos lavados com 100 pl de solugéao fisiolégica (Figura 23). Os parafusos
foram colocados em tubo cbnico e agitado em vortex (Vixar, Plymouth, EUA) por 3

min. As suspensdes foram diluidas em série, como descrita anteriormente, em solugao
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fisiol6gica e uma aliquota de 10 ul de cada suspensao foi distribuida em duplicata em
placas de Petri contendo agar BHI, pela técnica da gota. Apds 24 h de incubacao a
37°C, realizou-se a contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) nas placas
e os resultados foram descritos em UFC/ml.

Figura 23 — Preparo do parafuso para diluicdo seriada
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Legenda: a) remogéo do conjunto do interior do tubo de vidro; b) destorque do parafuso; ¢) remogao do
parafuso; d) lavagem do parafuso com salina.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.8 Analise estatistica

Os dados obtidos nas analises microbiolégicas foram analisados
estatisticamente com auxilio do programa GraphPad Prism versao 9.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA). Os resultados obtidos no ensaio com os discos
tiveram uma distribuicdo normal, verificada através do teste de normalidade Shapiro-
Wilk. A partir desses resultados, os dados foram analisados pelos testes ANOVA e de
Tukey para comparagdes entre 0s grupos.

Para as analises realizadas nos ensaios com os parafusos, em placas de
cultura e no modelo implante/pilar, foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e a comparacgéao
entre os grupos através do teste de Dunn. O nivel de significancia para todos os testes

foi estabelecido em 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao

5.1.1 Perfilometria mecéanica dos filmes de DLC e DLC-Ag

As medidas de espessura realizadas no perfilbmetro mecénico indicam que
os recobrimentos possuem espessura de 180 £ 20 nm.

Figura 24 — Perfilometria mecénica

0.0

Legenda: Imagens da superficie dos filmes de (a) DLC e (b) DLC-Ag obtidos por meio de medidas de
perfilometria mecanica.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Na tabela 1 sdo apresentados os valores de Rp (Altura maxima do pico do
perfil) e Ra (Altura média aritmética). Através da analise de perfilometria observa-se
que a rugosidade do DLC com a prata incorporada, apresenta picos de intensidade

maior, que é um dos fatores que leva a rugosidade maior que o DLC-Ag.

Tabela 1 — Parametros de rugosidade

Rp (UM) Ra (um)
DLC 0,100 0,0128
DLC-Ag 0,341 0,0138

Legenda: Parametros de rugosidade obtidos por meio de medidas de perfilometria mecanica. Rp: (é a
média dos picos dentro da area escaneada de 1500 pm x 500 pym).
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.1.2. Analise de aderéncia dos filmes de DLC pela técnica de scratch test

Figura 25 — Resultados dos testes de scratch dos recobrimentos de DLC e DLC-Ag
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Legenda: A curva rosa indica a forga aplicada (eixo y da direita) em fungcdo do tempo. As curvas
vermelha, preta e linha tracejada azul sao relacionadas ao coeficiente de atrito (eixo y da esquerda). A
linha azul indica qual o coeficiente de atrito dindmico esperado para o Ti6Al4V (~0.41). Desta forma,
quando as curvas preta e vermelha alcangam este valor, temos um indicativo de que o recobrimento
de DLC descolou do substrato e estamos vendo apenas o Ti6AI4V.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Como descrito na literatura, os filmes de DLC possuem alta dureza, baixo
coeficiente de atrito e sdo bem resistentes ao desgaste contra metais. O valor de
coeficiente de atrito varia entre 0,01 e 0,28 sendo sensiveis as condicbes ambientes
(Bewilogua, Hofmann, 2014), e o coeficiente de atrito dindmico esperado para o
Ti6Al4V (~0.41) (Fellah et al., 2014; Hatem et al., 2017; Segu et al., 2021).

Os resultados do teste apontaram o coeficiente de atrito do DLC-Ag 0,154 +
0,008 e do DLC 0,12 £ 0,1.

5.1.3 Analise dos filmes de DLC por Espectroscopia de Espalhamento Raman

Figura 26— Espectro Raman
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Legenda: Espectro Raman dos recobrimentos de (a) DLC e (b) DLC-Ag obtidos pela excitagdo com
laser verde (532 nm). As deconvolugdes das bandas G e D foram feitas utilizando fungbes de Voit.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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A Figura 26 apresenta os espectros Raman dos recobrimentos juntamente
com as deconvolugdes das bandas que foi realizado utilizando fungées de Voit. O
espectro de espalhamento Raman para filmes de carbono amorfo, apresentam dois
picos caracteristicos, um proximo a 1580 cm™' e outro préximo de 1360 cm™,
conhecidos como banda G e D, respectivamente. O pico G ocorre devido modos de
estiramento E2g de ligagbes sp? dos anéis de carbono. Ja a banda D normalmente é
relacionada a modos breathing A1g distorcidos de ligagdes sp? do carbono no anel.

Na amostra de DLC-Ag, além destas duas bandas, para realizar um ajuste
satisfatorio, foi necessario adicionar duas novas fungdes de Voit centradas em 1215
cm™ e 1476 cm™ que podem estar relacionadas & modos vibracionais de estiramento
C=C (verde) e modos wagging C-H (rosa), respectivamente.

A tabela 2 apresenta os resultados obtidos por meio da caracterizagao por
Espectroscopia Raman para cada um dos filmes.

Adotou-se as seguintes nomenclaturas para estes resultados:

G Peak = Comprimento de onda do pico G;

FWHMG = Largura a meia altura do pico G;

ID/IG = Razao entre as areas dos picos D e G.

De acordo com Chu e Li (2006) a razao entre as intensidades das bandas D

e G (ID/IG) nos da indicativos do tamanho dos planos grafiticos nos recobrimento DLC.

Tabela 2 — Resultados dos ajustes das bandas G e D realizados nas medidas de

espectroscopia Raman dos recobrimentos de DLC e DLC-Ag

Amostra Posigcao do FWHM* Posicao do FWHM |AD/AG** ID/ING*™*

Pico G(cm™) (cm™) Pico D (cm™™) (cm™)
DLC 1548,6 £ 0,2 156 + 1 1374 £ 2 346 £ 3 1,6 +£0,5 0,75
DLC-Ag 1574,5+0,7 119+ 1 1356 + 3 226 +18 2,0+£0,5 0,73

Legenda: * Largura a meia altura; ** Raz&o entre as areas; *** Raz&o entre as intensidades.
Fonte: Elaborada pelo autor.



64

5.1.4 Angulo de contato (goniometria)

Figura 27 — Angulo de contato
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46,16 £ 0,01 mN/m

‘a £ 46,75+ 0,03 mN/m

Legenda: gotas de agua deionizada (esquerda) e diiodometano (direita) mostrando os angulos de
contato formados com os recobrimentos de DLC e DLC+Ag.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Considerando apenas a agua deionizada, ha uma tendéncia de aumento da
hidrofobicidade da superficie recoberta com DLC-Ag em relagdo ao recobrimento
apenas com DLC. Este € um indicativo de que a presenga da Ag € responsavel por
uma diminui¢do da energia de superficie dos recobrimentos.

Para comprovar esta hipétese, a mesma imagem foi obtida utilizando um
liquido apolar (diiodometano), o que permitiu calcular a energia de superficie. Ja é
conhecido que a molhabilidade e, consequentemente, a energia de superficie,
depende da composi¢ao quimica do recobrimento (Godoy et al., 2018; Han et al.,
2018). Os calculos de energia de superficie apresentam uma diminuigdo de ~2 mN/m

quando adicionamos a prata.
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5.1.5 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS)

Figura 28 — Analise de EDS do recobrimento de DLC-Ag depositado sobre Silicio (100)
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Legenda: O grafico apresenta a concentragdo de Ag incorporada no recobrimento.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 29 — Mapa de elementos obtidos por meio de medidas de EDS

Si Kol - C Kal.2 Ag Lal
10pm 10um 10pm

Legenda: Mapa de elementos obtidos por meio de medidas de EDS.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Pelas imagens obtidas no EDS, podemos observar a concentragdo de prata
(Figura 28) e que esta homogeneamente distribuida. Isso se repete nas imagens do

silicio e do carbono (Figura 29).

5.2 Teste microbiolégico

5.2.1 Atividade antimicrobiana do filme de DLC e DLC-Ag depositado sobre

disco de Ti6Al4V sobre Enterococcus faecalis

O plagqueamento em agar BHI da suspensado bacteriana proveniente da
lavagem da superficie dos discos resultou no crescimento de colénias tipicas de

Enterococcus faecalis (Figura 30).

Figura 30 — Colbnias de Enterococcus faecalis crescidas no agar brain heart infusion
(BHI) apés inoculagao da suspensao resultante do tratamento de DLC e DLC-Ag

— A =
T = ’ v Y
o ™ S Pl SN ~
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Legenda: Contagem das coldnias de Enterococcus faecalis apés inoculadas em BHI da suspensao
inicial P (puro) e diluigdes 10-'; 10-2; 103.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 31 — Grafico de UFC/ml de Enterococcus faecalis apés incubagao sobre discos

metalicos funcionalizados
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Legenda: Grupo controle= a; DLC=b; DLC-Ag=b. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente
significantes (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultado na analise antimicrobiana demonstraram diferenga estatistica
significativa (p<0,05) entre o controle e os grupos DLC e DLC-Ag, porém nao houve

diferencga estatistica entre os grupos do DLC e DLC-Ag (p<0,05).
5.3 Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV)
5.3.1 MEV dos discos

Nas imagens obtidas no MEV foi observada maior quantidade de bactérias na
superficie do disco depositado com DLC-Ag, ocasionada pela possivel maior
rugosidade do material.

Nas imagens obtidas para o grupo controle € o grupo DLC demonstraram uma

quantidade menor de células aderidas a superficie.
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Figura 32 — Imagens das col6nias de E. faecalis observadas na superficie dos discos

Legenda: A e B= colbnias na superficie do disco controle, sem deposicéo; C e D=colbnias na superficie
do disco com deposicdo de DLC; E e F=colbnias na superficie do disco com deposi¢cdo de DLC-Ag.
Imagens A, C e E estdo com aumento de 3000x e imagens B, D e F, estdo com aumento de 5000x.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3.2 MEV dos parafusos

Nas imagens obtidas no MEV néao foi observada diferenga na quantidade de
coldénias na superficie dos parafusos, seja depositado com DLC ou DLC-Ag. No
entanto, nas imagens do grupo controle foi observada uma quantidade maior de
células aderidas a superficie do parafuso.

Foi observado também, a delaminacdo do material quando submetido ao

torque recomendado pelo fabricante.

Figura 33 — Imagens dos parafusos

$

-
P
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‘WD: 50.00 mm View field: 817 mm 2 mm ‘WD: 50.00 mm View field: 846 mm 2 mm
Det: SE Bl: 8.00 ITASMART Daet: SE Bl: 9.00 ITASMART

Legenda: A = parafuso controle, sem deposi¢ao; B = parafuso com deposi¢cdo de DLC-Ag. Aumento de
3000x.
Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 34 — Imagens das colbnias de E. faecalis nos parafusos
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Legenda: A e B=colbnias observadas no parafuso controle, sem deposi¢ao; C e D=coldnias observadas
no parafuso com deposigédo de DLC; E e F= colbnias observadas no parafuso com deposi¢cao de DLC-

Ag. Aumento de 5000x.
Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 35 — Imagem do parafuso com a deposi¢cao delaminada
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Legenda: Imagem de microscopia eletrénica.
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4 Analise de citotoxicidade dos filmes de DLC e DLC-Ag

Figura 36— Grafico da viabilidade celular frente ao fibroblasto
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Legenda: Viabilidade do fibroblatos (3T3). Controle = 142%, DLC, 116% e DLC-Ag = 71,5%.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os resultados do teste apontaram que as amostras ndo apresentaram efeito
citotoxico apds contato por 24 h com células da linhagem de fibroblastos (3T3). Os
resultados do teste de MTT demonstraram porcentagens de viabilidade de 142% para
0 grupo controle, sem deposigéo, 116% para o grupo DLC e 71,5 para o grupo DLC-
Ag. Os valores acima de 100% demonstram aumento na proliferagdo celular em
comparagao com o controle de crescimento sem exposi¢gao ao material. Apesar dos
valores mais baixos, o grupo DLC-Ag ainda foi considerado como n&o citotoxico, de
acordo com a ISO 10993-5/2009, que determina que quando a reduc¢ao da viabilidade

celular for menor que 30%, o material € considerado com efeito nao citotoxico.

5.5 Avaliacao da agao antimicrobiana na placa de cultura

A analise dos resultados foi realizada por meio da comparagao entre os

dados obtidos dos grupos avaliados, como descrito no tépico 5.2.

Figura 37 — Grafico de UFC/ml de Enterococcus faecalis apds incubagao sobre o

parafuso
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Legenda: Grupos controle= a; DLC= b; DLC-Ag= b. Letras diferentes indicam diferengas

estatisticamente significantes (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os resultado na analise antimicrobiana demonstraram diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre o controle e os grupos DLC e DLC-Ag, o que demonstra
reducdo no crescimento bacteriano nas amostras depositadas. Porém nao houve

diferenca estatistica entre os grupos do DLC e DLC-Ag (p<0,05).

5.6 Analise da infiltracado e adesao bacteriana na interface implante/pilar

protético

A analise dos resultados foi realizada por meio da comparacéo entre os

dados obtidos dos grupos avaliados, como descrito no tépico 5.2.

Figura 38 — Grafico de UFC/ml de Enterococcus faecalis apos incubagao sobre o

parafuso no modelo implante/pilar
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Apesar de observar uma ligeira redugdo nas colbnias em contato com
parafuso depositados com DLC-Ag, os resultado da analise antimicrobiana nao
demonstraram diferenga estatistica significativa (p>0,05) entre os grupos.
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6 DISCUSSAO

Os avancgos tecnologicos e cientificos tornam a implantodontia, cada vez mais
segura e previsivel (Sheridan et al., 2016; Wennerberg et al., 2018; Katsavochristou
et al., 2019). Entretanto, dentre as causas do insucesso do implante esta a
periimplantite que apresenta a mesma patogénese da doencga periodontal e esta
associada a presencga de patdégenos semelhantes e contidos no biofilme, além de
fungos orais e do componente imunolégico, responsavel pela resposta do hospedeiro
(Albrektsson et al., 1994; Albrektsson et al., 2012; Dhir et al., 2013; Lindhe, Meyle,
2008; Retamal-Valdes et al., 2019; Zhao et al., 2011).

A importancia deste trabalho reside justamente na proposta da deposig¢ao de
finos filmes de DLC e DLC-Ag visando contribuir para a redugao da adesé&o bacteriana,
como o achado em estudos como Cazalini et al. (2017).

Ao analisar os resultados obtidos na caracterizagao fisico-quimica do material
através da espectroscopia Raman, foi possivel investigar a composi¢cédo molecular dos
revestimentos DLC e DLC-Ag e analisar a estrutura e o grau de desordem do material,
demonstrando que no filme depositado foram obtidos dois picos caracteristicos, um
préximo a 1580 cm-1 e outro préximo de 1360 cm-1, conhecidos como banda G e D,
e 0s espectros Raman em ambas as amostras consistram em duas bandas
caracteristicas (D e G), indicando a formagédo da fase DLC, respectivamente, de
acordo com a literatura (Reich, Thomsen, 2004; Chu, Li, 2006; Zhao et al., 2020;
Arslan et al., 2022).

Arazéo entre as intensidades das bandas D e G (ID/IG) nos da indicativos do
tamanho dos planos grafiticos nos recobrimentos com DLC. Tuinstra, Koening (1970)
propdem que ID/IG é inversamente proporcional ao tamanho do cluster de grafite, logo
o aumento da razao ID/IG indica que o filme é mais amorfo, ou seja, a matriz de
carbono torna-se mais desordenada. E, nao foi observada variagdes significativas nos
valores de ID/IG (Tabela 2). Este € um indicativo de que a presencga da prata néo afeta
significativamente a concentragdo, nem a organizagao do grafite no recobrimento.

De acordo com a Guillizzoni (2011), uma das caracteristicas mais relevantes
no material € a hidrofobicidade, onde a variavel molhabilidade esta ligada a

quantidade com que uma superficie pode aderir ou repelir um liquido. Desta forma,
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com base no angulo de contato (AC) é possivel caracterizar a capacidade de
molhabilidade da superficie, quando AC for menor que 90°, caracteriza-se esta
superficie como hidrofilica, ou seja, ela foi molhada pelo liquido. Quando a superficie
de deposicao ndo for molhada pela gota, caracteriza-se a mesma como hidrofébica e
0 AC sera maior que 90° resultando no formato esférico da gota (Guilizzoni, 2011). Em
relagdo aos resultados obtidos no DLC e DLC-Ag do trabalho, considerando apenas
a agua deionizada, ha uma tendéncia de aumento da hidrofobicidade da superficie
recoberta com DLC-Ag em relag&o ao recobrimento apenas com DLC.

Este resultado da goniometria € um indicativo de que a presenga da Ag é
responsavel por uma diminuigdo da energia de superficie dos recobrimentos,
confirmado com o diiodometano (Godoy et al., 2018; Han et al., 2018). E sendo a
energia livre da superficie um parametro relacionado a colonizagdo microbiana, onde
um alto angulo de contato leva a uma baixa energia superficial e favorece as
propriedades antibacterianas e um baixo angulo de contato, ou seja, alta energia
superficial favorece a adesdo e colonizagdo da superficie (Medina et al., 2012; Al-
Jumaili et al., 2017), logo sugere-se que a Ag atingiu a propriedade desejada.

De acordo com os resultados obtidos com a perfilometria, analisando-se as
alturas e profundidades dos picos e vales, a rugosidade apresentada pelo filme DLC-
Ag é superior ao filme de DLC e esses resultados estdo relacionados a aderéncia
bacteriana. Isso demonstra que uma superficie aspera tem uma influéncia significativa
na adesao bacteriana, favorecendo a colonizagéo (Marciano et al., 2011; Medina et
al., 2012). Em geral, uma superficie com baixa rugosidade superficial tem maior
probabilidade de inibir a adesao bacteriana (Liu et al., 2008; Medina et al., 2012; Maas,
2016; Cazalini et al., 2017).

O resultado da perfilometria foi corroborado com o MEV do disco Ti6AI4V
revestido com DLC-Ag que apresentou maior adesao bacteriana, mas com contagem
de UFC/ml semelhante ao DLC, o que sugere que a prata associada teve efeito
antimicrobiano.

O comportamento dos filmes de DLC e DLC-Ag apresentaram resultados no
teste de riscamento (scratch test) de que a incorporagdo da Ag nao melhora as
qualidades de adesdo e resisténcia mecanica. Segundo Segu et al. (2021), o
coeficientes de atrito para as superficies rugosas séo ligeiramente menores do que

para as superficies lisas (Fellah et al., 2014; Hatem et al., 2017; Segu et al., 2021).
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A analise da curva de coeficiente de atrito dindmico x distancia demonstrou que
os 2 filmes apresentaram um desempenho dentro do esperado para os parametros de
processo utilizados. O filme de DLC-Ag rompeu com uma forga menor que o DLC
puro, indicando que a presenga da prata induz a formacédo de um filme mais fragil.
Além disso, o DLC-Ag (0,154 + 0,008) apresenta um coeficiente de atrito maior que o
DLC (0,12 £ 0,1) e pode estar relacionado a maior rugosidade apresentada nas
amostras de DLC-Ag.

Além dos parametros fisicos, a quimica da superficie também influencia a
resposta biolégica do material. E para o estudo da distribuicdo e confirmacgao da
presenca dos elementos quimicos na superficie dos discos de Ti6Al4V foi realizado o
mapeamento por Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDS),
apresentado na Figura 28 (Zhao et al., 2020). E através da avaliagdo dos parametros
utilizados no feixe de elétrons do EDS foram obtidas imagens com as quais foi possivel
confirmar a presencga de prata no filme de DLC e que a prata esta homogeneamente
distribuida. Isso se repetiu nas imagens obtidas para a caracterizagado do silicio e do
carbono (Figura 29) (Mazare et al., 2018; Zhao et al., 2020).

Nesse estudo, uma vez caracterizado o material depositado como DLC e DLC-
Ag, tinha-se como principal objetivo estabelecer a capacidade antimicrobiana desse
lubrificante sélido frente a bactéria Enterococcus faecalis, com baixa toxicidade para
as células do hospedeiro. Enterococcus faecalis € um dos microrganismos, com maior
capacidade de se multiplicar em condi¢gbes extremas como privagao nutricional, em
condicbes anaerdbias e com pH elevado (Park et al., 2015).

Analisando os resultados dos ensaios microbiologicos in vitro realizados nos
discos, observamos uma efetiva redugédo (p<0,05) na contagem de UFC/ml em relagao
a amostra sem deposicao. O comportamento do DLC corrobora com outras pesquisas
(Harrasser et al., 2015; Juknius et al., 2016; Cazalini et al., 2017; Juknius et al., 2020),
e com o esperado frente a caracterizacdo do material utilizado no trabalho, onde a
rugosidade superficial e a goniometria demonstraram uma superficie mais lisa e
hidrofébica do DLC em relagcado ao controle.

O DLC é uma classe de materiais em que sua estrutura e ligagdes quimicas
influenciam diretamente na adeséao bacteriana (Marciano et al., 2009; Marciano et al.,

2011). O desempenho antibacteriano do DLC foi relacionado a varios mecanismos, e
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esta principalmente associado aos danos fisicos do contato direto com o material
causando comprometimento da membrana e liberagdo de metabolitos intracelulares.

Baseados nos resultados microbioldgicos obtidos nos discos, foi analisada a
agao antimicrobiana da deposi¢cdo de DLC e DLC-Ag nos parafusos, e foi obtido um
resultando efetivo, com reducgao significativa (p<0,05) nas analises do crescimento
bacteriano nos parafusos isolados, fixados nas microplacas. Porém, quando os testes
foram realizados utilizando o modelo implante/pilar, onde o parafuso recebeu o torque
de 32N, o comportamento do material ndo reproduziu os resultados anteriores sem
diferenga estatistica (p>0,05) entre os grupos. Foi observado nas imagens do MEV,
que a forca aplicada no torque, provocou a delaminagdao do material depositado e
acumulo de bactérias na regido com a superficie do titdnio exposta. Além disso, o
destorque pode ter promovido a desorganizagao de parte da estrutura do biofilme, que
foi eliminada durante a lavagem do parafuso com solugao fisioldgica.

Através das imagens de MEV dos discos, foi possivel observar que o filme de
DLC apresentou um comportamento coincidente aos resultados obtidos na contagem
de UFC/ml, onde era esperado uma menor adesao bacteriana, o que confirma com os
resultados de outras pesquisas (Juknius et al., 2016; Cazalini et al., 2017; Juknius et
al., 2020). Porém nem todos os trabalhos apresentam o mesmo resultado e isso pode
ser atribuido as diferentes resisténcias das cepas bacterianas ao Ag ou a
concentragéo de prata depositada (Cardoso et al., 2016; Prat et al., 2021).

Entretanto, as imagens de MEV do DLC-Ag nos discos, apresentou uma
superficie com grande acumulo de bactérias, o que também endossa o resultado de
maior rugosidade da superficie. Apesar disso, a contagem de UFC/ml apresentou
diferencga estatistica (p<0,05) dos resultados obtidos nas amostras de DLC e DLC-Ag,
em relagdo ao controle, sugerindo que bactérias observadas no MEV nao
apresentaram capacidade de proliferagdo no meio de cultura e que houve acao
antimicrobiana efetiva da deposicao com DLC e DLC-Ag.

Segundo Velioglu et al. (2016), existem duas explicagdes possiveis para o
mecanismo antibacteriano do revestimento DLC. Primeiro, a superficie altamente lisa
desse revestimento pode impedir a aderéncia e a colonizagdo dessas bactérias; em
segundo lugar, o revestimento com DLC pode cobrir a superficie da liga de Ti6AI4V
que é adequada para o crescimento bacteriano. O que corrobora com 0s Nossos

resultados, inclusive quando os parafusos que receberam torque.
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A citotoxicidade in vitro, foi realizada nos discos de Ti4AI6V usando o método
colorimétrico MTT, onde avaliamos a capacidade das células viaveis de converter o
sal MTT em cristais de formazan (ISO 10993-5/2009). Nos resultados obtidos na
pesquisa os dois tipos de tratamento se comportaram como nao citotoxico, conforme
o aceito na literatura, que determina que quando a redugao da viabilidade celular for
menor que 30%, o material € considerado com efeito ndo citotéxico (ISO 10993-
5/2009). Mesmo o DLC-Ag apresentando um resultado em percentual mais baixo que
o DLC, ainda se mantém dentro dos parametros aceitaveis calculados considerando
o controle negativo como 100% de viabilidade celular.

Esses resultados obtidos corroboram com a literatura que relata que a prata
sendo incorporada a materiais como DLC n&o apresentam citotoxicidade quando
colocados em contato direto com células e tecidos (Calazani et al., 2017; Zhang et al.,
2018; Odatsu et al., 2020).
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7 CONCLUSAO

Tendo em vista a totalidade dos resultados obtidos por meio deste trabalho, é
possivel concluir que a liga de Ti6Al4V foi devidamente revestida por filmes de DLC e
DLC-Ag. Aintercamada de silicio se mostrou efetiva para garantir uma boa aderéncia
de ambos os filmes a liga. Além disso, a inser¢cdo da prata nao alterou de forma
significativa a organizagao do grafite no recobrimento.

O revestimento com DLC e DLC-Ag nos discos da liga Ti6AI4V apresentaram
um comportamento promissor demonstrado com propriedades antibacterianas frente
aos biofilmes formados por Enterococcus faecalis, quando comparados a liga sem
recobrimento.

Os parafusos revestidos com DLC e DLC-Ag apresentaram comportamento
antimicrobiano semelhante ao dos discos, quando testados isoladamente. No entanto,
quando submetidos ao torque recomendado pelo fabricante, no modelo implante/pilar,
os resultados demonstraram delaminacdo de ambos os filmes e a efetividade nao foi
verificada nesse estudos

Sao necessarios mais estudos para desenvolvimento de um protocolo que

permita a utilizacdo desses lubrificantes com acao antimicrobiana, na implantodontia.
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