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Dal Piva AMO. Formacéo de biofilme in vitro e viabilidade de fibroblastos
gengivais humanos (FMM-1) em novos materiais cerdamicos [dissertacao].
Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto
de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

Este estudo avaliou a morfologia superficial de duas ceramicas recentemente
langadas no mercado, o crescimento de biofilme heterotipico e a viabilidade de
fibroblastos gengivais humanos (FMM-1) em contato com estes materiais apos
vitrificacdo ou polimento. Para isto, foram confeccionados 46 blocos
(4,5x4,5x1,5 mm) de cada cer@mica: zirconia parcialmente estabilizada por itria
com alta translucidez (HT) e silicato de litio reforgado por zircénia (SUP). Os
blocos foram sinterizados/cristalizados e as superficies dos especimes
padronizadas com aplicacdo de glaze (subgrupos “g”). A rugosidade superficial
(Ra e RSm) foi mensurada por rugosimetro de contato (n=20) e qualitativamente
por perfilometria oOptica (n=2). ApOs esterilizacdo, o0s espécimes foram
contaminados para a formacdo de biofilme com a associagédo de S. mutans, S.
sanguinis e C. albicans no periodo de 16 h (n=8) e o biofilme formado foi
quantificado através da contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) e
analisado por microscopia eletronica de varredura. A viabilidade celular a
fibroblastos FMM-1 foi avaliada através do teste MTT. Cinco amostras
(15x15x1,5 mm) foram confeccionadas de forma semelhante e utilizadas para
determinacédo da energia livre de superficie (ELS) através de goniometria. Em
seguida, os especimes ndo-destruidos (n=26) foram resubmetidos ao protocolo
de lixamento e entdo, polidos conforme recomendacdo do fabricante para
avaliacdo das superficies polidas (subgrupos “p”’) sob todas analises em estudo.
Os dados de rugosidade foram avaliados através dos testes ndo-paramétricos
Kruskal-Wallis, Dunn e Mann-Whitney. Os dados de ELS, MTT e UFC foram
avaliados por analise de variancia e teste de Tukey, e 0os dados de MTT também
foram submetidos ao teste t. Para todos os testes, foi considerado o valor de alfa
= 95%. A rugosidade foi influenciada pelos materiais e tratamentos de
superficies avaliados (Ra p<0,001; RSm p=0,0002), sendo que a ceramica HTg
apresentou ranhuras, em média, mais altas e menos espacadas que as demais. Os
fatores material e superficie influenciaram a ELS (p=0,001), todos os materiais
apresentam comportamento hidrofilico, mas HTp apresentou a maior ELS. A
interacdo dos fatores superficie e micro-organismo influenciou a UFC (p=0,00),
sendo que Streptococcus aderiu mais sobre superficies glazeadas e C. albicans
apresentou menor aderéncia para superficies polidas. O teste MTT demonstrou
citotoxicidade inicial (24 h) para as superficies polidas, 0 que ndo se repetiu



apos 7 dias de contato (p=0,00). A perfilometria evidenciou a morfologia
superficial mais homogénea nas amostras polidas. Exceto para HTg, as imagens
de MEV evidenciaram superficies homogéneas e 0s espécimes contaminados
apresentaram Streptococus e C. albicans. Pode-se concluir que as superficies
glazeadas apresentam maior rugosidade e tendéncia a acumular biofilme.
Superficies polidas possuem elevada ELS, porém, citotoxicidade temporéria.

Palavras-chave: Ceramica. Aderéncia bacteriana. Microscopia. Teste de
materiais.



Dal Piva AMO. In vitro biofilm formation and viability of human gingival
fibroblasts (FMM-1) on new ceramic materials [dissertation]. Sdo José dos
Campos (SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2017.

ABSTRACT

This study evaluated the morphology of two ceramic materials recently
introduced on the market, as well as the formation of heterotypic biofilm and the
viability of human gingival fibroblasts (FMM-1) in contact with these materials
after glazing or polishing. For this, 46 blocks (4.5x4.5x1.5 mm) of each ceramic
were made: high translucency zirconia partially stabilized by yttrium (HT) and
lithium silicate reinforced by zirconium (SUP). The blocks were
sintered/crystallized and surfaces were standardized with glaze application
(subgroup “g”). The surface roughness (Ra and RSm) was evaluated through a
contact rugosimeter (n=20) and qualitatively by profilometry (n=2). After
sterilization, specimens were contaminated for heterotypic biofilm formation
with association of S. mutans, S. sanguinis and C. albicans during 16 h of
formation (n=8) and the biofilm was quantified by counting the colony forming
units (CFU/mL) and analyzed by scanning electron microscopy (SEM). The
viability of FMM-1 fibroblasts was evaluated by MTT assay. 5 samples
(15x15x1.5 mm) were prepared in a similar way and used to determine the
surface free energy (SFE) by goniometry. Then, the non-destroyed specimens
(n=26) were resubmitted to the sandpaper polishing and finished as
recommended by the manufacturer to evaluate the polished surfaces (subgroup
“p’

nonparametric Kruskal-Wallis, Dunn and Mann-Whitney tests. SFE, MTT and
CFU results were evaluated by ANOVA and Tukey’s test, and MTT data was
also submitted to t test. For all tests, it was considered an alfa value of 95%.

)

') under all analyzes in study. Roughness data was evaluated using the

Roughness was influenced by materials and surface treatments (Ra p=0,001;
RSm p=0,0002). HTg ceramic presented, on average, higher and less spaced



grooves than others. Both material and surface factors influenced the SFE
(p=0,001), all materials presented hydrophilic behavior, however HTp
presented higher SFE. The interaction of surface and micro-organism factors
influenced the CFU (p=0,00), Streptococcus showed more adherence on glazed
surfaces and C. albicans presented less adherence on polished surfaces. MTT
assay demonstrated initial (24 h) cytotoxic behavior to polished surfaces, which
was not repeated within the period of 7 days. The profilometry evidenced the
more homogeneous surface morphology of polished samples. Except for HTg,
the SEM images showed homogeneous surfaces, and on the contaminated
specimens, it was observed the presence of Streptococcus and C. albicans. It
could be concluded that glazed surfaces presented a greater roughness and tend
to accumulate more biofilm. Polished surfaces present high SFE, however, are
temporarily cytotoxic.

Keywords: Ceramics. Bacterial adhesion. Microscopy. Materials testing.



1 INTRODUCAO

As ceramicas tornaram-se materiais de escolha para a confecgdo de
proteses dentérias por apresentarem estética e resisténcia comprovadas em
longo prazo. Devido a estes fatores, técnicas restauradoras tem evoluido
bastante ao longo do tempo (Denry, Kelly, 2008).

As ceramicas odontoldgicas apresentam excelentes propriedades
mecéanicas (Kosmac et al., 1999; Piconi, Maccauro, 1999; Kawai et al., 2011),
estéticas (Denry, Kelly, 2008; Karatasli et al., 2011), sdo biocompativeis e
apresentam estabilidade quimica (Piconi, Maccauro, 1999; Aboushelib et al.,
2005; Teixeira et al., 2007) conferindo a este material, excelente desempenho
clinico (Odman, Andersson, 2001; Layton, Walton, 2012).

As ceramicas a base de zirconia (ZrO,) estabilizadas por oxido de itrio
(Y,03), também conhecidas por Y-TZP, possuem combinag6es de propriedades
interessantes entre os materiais ceramicos, tais como elevada tenacidade a
fratura, alta dureza e resisténcia ao desgaste, estabilidade quimica e
biocompatibilidade (De Aza et al., 2002; Guazzato et al., 2004). Dentre as
indicacOes da zirconia, as préteses fixas tém tomado um lugar de destaque nos
procedimentos restauradores. A ceramica Y-TZP é um material policristalino
tetragonal parcialmente estabilizado por itria sem fase vitrea (Valandro,
Bottino, 2009; Bispo, 2015). Devido a baixa translucidez da Y-TZP tradicional
(Shenoy, Shenoy, 2010), trata-se de um material opaco a luz visivel que pode
necessitar de recobrimento das infraestruturas com ceramicas estéticas
(Baldissara et al., 2010; Eisenburger et al., 2011). Como vantagens, a camada
de revestimento minimiza tanto o desgaste do antagonista quanto a degradacgéo
hidrotérmica da Y-TZP (Ren et al., 2011). No entanto, esta associacdo pode

resultar em falhas coesivas ou adesivas da ceramica de cobertura, como
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lascamento (chipping) ou delaminacdo (Sailer et al., 2007; Christensen,
Ploeger, 2010).

Deste modo, a Y-TZP para uso monolitico surgiu com o intuito de
associar translucidez adequada com as ja conhecidas excelentes propriedades
mecanicas do material (Denry, Kelly, 2014), visando superar falhas da ceramica
de cobertura, diminuir tempo clinico e o custo das restauracdes (Stawarczyk et
al., 2013).

Nos Gltimos anos, foram introduzidas no mercado novas formulacdes de
materiais ceramicos a base de silicato de litio reforcado por zirconia (Celtra
Duo, Dentsply; Suprinity, Vita Zahnfabrik) que se juntaram as ceramicas ja
existentes: feldspéatica, de fluorapatita, feldspatica refor¢ada por leucita,
dissilicato de litio, a base de alumina, & base de alumina refor¢ada com zirconia
e a base de zirconia policristalina tetragonal parcialmente estabilizada por itria
(Y-TZP) (Rosenblum, Schulman, 1997; Qualtrough, Piddock, 2002;
Aboushelib et al., 2007). De acordo com as propriedades de cada material
ceramico, eles podem ser utilizados em diferentes situagbes clinicas na
reabilitacéo oral.

A zircbnia, por exemplo, pode ser exposta ao meio bucal quando
utilizada como infraestrutura de préteses parciais fixas, pois se trata de um
material biocompativel e com baixa tendéncia a acumular biofilme dental
(Rimondini et al., 2002; Scotti et al., 2006, 2007). Este procedimento &
confirmado por outro estudo (Guazzato et al., 2004) que afirma que, alem de
ndo afetar a estética, economiza-se aproximadamente 0,7 a 1,0 mm de espaco,
ja que nédo é necessaria a aplicacdo da ceramica de cobertura na regido gengival
de pénticos. Além disso, as restauracfes de zircdnia monolitica apresentam o
beneficio de possibilitar preparos mais conservadores (Amer et al., 2014). No
entanto, a exposi¢cdo de uma coroa monolitica, tanto de zircénia quanto de

silicato de litio refor¢cado com zirconia, a fluidos orais ainda € obscuro.
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As ceramicas monoliticas quando posicionadas sobre o preparo dental,
estardo em contato com o tecido gengival quando o término estiver intra-
sulcular. Nesta e em outras situacdes clinicas, onde a linha de cimentacdo pode
causar danos ao tecido mole, é imprescindivel a salde periodontal para o
sucesso clinico em longo prazo do tratamento restaurador.

Por se tratarem de novos materiais ceramicos, ndo existem até o
momento estudos que avaliem a interacdo entre a superficie destes materiais e a
formacdo de biofilme dental, aléem da avaliacdo da viabilidade de fibroblastos
gengivais humanos (FMM-1) quando em contato com estes materiais

monoliticos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ceramicas

As ceramicas odontolégicas podem ser classificadas quanto a sua
microestrutura e técnica de processamento (Edward et al., 2009). Quanto a
estrutura, sdo classificadas conforme a quantidade de fase vitrea e cristalina em
sua composigao.

A zircOnia consiste em uma ceramica policristalina que se apresenta em
trés fases pricipais (monoclinica, tetragonal e clbica) estaveis em diferentes
faixas de temperatura (Piconi, Maccauro, 1999; Shenoy, Shenoy, 2010). Na
fase monoclinica (m), a zirconia é estavel em temperatura ambiente até 1.170
°C. Elevando-se essa temperatura, a zirconia transforma-se em tetragonal (t), e
em seguida, a 2.370 °C entra na fase cubica, onde se mantém até seu
derretimento a cerca de 2.600 °C. Durante o resfriamento pods-sinterizacdo, a
transformacdo de fase reversa (t—m) € acompanhada de um aumento
volumétrico cerca de 4%, que poderia resultar na fratura imediata deste material
se utilizado na forma pura. Visando estabilizar a zirconia na fase tetragonal em
temperatura ambiente, podem ser utilizados Oxidos estabilizadores, como o
oxido de itrio (Denry, Kelly, 2014) que resulta na zircbnia parcialmente
estabilizada por éxido de itrio, a Y-TZP.

A zircOnia esté inserida no grupo dos materiais com elevada resisténcia
(Chevalier et al., 2007). No entanto, transformagao de fase (t—m) da ceramica
a base de zirconia, induzida por tensGes externas € acompanhada por uma
expansao volumetrica que induz tensdes de compressao (Chevalier et al, 1999).

Por outro lado, o mecanismo de transformag¢do de fase (t—m) também ¢&



responsavel pelo notavel desempenho da zirconia (Kosmac et al., 1999). O
consequente aumento de volume gera tensGes compressivas superficiais capazes
de limitar uma trinca. Este mecanismo de tenacificacdo é responsavel pela
elevada resisténcia a fratura da zirconia (Shenoy, Shenoy, 2010), o que permite
a confeccdo de proteses parciais fixas posteriores e pilares protéticos para
implantes, além de permitir uma substancial reducdo na espessura de
subestruturas (Picconi, Maccauro, 1999). Ainda segundo os autores, a zircénia
Y-TZP apresenta 0s seguintes para propriedades: dureza (1.200 HV),
resisténcia a flexdo (900 — 1.200 MPa), resisténcia a compressao (2.000 MPa),
tenacidade a fratura (7 — 10 MPa), mddulo de Yong (210 MPa), coeficiente de
expansdo térmica (11 x 10° 1/k) e, densidade (6,05 g/cm?).

As cerédmicas Y-TZP séo disponibilizadas comercialmente em forma de
discos ou blocos pré-fabricados que sdo fresados através de sistemas
CAD/CAM (Computer Aided Design/Computer Aided Machine).

O dissilicato de litio é um tipo de ceramica que contém fase vitrea e
oxido de litio em sua composicéo, diferente das ceramicas policristalinas cuja
composigdo e formada por cristais sinterizados e auséncia de matriz vitrea
(Shenoy, Shenoy, 2010). Atualmente o dissilicato de litio também é utilizado
como material monolitico.

Shenoy e Shenoy, 2010 afirmam que embora o dissilicato de litio
apresente resisténcia a fratura (400 MPa) inferior a Y-TZP (700 MPa), é capaz
de oferecer resultado estético mais adequado quando a resisténcia ndo é o fator
mais relevante.

Mais recentemente, a VITA langou no mercado uma nova ceramica de
silicato de litio reforcada por zircdnia. Sua composicdo consiste em 56—64% de
SiO,, 15-21% de LiO,, 1-4% de K,0, 3-8% de P,0s, 1-4% de Al,O3, 0-4% de
CeO; e de 0-6% de pigmentos, associados ao acréscimo de 10% de zirconia,

apresentado propriedades semelhantes as do dissilicato de litio (Denry, Kelly,
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2014).

Os gréos de zircbnia se mantém em uma matriz vitrea entre uma camada
de grdos finos de metassilicato de litio e uma camada de dissilicato de litio
(Kruger et al., 2013). Previamente a etapa da cristalizacdo, existem os gréos de
metassilicato. Apos cristalizacdo, o material passa a conter duas camadas de
dissilicato de litio (Denry, Kelly, 2014).

A cerdmica Suprinity da VITA* é um exemplo de ceramica a base de
silicato de litio reforcada com zircénia, disponivel para o sistema CAD/CAM,
que surgiu com uma microestrutura de granulacédo fina e homogénea (Elsaka,
Elnaghy, 2016), podendo ser utilizada como laminado e tanto em coroas
anteriores quanto posteriores (da Cunha et al.,, 2015), além de, segundo
informacdes do fabricante, inlays, onlays, coroas parciais e coroas unitarias
sobre implantes, alcancando estética agradavel devido a sua translucidez,
fluorescéncia e opalescéncia.

A ceramica Suprinity da VITA** passa por duas etapas até estar pronta
para uso. Na primeira etapa, o silicato esta em estadode vidro sendo inadequado
para o processamento devido sua fragilidade. Por isso, passa por um processo
de pré-tratamento térmico onde o vidro passa a desenvolver caracteristicas de
ceramica e entdo, pode ser submetido ao processamento. O material apresenta
suas propriedades fisica e estética final apds a cristalizacdo em forno
odontoldgico especifico.

Um estudo recente que realizou caracterizacdo mecéanica da Suprinity
observou que este materialapresenta caracteristicas mecanicas superiores em
relacdo ao dissilicato de litio (E.max CAD, lvoclar/Vivadent), como: tenacidade
a fratura (2,31 + 0,17 MPa m®®), resisténcia a flexdo (443,63 + 38,90 MPa),
*VITA. Informagfes sobre o produto n® 1981 VITA YZ HT DISC. 2015a. Disponivel em: <https://www.vita-

zahnfabrik.com/Products/Machinable-Materials-All-Ceramics/en/YZ-DISC-HT-16692,27568,75509.htm>.
Acesso em 01 de marco de 2015.

**VITA. N° 2001 VITA SUPRINITY Technical and scientific documentation. 2015c. Disponivel em:<
https://www.vita-zahnfabrik.com/en/VITA-SUPRINITY-27559,27568,85238.html>. Acesso em: 16 de junho de
2015.
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modulo elastico (70,44 £ 1.97 GPa). Como desvantagens, a SUP se mostrou
mais dura (6,53 + 0,49 GPa) e friavel (2,84 + 0,26 um “%) (Elsaka, Elnaghy,
2016).

A VITA YZ HT (VITA)* é uma cerdmica a base Y-TZP que apresenta
alta translucidez associada as ja conhecidas boas propriedades mecéanicas da Y-
TZP regular, e também é capaz de recuperar toda anatomia dental de forma
monolitica, no entanto, ainda ndo esta disponivel no mercado brasileiro, assim
como, a caracterizacdo de sua superficie ainda ndo foi esclarecida na literatura.

Uma das mais reconhecidas caracteristicas das ceramicas monoliticas é
sua translucidez. Apesar da opacidade da zirconia, as ceramicas monoliticas de
alta translucidez possibilitam a passagem de luz (Sulaiman et al., 2015). Os
autores ainda sugerem que a translucidez pode estar relacionada com o tamanho
dos grdos de zircbnia, porcentagem de impurezas quimicas, a espessura da
restauracdo, porcentagem de alumina e a fase na qual o material se apresenta
(Zhang, 2014; Sulaiman et al., 2015). Quanto menores os grdos de zirconia
(Kim et al., 2013) e a espessura da restauracdo (Zhang, 2014), maior
transmissdo de luz. Além disso, o aumento do tempo e da temperatura de
sinterizacdo da zirconia monolitica resultam em melhor translucidez do material
(Ebeid et al., 2014).

2.2 Polimento ou vitrificacdo

Durante o periodo de resfriamento ap6s a sinterizacdo da ceramica,
podem surgir micro-ranhuras na superficie do material, diminuindo a resisténcia
devido ao acumulo de tens@es, além de, aumentar a rugosidade da superficie
(Aksoy et al., 2006).

*VITA. N° 2001 VITA SUPRINITY Technical and scientific documentation. 2015c. Disponivel em:<
https://www.vita-zahnfabrik.com/en/VITA-SUPRINITY-27559,27568,85238.html>. Acesso em: 16 de junho de
2015.
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Logo, deve ser realizada a aplicacdo de uma camada de glaze ou
procedimentos adequados de acabamento e polimento (Rashid, 2014), a fim de
recobrir estes pequenos defeitos superficiais eprevenir desgastes indesejados do
antagonista (Mehulic et al., 2010). O glaze consiste em po vitreo que é
misturado ao respectivo liquido modelador e pode ser sinterizado sobre a
superficie ceramica com o objetivo de promover uma superficie brilhante e lisa
(Anusavice et al., 2013). A camada de glaze e defendida como o melhor método
para a obtencdo de uma superficia menos rugosa em ceramicas vitreas (IPS
Classic, Empress Esthetic e Empress) quando comparada ao polimento
mecanico (Yilmaz, Ozkan, 2010). No entanto, existem trabalhos que
encontraram protocolos de polimento que resultaram em morfologias
superficiais proximas a promovida pelo glaze em diferentes ceramicas
odontoldgicas (Fuzzi et al., 1996; Boaventura et al., 2013; Odatsu et al., 2013;
Hmaidouch et al., 2014; Lawaf et al., 2016) ou até mais lisas que a superficie
glazeada (Manjuran, Sreelal, 2014).

De acordo com Boaventura et al. (2013), uma restauracdo ceramica (IPS
Empress 2 - Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) finalizada idealmente
deve possuir uma camada de glaze. Ao analisar diferentes condicGes da
superficie de uma ceré@mica vitrea (IPS Empress, lvoclar/Vivadent), Boaventura
et al. (2013) observaram que a superficie glazeada apresenta menor rugosidade
comparada com a superficie submetida a acabamento e polimento por ponta
diamantada seguida de pontas siliconadas (KG Sorensen) e pasta diamantada
(Ultradent, South Jordan, UT) ou ponta diamantada, ponta siliconada (Shofu) e
pasta Porcelize (Cosmedent).

No entanto, existem situacdes onde € necessario o ajuste da peca para a
obtencdo de um adequado assentamento (Aksoy et al., 2006). Nestes casos, 0s
ajustes sd@o realizados para corrigir inteferéncias oclusais ou para melhorar a

estética. Em restauracdes de zirconia monolitica, por exemplo, o ajuste pode ser
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muito dificil demandando um grande tempo clinico dependendo da distribuicdo
das particulas de zirconia e da quantidade de desgaste necessario, podendo
resultar em uma superficie muito rugosa (Anusavice et al., 2013). Além disso,
alguns profissionais preferem o polimento ao invés da camada de glaze.

Segunto Fuzzi et al. (1996), a superficie de uma porcelana polida pode
assemelher-se a superficie glazeada. Os autores observaram com auxilio de
microscopia eletrénica de varredura no aumento de 2.500 x que tanto o glaze
quanto diferentes técnicas de polimento resultaram em defeitos superficiais
uniformemente distribuidos, sendo que a superficie glazeada apresentou-se
Menos rugosa em comparagdo com as demais, corroborando com o0s achados de
Aksoy et al. (2006) através de anélises de MEV e MFA.

Outro ponto que deve ser considerado é o fato de haver uma grande
variedade de protocolos de polimentos no mercado, assim como, existem
diversas técnicas de observacao da rugosidade superficial de um material, como
MEV, MFA, rugosimetro de contato, perfilometria e interferometria. E que esta
heterogeneidade de fatores dificulta ainda mais a comparacdo de resultados
entre 0s materiais.

Com relacdo a perda da camada de glaze, (Pereira PC, 2010) observaram
que a deterioracdo da camada de glaze teve inicio apenas a partir de 160.000
ciclos de escovacdo, o que os autores relacionaram a cerca de 1 ano e 2 meses.
Os autores avaliaram a influéncia da vitrificacdo e do polimento com pontas de
silicone diamantadas na rugosidade superficial e formacao in situ de biofilme
oral inicial, apos simulacdo da escovacdo (400.000 ciclos), em ceramica
policristalina de zircénia parcialmente estabilizada por itrio (Cercon® Zirconia,
Dentsply Ceramco). Como resultado, observaram maior rugosidade superficial
assim como espessura média e biovolume de biofilme no grupo com superficie
glazeada e escovacdo simulada. No entanto, a escovacdo ndo foi relevante no

aumento da rugosidade. Através de MEV, observaram também uma superficie
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mais irregular do grupo com glaze, apresentando picos e vales; ja 0s grupos

controle e polidos apresentaramsuperficie mais lisa e uniforme.

2.3 Biofilme

A cavidade oral € colonizada por micro-organismos que quando
organizados formam o biofilme dental (Pereira CA et al., 2011; Zhou et al.,
2015) composto por cerca de 750 espécies diferentes (Kolenbrander et al.,
2010), envolvidas em uma matriz de polissacarideo extracelular aderida a uma
superficie sélida, como por exemplo, o elemento dentario (de Oliveira et al.,
2014).

O biofilme oral é um dos sistemas microbianos melhor descritos
(Kolenbrander et al., 2010), mas ainda existem micro-organismos a serem
cultivados e caracterizados metabolicamente. Os micro-organismos que n&o
conseguem se aderir a um substrato sdo eliminados para 0 meio externo pela
boca ou levados para o trato digestorio (Kolenbrander et al., 2010). Desta
forma, é sabido que existe um mecanismo para as bactérias conseguirem se
aderir e formar biofilmes tanto em superficies solidas quanto sobre os tecidos
moles. Quando os microrganismos e as superficies estdo expostos a saliva, eles
sdo imediatamente recobertos por uma camada de moléculas orgéanicas, a
pelicula adquirida (Li et al., 2004), constituida por proteinas e glicoproteinas
(Kolenbrander et al., 2010), alem de moléculas receptoras para a adesdo
bacteriana (Teughels et al., 2006; Metwalli et al., 2013).

Dois termos devem ser observados no campo da aderéncia bacteriana:
coadesdo e coagregacdo. O primeiro refere-se a unido entre um micro-

organismo na forma planctonica (inativa) e um micro-organismo distinto fixo



sob uma superficie. Ja a coagregacdo consiste na interacdo especifica entre
componentes da superficie dos diferentes micro-organismos quando dispersos
na saliva (Kolenbrander et al., 2010). Desta forma, em uma superficie dura
como o esmalte dental, a capacidade de agregar, a ordem de surgimento dos
micro-organismos (Kolenbrander, London, 1993) e o ambiente (Kolenbrander
et al., 2010) sdo importantes fatores na formacdo de um biofilme dental. Os
primeiros colonizadores do biofilme oral sdo rapidamente revestidos por
moléculas distintas que facilitam a glutinacdo e a formacdo de uma
microcolonia (Teughels et al., 2006). Em uma superficie aspera, as bactérias
estdo mais bem protegidas contra as forcas de cisalhamento de modo que uma
mudanca da ligacdo reversivel para uma irreversivel com o substrato, ocorre
mais facilmente. A aderéncia bacteriana a um substrato se da pela propriedade
superficial (ELS) semelhante (Teughels et al., 2006). De forma que, um micro-
organismo hidrofobico apresentard afinidade por uma superficie também
hidrofébica (Meier et al., 2008). Caso a superficie apresente caracteristica
hidrofilica, uma pelicula de agua estard presente entre o substrato e o
microorganismo, dificultando o contato direto entre micro-organismo
hidrofébico e o substrato. Segundo Almaguer-Flores et al. (2012), a
composicdo do biofilme inicial é afetada pela topografia e hidrofobicidade da
superficie e comunicacao entre 0s organismos presentes.

Segundo March (2005) o biofilme nada mais € do que uma comunidade
benefica para todos os organismos participantes, pois o metabolismo dos
primeiros colonizadores altera 0 ambiente proporcionando condi¢des adequadas
para a fixacdo e crescimento de outras espécies. Esta coopera¢do promove uma
maior resisténcia aos agentes antimicrobianos e a defesa do hospedeiro.
Streptococus sdo um dos primeiros colonizadores (Dige et al., 2009) presentes
no biofilme supragengival inicial nas primeiras 8 h. Segundo Kolenbrander e

Palmer (1993), Streptococus sdo 0S micro-organismos que estdo presentes em
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maior quantidade no biofilme oral. Sendo S. mutans a espécie predominante,
seguida por sanguinis, mitis e salivaris (Metwalli et al., 2013). Streptococus
reconhecem receptores na pelicula adquirida imediatamente apos a superficie
ter sido limpa e, crescem a partir da fermentacdo de agucares em &cidos
organicos, por exemplo, o acido latico (Palmer et al., 2006). A producéo de
acido tende a abaixar o pH para 5, desta forma apenas micro-organismos acido-
resistentes como S. mutans tendem a crescer e a continuar a producéo de &cidos,
conferindo vantagem a estes micro-organismos sobre as espécies comensais.

Na presenca de agucar, os colonizadores iniciais e secundarios produzem
uma matriz extracelular, a partir de onde as células irdo formar col6nias e
crescer formando o biofilme dental (Kidd, Fejerskov, 2004; Meier et al., 2008).
Esta producéo constante de acidos em meio de baixo pH é o ambiente ideal para
desenvolvimento de caries (de Soet et al., 2000). Logo, S. mutans é considerado
um organismo altamente cariogénico, pois, sua patogenicidade se da pela
capacidade de sobreviver em ambiente acido e metabolizar agtcar, promovendo
pontes irreversiveis com a estrutura dental. S. mutans coadere ou se coagrega
com outros micro-organismos, seguidos pela proliferagcdo e migracdo para
outros sitios da boca (Metwalli et al., 2013). Ao mesmo tempo, alguns
Streptococus sintetizam aménia, elevando o pH do biofilme (Kolenbrander et
al.,, 2010) e é neste meio que aparecem micro-organismos como Candida
albicans.

De acordo com Kolenbrander et al. (2010), o biofilme oral pode ser
dividido em supragengival presente em esmalte exposto ou, subgengival
quando o biofilme que esta localizado embaixo da gengiva. A formacdo do
biofilme ocorre preferencialmente nas irregularidades onde o0s micro-
organismos estdo protegidos dos mecanismos de controle e regulacdo da
microbiota (Gatewood et al., 1993; Quirynen et al., 1993; Pereira-Cenci et al.,

2008). Deste modo, parece sensato afirmar que a rugosidade é um meio
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susceptivel a formacdo de biofilme em sua fase reversivel até sua maturacéo,
assim como observado por Aykent et al. (2010) e Anami et al. (2012) que
observaram em seus estudos a relacdo direta entre a formacdo de biofilme
dental e a rugosidade superficial de um material.

O biofilme dental € formado em trés etapas: a fase de colonizagéo
inicial ou de acoplamento, a fase de crescimento rapido e a fase de
remodelacdo. Na fase inicial, predomina a aderéncia de micro-organismos
primarios como Streptococus sanguinis, Streptococus mitis, Streptococus oralis
e Streptococus gordonil na pelicula adquirida (Aruni et al., 2015). A segunda
fase consiste em maior adesdo interbacteriana, divisdo e multiplicacdo celular.
Ja na terceira fase, existe maior complexidade na composicédo bacteriana, como
por exemplo, a presenca de Streptococus mutans, intimamente relacionado com
a carie dentaria (Pedrini et al., 2001), Candida albicans, principal espécie de
levedura responsavel pelo desenvolvimento de candidoses bucais, carie dental e
doenca periodontal (Jarvensivu et al., 2004).

C. albicans pode ser frequentemente identificada na cavidade oral de
pacientes saudaveis (Pereira CA et al., 2011). Em um biofilme heterotipico, a
presenca de C. albicans modifica o estado metabdlico dos outros micro-
organismos criando uma barreira de protecdo fisica aos antimicrobianos,
tornando-os resistentes aos medicamentos (Fox, Nobile, 2012; Cirasola et al.,
2013).

A aderéncia de bactérias bucais aos dentes ou materiais restauradores
desempenha papel fundamental na etiologia de doencas bucais como carie e
doenca periodontal (Kantorski, Pagani, 2007). Na boca, geralmente existem
superficies duras, macias, naturais e artificiais dentro de um mesmo nicho
ecologico (Shemesh et al., 2010) conferindo entdo, a aderéncia bacteriana e
consequentemente, a formacéo de biofilme dental como fatores importantes na

odontologia.
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A presenca de micro-organismos gera potencial patogénico e, a carie
dental e a periodontite sdo as duas doengas mais comuns relacionadas a a¢ao do
biofilme dental (Jakubovics et al., 2014).

A pelicula adquirida € o resultado da juncdo de constituintes salivares e
da adsorgéo seletiva bacteriana. Trata-se de uma pelicula acelular na qual as
bactérias se aderem formando o biofilme dental (Shemesh et al., 2010).

Streptococcus que colonizam a cavidade oral s&o micro-organismos
comensais (Jakubovics et al., 2014). Suspensbes de S.mutans e S. sanguinis
estdo presentes na microbiota oral saudavel e representam mais de 80% dos
micro-organismos colonizadores do biofilme dental inicial (Rosan, Lamont,
2000). S. sanguinis predominam sobre S. mutans em adultos sem experiéncia de
carie e quando existe a atividade de carie, S. mutans prevalecem (Giacaman et
al., 2015).

Segundo Shemesh et al. (2010), € possivel que o biofilme se diferencie
devido a pelicula adquirida variar conforme o tipo de superficie dos materiais
presentes na cavidade bucal (Aroonsang et al., 2014). Outros fatores também
sdo considerados no estudo da aderéncia bacteriana: rugosidade superficial,
carga do material, componentes quimicos e hidrofobicidade celular (Sousa et
al., 2009).

Outros autores ressaltam a importancia do efeito hidrofobico na
aderéncia inicial dos micro-organismos no material. Em estudo recente,
observou-se que existe menor aderéncia bacteriana aos materiais hidrofilicos
comparados aos hidrofobicos (Sousa et al., 2009). Os materiais
superhidrofilicos possuem a capacidade de formarem em sua superficie uma
densa camada de agua que enfraquece a interacdo célula e substrato, reduzindo
a adesdo celular (Song et al., 2015). Desta forma, as bactérias apresentam maior
preferéncia pelas superficies hidrofobicas, assim como, por superficies rugosas
(Renner, Weibel, 2011).
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Né&o é definida na literatura a rugosidade ideal para que a formacao de
biofilme sobre a superficie do material seja inibida e, o efeito desta relagéo
rugosidade e formacao de biofilme pode ainda variar conforme o tamanho dos
micro-organismos (Renner, Weibel, 2011). Almaguer-Flores et al. (2012),
corroboram com esta afirmacdo quando observaram que a formacao de biofilme
inicial e também sua composicao sdo afetados pela superficie hidrofilica, assim
como, a microtopografia do material.

Diferentemente da técnica da contagem de unidades formadoras de
colénia (UFC/mL) que requer bastante tempo para ser realizada, por tanto, trata-
se de um método trabalhoso e ainda, impreciso (Manoil et al., 2014), mas que,
continua sendo utilizado (Giacaman et al., 2015). Outros métodos utilizados
para avaliar a presenca de biofilme s&o as microscopias: eletronica de
transmissédo (Sanclement et al., 2005) e de fluorescéncia (Winkler et al., 2014).

Quando um material em contato com os tecidos do corpo humano
exerce suas fungdes sem causar danos, € denominado inerte (Williams, 2008).
Quando existe alteracdo metabdlica na célula, o material € citotoxico, pois,
acarreta em irritacdo e até degeneracdo dos tecidos circundantes (Willershausen
et al., 2000). De acordo com a International Organization of Standardization
(1ISO) I1SO 10993:1999, para avaliar a biocompatibilidade de um material que
sera utilizado em dispositivos médicos, deve-se primeiramente realizar o ensaio
de citotoxicidade in vitro. Comprovada a auséncia de toxicidade, o estudo da
biocompatibilidade do produto progride para a realizacdo dos testes em
animais. A avaliacdo da citotoxicidade de um material pode ser qualitativa ou
quantitativa (Rogero et al., 2003). A qualitativa é realizada mediante analise
microscopica das células a fim de se verificar alteragdes na morfologia geral e a
avaliacdo quantitativa é realizada através da morte celular, proliferacéo celular

ou formacéo de coldnias celulares.

27



Os testes que avaliam a citotoxicidade (microscopia eletrdnica de
varredura e ensaios enzimaticos) consistem em colocar o material em contato
com uma cultura de células, verificando se alteracdes celulares sdo geradas por
diferentes mecanismos (Camilleri, Pitt Ford, 2006). A escolha do ensaio,
segundo Costa e Souza (2005), depende da célula-alvo, do agente em estudo e
da natureza da resposta.

Os ensaios de cristal de violeta (Schweikl et al., 2005), contagem de
células por exclusdao com azul de trypan (Cavalcanti et al., 2005; Costa, Souza,
2005), sintese de DNA (Costa, Souza, 2005; Tay et al., 2012), liberacdo de
crémio, sintese de proteinas, (Costa, Souza, 2005), teste FDA (diacetato de
fluoresceina), teste LDH (lactato desidrogenase), teste MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-brometo de difeniltetrazolio), teste BrdU (5-bromo-2-
desoxiuridina) (Moller et al., 2012), WST teste (tetrazdlio solivel em agua)
(Moller et al., 2012; Winkler et al., 2014) e teste XTT (sodio 30-[1-
(fenilaminocarbonil)-3,4-tetrazdlio]-bis(4-metoxi-6-nitro) benzeno-sulfonico
acido hidrato) (Shehata et al., 2013) s@o ensaios enzimaticos que avaliam a
citotoxicidade in vitro.

Os ensaios de citotoxicidade celular podem ser divididos em dois
grupos: a) resposta imediata ou curto-prazo; b) sobrevivéncia em longo prazo.
Os ensaios de curto-prazo determinam a viabilidade celular logo apds o contato
com o agente, revelando as células mortas no periodo avaliado. J& os testes de
sobrevivéncia avaliam a capacidade metabdlica ou proliferativa ap0s exposicéo
ao agente (Costa, Souza, 2005). O teste MTT ou método do corante brometo de
3-(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazélio (De Deus et al., 2005) € um
exemplo de ensaio enzimatico bastante utilizado (Sabaliauskas et al., 2011; Tete
et al., 2014; Trumpaite-Vanagiene et al., 2015). Este método de avaliacdo
determina 0 ndmero de células em uma amostra e o nivel de sua atividade

metabolica, pois, baseia-se na capacidade enzimatica da succinil desidrogenase,
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presentes em células viaveis formar cristais de formazan através da conversao
do sal amarelo MTT. Este método tem como vantagens sua simplicidade,
preciséo e rapidez (De Deus et al., 2005).

A zircbnia € um material que apresenta baixa citotoxicidade. Desta
forma, sobre sua superficie crescem fibroblastos que expressam e secretam
fibronectina, proteina relacionada a adesdo destas células (Raffaelli et al., 2007;
Teté et al., 2014). A zircbnia pode entdo ser sugerida como um biomaterial
ceramico adequado para ser utilizado em proteses parciais fixas (Raffaelli et al.,
2007). As restauracdes a base de dissilicato de litio promovem uma baixa
secrecdo de proteinas associadas a adesdo celular, logo para este material,
sugere-se 0 término supra-gengival (Tete et al., 2014).

Os fibroblastos (FMM-1) podem ser as células de escolha para
avaliacdo da citotoxicidade. Varios estudos que avaliam a citotoxicidade ou
viabilidade celular sobre materiais restauradores tém utilizado o fibroblastos
gengivais humanos (Sabaliauskas et al., 2011; Attik et al., 2014; Frese et al.,
2014; Kwon et al., 2014; Tete et al., 2014; Zingler et al., 2014; Grande et al.,
2015; Madhyastha et al., 2015; Trumpaite-Vanagiene et al., 2015; Yagci,
Kesim, 2016) por ser o tipo celular mais comum no tecido gengival (Yagci,
Kesim, 2016).

FMM-1 é a linhagem da qual os fibroblastos gengivais humanos podem
ser extraidos. Os fibroblastos FMM-1 possuem comportamento estavel

conferindo a obtencéo de resultados padronizados.
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3 PROPOSICAO

Este projeto teve como objetivos:

a)

b)

Analisar a topografia superficial e energia livre de superficie das
ceramicas monoliticas a base de zirconia tetragonal estabilizada por
Oxido de itrio de alta translucidez e a base de silicato de litio
reforcado por zircOnia, quando glazeadas ou polidas;

Quantificar a aderéncia de biofilmes formados na superficie destas
ceramicas glazeadas ou polidas;

Avaliar a viabilidade de fibroblastos gengivais humanos (FMM-1)

sobre estes materiais restauradores glazeados ou polidos.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em diferentes centros de pesquisa. As
secbes 4.1, 4.2.1 e 4.5 foram realizadas no Laboratorio de Pesquisas em
Materiais Odontologicos e Prétese. A secdo 4.2.3 foi realizada no Laboratério
de Bioengenharia. A secdo 4.3 foi realizada no Laboratério de Microbiologia e
Imunologia. A secdo 4.4 foi realizada no laboratério de Estudo Interdisciplinar
em Célula (LEIC). Todos os laboratorios citados acima pertencem ao Instituto
de Ciéncia e Tecnologia da UNESP, em Sao José dos Campos, Brasil. A se¢do
4.2.2 foi desenvolvida no Laboratorio Associado de Sensores e Materiais (LAS)
do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE) em S&o José dos Campos,
Brasil. Os materiais restauradores que foram utilizados no presente estudo

encontram-se descritos no Quadro 1.

Quadro 1 — Marcas comerciais, fabricantes e indicacdes de uso dos materiais
restauradores que foram utilizados no presente estudo

Sigla Material Marca cc_)merual Indicacdo Lote
e fabricante
Zirconia policristalina | Vita YZ HT block, | Coroas e PPF de | 48980
HT parcialmente Vita Zahnfabrik, até 9 elementos
estabilizada por itrio | Bad, Sackingen,
de alta translucidez Alemanha
Ceramica a base de Suprinity, Vita Coroas anteriores | 49142
SUP silicato de litio Zahnfabrik, Bad e posteriores
reforcada por zirconia Séckingen, sobre dente e
Alemanha implante, facetas
Vita Akzent Glaze Vita Zahnfabrik, Otimizar a E33820
Spray Bad Sackingen, tonalidade das
Alemanha ceramicas
Pontas para Vita Zahnfabrik, | Alcangar umalto | E6510
polimento Bad Sackingen, brilho
Alemanha




4.1 Confeccéo dos corpos-de-prova

As ceramicas (HT e SUP) foram cortadas em blocos menores com disco
diamantado em maquina de corte (Isomet® 1000, Precision Sectioning Saw,
Buehler, Lake Bluff, Illinois, EUA) sob refrigeracdo constante. Foram obtidos
46 espécimes de cada material, que foram lixados para padronizacdo das
dimensbes (Figura 1). Devido a contragdo de 20% da cerdmica HT, suas
dimensdes iniciais foram de 5,7 x 5,7 x 2,1 mm. Todos blocos tiveram as
superficies polidas (& mdo) em politriz automatica (EcoMet™/AutoMet™250,
Buehler, Illinois, EUA) com lixas d’agua de granulagdo decrescente #600 até

#1200 (30 s por lixa), sob refrigeracdo com agua.

Figura 1- Esquematizacéo dos cortes para obtencdo dos corpos de prova

Legenda: a) Bloco de SUP nas dimens®es originais (11 x 18 x 14 mm); b) Remoc&o das extremidades
para confeccdo das amostras para o calculo da energia livre de superficie; ¢) Cortes longitudinais no
bloco referentes a espessura; d) Apds girar o bloco em 90°, realizacdo dos cortes longitudinais
referentes & altura; e) Cortes transversais referentes a largura. Os espécimes de SUP foram obtidos nas
dimensGes finais de 4,5 x 4,5 x 1,5 mm; f) Os espécimes da HT foram obtidos nas dimens@es de 5,7 x
5,7 x 2,1 mm para que apds o processo de sinterizacdo, as dimensdes finais sejam iguais as da SUP.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Ap0s limpeza em banho ultrassénico com alcool isopropilico durante 5
min, os blocos de HT foram submetidos a queima de limpeza em forno
Vacumat 6000 MP (Vita Zahnfabrik, Bad, Sackingen, Alemanha) e sinterizados
em forno Zyrcomatt (Vita Zahnfabrik, Bad, Sackingen, Alemanha) de acordo
com instrugdes do fabricante. Ja os blocos de SUP foram submetidos a
cristalizacdo em forno Vacumat 6000 MP. Em seguida, os blocos (subgrupos
“g”) receberam uma fina camada de glaze Vita Akzent Spray (Vita Zahnfabrik,
Bad Sé&ckingen, Alemanha) sobre a face de trabalho através de jato unico (20
cm de disténcia) e foram sinterizados em forno Vacumat 6000 MP (Vita
Zahnfabrik, Bad Sackingen, Alemanha). Apds realizacdo de todos os testes para
0s grupos glazeados, os espécimes foram novamente submetidos ao protocolo
de lixamento (exceto os espécimes submetidos a microscopia eletrbnica de
varredura) e em seguida, ao protocolo de polimento de dois passos com as
pontas sugeridas pelo fabricante para ambos os materiais (Vita Suprinity
Polishing Set Clinical, Vita Zahnfabrik), totalizando 26 amostras de cada
material para o subgrupo “polido”. Inicialmente foi utilizada a borracha Step 1
Prepolisshing (velocidade de 7.000 a 12.000 rpm por 15 s) seguida da borracha
Step 2 High-gloss (velocidade de 4.000 a 8.000 rpm por 15 s). Apos protocolo
de polimento, os espécimes foram novamente limpos em banho ultrassonico.
Por fim, as dimens0es finais de ambos materiais foram de 4,5 x 4,5 x 1,5 mm
(Figura 2). Em seguida, foi determinada a superficie de nédo-trabalho das
amostras através de uma marcacdo realizada com uma broca diamantada
esferica modelo 1014 (KG Sorensen, Medical Burs, Sdo Paulo, Brasil). Os
especimes foram divididos em quatro grupos de acordo com o tratamento da

superficie e o material utilizado, descritos no Quadro 2.
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Figura 2- Amostras finalizadas

Legenda: Blocos finalizados nas dimensdes de 4,5 x 4,5 x 1,5 mm.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Quadro 2- Distribuig¢ao dos grupos conforme os fatores “material” ¢ “superficie”

Grupo Material Superficie
HTg Vita YZ HT Glaze
HTp VitaYZ HT Polimento
SUPg Vita Suprinity Glaze

SUPp Vita Suprinity Polimento

4.2 Caracterizacao da superficie dos materiais

4.2.1 Analise da rugosidade

Na superficie de trabalho foi analisada a rugosidade superficial (n=20),

nos parametros Ra (rugosidade média absoluta das alturas das irregularidades ao
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longo do perfil; pardmetro de altura) e RSm (espacamento ou largura média do
perfil das irregularidades dentro de um comprimento de amostragem; parametro
hibrido) (Wennerberg, Albrektsson, 2000) dos espécimes que foram
posteriormente utilizados para a Contagem de Unidades Formadoras de
Colbnias (4.3.2). Os espécimes foram individualmente identificados e na
superficie de cada amostra (4,5 x 4,5 mm) realizadas leituras (3 mm) da
rugosidade tridimensional através de um rugosimetro (Surftest SJ 400,
Mitutoyo, Toquio, Japdo) (Figura 3). Foram realizadas trés leituras paralelas
equidistantes com velocidade de varredura de 0,2 mm/s, seguindo a norma 1SO
4287-1997, com filtro Gaussian e o valor cut-off de 0,8 mm. Em seguida, duas

amostras de cada grupo foram utilizadas na sesséo 4.5.

Figura 3- Amostra em andlise através do Rugosimetro Surftest SJ 400 (Mitutoyo, Toquio, Japao)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2.2 Perfilometria

Foram realizadas duas leituras por espécime (n=2) para analise qualitativa
da superficie bidimensional e tridimensional das ceramicas através de um
perfilometro dptico (Wyko NT1100, Veeco, Tucson, EUA). A analise da
topografia superficial foi realizada utilizando o software Wyco Vision 32

(Veeco, Tucson, EUA) com aumento de 20 x em uma area de 301,3 x 229,2 um.

4.2.3 Analise da energia livre de superficie (ELS)

Foram obtidas cinco amostras para cada grupo (15 x 15 x 1,5 mm), de
forma semelhante ao descrito anteriormente, que foram utilizadas para analise
da ELS por goniometria. O tensibmetro optico TL 1000 — Invoiced freight,
Theta Lite (Attension, Lichfield, Staffordshire, Reino Unido) foi utilizado para a
medicdo do angulo de contato médio em 5 &reas distintas por amostra com a
técnica de gota séssil com dois liquidos de diferentes tensdes superficiais: agua
destilada e diiodometano em temperatura ambiente. Previamente a analise, cada
amostra foi limpa em banho ultrassénico (alcool isopropilico) durante 5 min e
manuseada com cuidado (luvas) evitando contaminacéo.

Uma seringa graduada (Gastight Syringes #1001 — 1ml, Hamilton, Reno,
Nevada, EUA) com agulha hidrofébica deposita a gota e, apés o tempo de
espera de 5 s, 0 angulo de contato medio é calculado (OneAttension, Biolin
Scientific, Lichfield, Staffordshire, Reino Unido) a partir da aquisicdo de 60
imagens por segundo durante 10 s. A energia livre de superficie, em mJ/m?, foi

calculada de acordo com 0 método proposto por Owens e Wendt (1969).

36



O éangulo de contato consiste em um equilibrio entre as energias
presentes na interface entre sélido e liquido (Craig, 1993). Através da férmula
da média harmonica, sdo geradas duas equacdes para obtencdo da energia livre

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

i
4‘{1__:1 ¥2© N 41147 7," (1)

Ta + ?’:d Na® +v2F

, - 4y1s"y,"
N *Y2' Tis" 127

Na primeira férmula foram utilizadas as informacdes referentes ao
liquido 1 (diiodometano): cosseno do angulo de contato obtido e suas variaveis
dispersiva e polar ja conhecidas (Quadro 3) (Combe et al., 2004). Desta forma,
foi obtida a variavel dispersiva do solido. A partir do valor encontrado para a
variavel dispersiva do sélido, do cosseno do angulo de contato obtido do liquido
2 (A4gua) e suas variaveis dispersiva e polar, foi obtida a variavel polar do sélido
através da segunda formula. A energia livre de superficie do solido corresponde

ao somatorio de suas variaveis dispersiva e polar.

Quadro 3- Componentes dispersivo (yq4) e polar (yp) e energia de superficie (yr)
dos liquidos utilizados para medidas de angulo de contato, em mN/m (Combe et
al., 2004)

Liquido Ya(mN/m) Yp(MN/m) vt (MN/m)
Agua deionizada 21,8 51,0 72,8
Diiodometano 50,8 0,0 50,8

Fonte: Combe et al. (2004)
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Através das 5 médias dos angulos de contato da 4gua e do diiodometano
nas 5 amostras de cada material, foi obtida uma média geral para cada liquido

para cada grupo.

4.3 Formacao de biofilme

4.3.1 Esterilizacdo e contaminacgao dos especimes

Trinta e dois espécimes de 4,5 x 4,5 x 1,5 mm (n=8) foram esterilizados
em camara de fluxo laminar. Durante o estudo piloto para elaboracdo deste
projeto de pesquisa, outras 10 amostras foram submetidas a esterilizagdo em
camara de fluxo sob radiacdo ultravioleta. Os espécimes foram posicionados
dentro do fluxo laminar, onde permaneceram sob a luz por 15 min de cada lado
de 4,5 x 4,5 mm e foram manipulados com instrumental também estéril. Para
confirmar a auséncia de alteracOes superficiais resultantes deste procedimento
foi analisada a rugosidade superficial de cada amostra antes e apOs a
esterilizacdo que se mostrou inalterada.

A Figura 4 apresenta os espécimes esterilizados por radiacao ultravioleta
em caldo BHI (infuséo de cerebro coracéo) apos 24 h e 48 h em estufa a 37 °C.
A auséncia de turvacdo garante a eficicia deste processo de esterilizacdo que
ndo influenciou os valores de rugosidade superficial do material e ndo apresenta

custo para a execucao do trabalho.



Figura 4- Estudo piloto avaliando a eficacia da camara de fluxo como método de
esterilizacdo dos espécimes

Fonte: Elaborada pelo autor.

Assim, os espécimes foram individualmente numerados e dispostos em
ordem crescente na camara de fluxo laminar para o processo de esterilizacdo por
radiacdo ultravioleta conforme descrito anteriormente.

A metodologia proposta por Pereira et al. (2011), foi utilizada com
algumas modificacOes, para avaliacdo da formacdo dos biofilmes sobre a
superficie dos materiais restauradores. Os biofilmes foram compostos por cepas
padrdo de S. sanguinis (ATCC 7073), S. mutans (UA 159) e C. albicans (ATCC
18804).

Suspensoes padrdo de cada cepa foram preparadas com densidade Optica
relativa a 10° células/mL. Para isto, os estreptococos foram semeados em agar
BHI — Brain Heart Infusion (Difco, Detroit, EUA) e a C. albicans, semeada em
agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) e incubada por 24 h em estufa
37 °C. Os estreptococos foram incubados em estufa a 37 °C com 5% de CO,.

Apobs incubacéo, as colonias de micro-organismos foram suspensas em
solucéo fisiologica esteril (NaCl a 0,9%) e a quantidade de células suspensas
verificada em um espectrofotobmetro (B582, Micronal, Sdo Paulo). Para isto, 0s
parametros de densidade dptica e comprimento de onda de 0,620 e 398 nm para
S. mutans, 0,560 e 398 nm para S. sanguinis e 0,284 e 530 nm para C. albicans,

foram utilizados. Estes parametros foram pre-estabelecidos por meio de uma
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curva padrdo com as unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL)
versus absorbancia.

Foram contaminadas 8 amostras de cada grupo para obtencdo de
biofilme heterotipico com a associacdo destes trés micro-organismos,
(inoculando na placa 16,5 uL. da suspensao de cada micro-organismo) (Figura
5). Em seguida, duas amostras de cada grupo foram utilizadas na sessdo 4.5.
Para avaliar a formacdo de biofilme precoce, as placas foram seladas e
incubadas a 37 °C em estufa de CO, durante 16 h.

Figura 5- Amostras contaminadas dispostas em uma placa de 96 pocos

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.2 Contagem de unidades formadoras de coldnia

Trinta e duas amostras (n=8) foram lavadas substituindo-se 200 uL. do
caldo de cada poco por solucéo fisioldgica estéril e as placas foram agitadas por
5 min (agitador orbital, Solab, Piracicaba) para se remover células bacterianas
nédo aderidas. Entéo, os espécimes foram individualmente transferidos para tubo
falcon com 10 mL de solucéo salina estéril (NaCl a 0,9%) e sonicados (Sonoplus
HD 2200, 30 W, Bandelin Eletronic, Berlin, Germany) por 30 s para remogéo
dos biofilmes superficiais.
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Uma série de dilui¢bes decimais e aliquotas de 0,1 ml das dilui¢cGes de 10°
1.10% 107% 10" e 10™ foi realizada e semeadas, em duplicatas, em placas de
Petri com meios seletivos para observarmos cada micro-organismo do biofilme
heterotipico: &gar Mitis Salivarius (Difco, Detroit, EUA) para S. sanguinis, agar
Mitis Salivarius (Difco, Detroit, EUA) com 0,2 Ul/mL de bacitracina (Uniéo
Quimica, Sdo Paulo) e sacarose (MSBS) para S. mutans,e agar Sabouraud
dextrose com 50 mg/l de coranfenicol (Unido Quimica, S&o Paulo) para C.
albicans (Figura 6). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 48 h e, em

seguida, foram contadas (a médo) e o numero de UFC/mL, determinado.

Figura 6- Col6nias de micro-organismos formadas nos meios de cultura

——

Legenda: a) C. albicans em agar Sabouraud e coranfenicol; b) S. mutans em agar Mitis Salivarius,
bacitracina e sacarose; ¢) S. sanguinis em agar Mitis Salivarius.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Avaliacdo da viabilidade de células fibroblasticas gengivais humanas
(FMM-1) através do teste MTT

Para realizacdo do teste MTT (ISO 10993:1999), utilizou-se o fluxo
laminar durante toda manipulacéo. Primeiramente cultivaram-se os fibroblastos
gengivais humanos (FMM-1) em estufa nas condig¢des de 5% de CO, e a 37 °C.
Foram estabilizadas as culturas primarias de FMM-1 para crescimento e

expansdo celular. Para isto, as células foram descongelas e cultivadas em duas
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garrafas de cultura de 50 mL com 5 ml de meio de cultura, DMEM (DMEM
high glucose, GlutaMAXTMSupplement, pyruvate, Gibco, Grand Island, EUA)
suplementado com 10% Soro fetal Bovino - SFB (Gibco), e 1% de penicilina
estreptomicina (LGC®- Cotia,). Para manutencéo da cultura celular, o meio de
cultura foi substituido a cada 48 h e, as células cultivadas durante 7 dias. Para a
verificacdo das células viaveis para o teste, foi utilizado o teste azul de Trypan
(0,4%) que consiste em aplicar 30 pl do corante em 30 pl de solucéo de células
em um tubo eppendorf de 2 mL. Em seguida, 10 pl da mistura foi aplicada
sobre uma placa de Neubawer para quantificacéo celular. Apds comprovacao de
quantidade celular suficiente para realizar o experimento, as garrafas foram
lavadas com solucdo tampao fosfato-salino — PBS (Cultilab Ltda, Campinas) e,
para desprender as células das garrafas, 2 mL de tripsina 0,05% (Gibco) foram
adicionados a solucdo e em seguida, as células foram armazenadas durante 5
min em estufa (5% de CO,, 37 °C). Apo0s esse periodo foi neutralizada a acao
da tripsina agregando 4 ml de meio de cultura. O conteldo das garrafas foi
transferido para um tubo falcon de 15 mL e entéo, a suspenséo foi centrifugada
(2000 rpm por 5 min a 25 °C) e o sobrenadante, descartado. Em seguida, o
pellet foi suspendido em 1 mL de meio de cultura (DMEM). A suspencéo de
células foi transferida para um tubo falcon de 30 mL com 29 mL de meio.
Foram ent&o obtidas 240.000 ceélulas referentes a 20.000 células por poco.

Para realizacdo do teste MTT, foi padronizado o uso de placas de 24
pocos para ambos o0s periodos, pois, 0 poco de uma placa de 96 pogos nao
possui espaco suficiente para que as células crescam sem competir por
nutrientes, no periodo de 7 dias. Desta forma, para que o local de cultivo ndo
fosse outro fator possivel de alterar a viabilidade celular, além do contato com
0s materiais, foram utilizadas seis amostras por material, dispostas em pares em

trés pocos de placas de 24 pocos.
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Doze amostras de cada grupo nas dimensoes de 4,5 x 4,5 x 1,5 mm foram
utilizadas para avaliacdo da adeséo de células fibroblasticas (n=6 por periodo de
avaliacdo, N=48). As células FMM-1 foram plaqueadas sobre as respectivas
amostras, dispostas no interior das placas de 24 pocos. Para cada pogo com duas
amostras, foi adicionado 1 mL da suspensdo contendo 20.000 células. As placas
foram incubadas a temperatura de 37 °C em atmosfera Umida contendo 5% de
CO; por 24 h e 7 dias. Para o periodo de 7 dias, o meio foi renovado a cada 48 h.
A sobrevivéncia celular foi determinada pela mensuracdo da atividade da
succinil desidrogenase (SDH), que € indicativa da funcdo mitocondrial, o que €
observada pelo ensaio de MTT (3-4,5 dimetiltiazol-2il-2,5-difeniltetrazdlio;
Sigma, St Louis, USA). A viabilidade celular foi quantificada pela dissolugéo do
MTT em 0,1 N NaOH (6,25 v/iv%) em DMSO (Dimethyl Sulfoxide) e a
viabilidade celular foi expressa como porcentagem em relagao ao grupo controle
(=100%) que consistiu em po¢os sem material ceramico.

Ap0s o periodo de incubacéo, o sobrenadante de cada poco foi descartado
e as ceramicas retiradas dos pogos. As monocamadas celulares no fundo dos
pocos foram lavadas com 500 pl de PBS. Em seguida, foi adicionado a cada
poco 500 pl da solugdo de MTT, que foi preparada conforme recomendacédo do
fabricante (0,5 mg/mL de PBS). As placas foram encubadas durante 1 ha 37 °C
em ambiente sem luz. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 0s pogos
foram lavados com 500 ul de PBS. Foi acrescentado 500 uml de DMSO
incluindo nos pocos controles e as placas foram incubadas por 10 min. Logo em
seguida, as placas foram agitadas na mesa orbital durante 10 min. 100 pl do
sobrenadante de cada poco foi removido e colocado em triplicata em uma placa
com 96 pocos para posterior leitura da densidade Optica em espectofotémetro,
resultando em 9 pocos por material e perido. A leitura resultante foi mensurada
atraves de um comprimento de onda de 570 nm (EL808IU, Biotek, Vermont,
EUA).
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4.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi realizada para analisar
morfologicamente a superficie dos materiais, antes do processo de esterilizacéo
(n=2), contaminados com biofilme heterotipico (n=2) e em contato com 0s
fibroblastos gengivais humanos nos periodos de 24 h e 7 dias (n=2).

Os espécimes contaminados com micro-organismos e com crescimento
de fibroblastos foram fixados utilizando o protocolo de imersdo em solucdo de
glutaraldeido 2,5% por 1 h em temperatura ambiente, e desidratadas
subsequentemente por uma série de passagens em concentracdes crescentes de
alcool etilico (10%, 25%, 50%, 75%, 80% e 90% por 20 min cada e 100%
durante 1 h).

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

4.6 Analise dos resultados

Devido a distribuicdo ndo-normal, os dados dos dois parametros de
rugosidade (em pm) foram submetidos aos testes Kruskal-Wallis e teste de

Dunn (a=95%) para comparacg6es entre os grupos. Confirmada a normalidade da
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distribuicdo e a homogeneidade dos dados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov,
os dados de energia livre de superficie (em mN/m) foram analisados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) 2 fatores (material x
superficie) e teste Tukey para deteccdo das diferencas (a=95%). Os dados de
UFC (em log) e MTT (em %) foram analisados estatisticamente por ANOVA 3
fatores, seguido por teste Tukey (caso p<0,05) pelo software Minitab (Minitab
17 para Windows, 2004). Para UFC, os trés fatores analisados foram
“Material*Superficie*Micro-organismo” em 7 niveis. Para MTT, foram
avaliados os trés fatores “Material*Superficie*Tempo” em 6 niveis. Para as
imagens obtidas atraves de perfilometria e MEV, foram realizadas anélises

descritivas.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da superficie dos materiais

5.1.1 Analise da rugosidade

A analise estatistica descritiva, apresentada na Tabela 1, mostra os valores
de média, desvio padrdo e coeficiente de varidncia a 95% dos dados de
rugosidade para os parametros avaliados. Conforme o teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnov (Figura 7), apenas os dados de rugosidade dos grupos

glazeados (HTg e SUPQ) seguiram a distribui¢cdo normal.

Tabela 1- Valores de meédia £ desvio padrdo (dp), em um, e coeficiente de
variancia a 95% (95% CV) dos valores de rugosidade para os parametros Ra e
RSm

Ra RSm
Material Media £ dp 95% CV Media £ dp 95% CV
HTg 2,37 £ 0,97 40,85% 128,5 + 51,92 40,49%
HTp 0,58 £ 0,23 39,82% 103,2 £ 101,60 98,48%
SUPg 0,96 £ 0,36 37,21% 258,1 + 112,40 43,55%
SUPp 0,33+0,18 55,03% 73,40 + 49,40 67,30%

Fonte: Elaborada pelo autor.



Figura 7- Teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov para os valores de
rugosidade
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Legenda: a) HTg; b) HTp; ¢) SUPg; d) SUPp.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Devido a ndo normalidade dos dados estes foram submetidos aos testes
ndo-paramétricos de Kruskal-Wallis e teste de Dunn, e Mann-Whitney (todos,
a=95%). A Figura 8 apresenta um grafico de barras de mediana e faixa
interquartil dos dados de rugosidade das ceramicas de acordo com o0s parametros

avaliados.
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Figura 8- Grafico de barras da mediana e faixa interquartil dos dados de
rugosidade de acordo com os fatores “material” e “superficie”
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O teste de Kruskal-Wallis detectou que os dois parametros de rugosidade
foram influenciados pelos tratamentos de superficie e materiais cerdmicos
utilizados (p>0,05; Tabela 2). A ceramica HTg apresentou ranhuras, em média,

mais altas (Ra) e menos espagadas (RSm) em comparacdo com as demais.

Tabela 2- Estatistica descritiva (mediana, em pm), resultados da analise de
Kruskal-Wallis (p-valor e estatistica KW) e grupamentos homogéneos do teste
de Dunn para os valores de rugosidade

A HTg HTp SUPg SUPp
Parametros i i : i
Mediana Mediana Mediana Mediana p-valor KW
Ra 2 454 0,55¢ 1,00® 0,31° <0,001 55,65
RSmM 109,0® 215,0% 2446 240,4" 0,0002 19,37

Legenda: Letras mailsculas distintas indicam diferenca estatisticamente significante na comparacéao
dentro de um mesmo pardmetro (linha).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.1.2 Perfilometria

Através das imagens 2D e 3D de perfilometria (Figura 9) é possivel
observar a diferenca apontada estatisticamente pela analise da rugosidade
superficial das cerdmicas glazeadas e polidas. Os detalhes em vermelho
correspondem aos picos e em azul estdo representados os vales. As superficies
glazeadas apresentam-se mais rugosas em comparagdo com as polidas. Dentre as
ceramicas glazeadas, a superficie da HT é mais heterogénea. Ja para as
superficies polidas, a cerdmica SUP apresentou-se com distribuicdo de cores
mais homogénea, porém com a presenca de ranhuras de polimento assim como a

ceramica HT.
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Figura 9- Imagens de perfilometria em 2D e 3D

Legenda: Imagens de perfilometria em 2D e 3D, respectivamente A-B) HTg; C-D) HTp; E-F) SUPg e,
G-H) SUPp.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.1.3 Analise da energia livre de superficie

Os angulos de contato médio e desvio padrdo das ceramicas em contato
com agua e diiodometano, as energias dispersiva e polar de cada grupo
experimental e a energia livre de superficie resultante encontram-se descritas na
Tabela 3.

Ambas as ceramicas, glazeadas ou polidas, apresentam comportamento
predominantemente hidrofilico. A anélise ANOVA 2 fatores (Tabela 4)
observou que a intera¢ao “Material*Superficie” influenciou a ELS dos materiais
estudados (p=0,001). O teste de Tukey apontou que HTg® e HTp” apresentaram
ELS superiores a SUPg® e SUPp®C.

Tabela 3- Valores de angulo de contato médio (+ desvio padrdo) para agua e
diiodometano, componentes dispersiva (yq, €m mN/m) e polar (y,, em mN/m) e
respectiva energia livre de superficie (yr, em mN/m) das ceramicas e
tratamentos de superficie avaliados

Angulo de contato médio Componentes
Agua Diiodometano
Material Média+dp (°) Media+dp (°) yqo(mMN/m) y,(MN/m) yr(mMN/m)
HTg 51+11 47 £ 2 37,5 38,0 75,5
HTp 86 + 10 54 +5 33,2 57,4 90,6
SUPg 32+24 49 +7 37,5 33,0 71,5
SUPp 19 4 53+5 34,0 39,0 73,0
Legenda: Letras mailsculas idénticas representam auséncia de diferenca estatistica pelo teste de Tukey

(a=5%).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 4- Teste ANOVA 2 fatores (material e superficie) dos dados de ELS

DF AdjSS AdjMS F p-valor
Material 1 2338,4  2338,42 42,34 0,000
Superficie 1 187,4 187,39 3,39 0,084
Material*Superficie 1 826,1 826,13 14,96 0,001
Erro 16  883,6 55,23
Total 19 42356

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.1.4 Contagem de unidades formadoras de colonia

O gréfico da Figura 10 apresenta a distribuicdo dos dados de UFC
transformados em logaritimo de base 10 do biofilme heterotipico comparando
as ceramicas e os tratamentos de superficie. Observa-se que ndo houve

aderéncia de C. albicans sobre as ceramicas polidas.

Figura 10. Grafico de distribuicdo dos dados de UFC por micro-organismos do
biofilme heterotipico de acordo com a ceramica e tratamento superficial
realizado
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Legenda: Elaborado pelo autor.
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O teste ANOVA 3 fatores (material x superficie X micro-organismo; 7
niveis) observou interacdo dos fatores “Superficie*Micro-organismo” na

aderéncia de micro-organismos sobre as ceramicas (p=0,00; Tabela 5).

Tabela 5- Tabela ANOVA 3 fatores (material, superficie e micro-organismo)
dos dados de UFC do biofilme heterotipico

Fator DF AdjSS djMS F p-valor
Material 1 0,00 0,00 0,03 0,86
Superficie 1 135,67 135,67 519,30 0,00
Micro-organismo 2 406,29 203,14 777,57 0,00
Material*Superficie 1 0,82 0,82 3,17 0,07
Material*Micro-organismo 2 0,71 0,35 1,37 0,26
Superficie*Micro-organismo 2 81,14 40,57 155,29 0,00
Material*Superficie*Micro-organismo 2 0,23 0,11 0,45 0,63
Erro 84 21,94 0,26

Total 95 646,84

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores médios de UFC, transformados em logaritimo de base 10, na
comparacdo entre 0s grupos experimentais conforme a interacdo de fatores

“Superficie*Micro-organismo” estdo dispostos na Tabela 6.
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Tabela 6- Valor médio + desvio padrdo (DP) em log de base 10 (logl0) da
quantidade de UFC e grupamentos homogéneos do teste Tukey para a interacéo
de fatores “Superficie*Micro-organismo”

Meédia = DP (log10)

S. mutans S. sanguinis C. albicans
Glazeada 7,72 +0,13" 7,60 £0,19" 5,24 +0,23°
Polida 6,55 + 0,27° 6,60 +0,31° 0,26 + 1,52°

Legenda: Letras maiusculas idénticas indicam auséncia de diferenca estatisticamente significante.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Sobre superficies glazeadas, S. mutans e S. sanguinis formaram o maior
numero de UFC. Em seguida, S. sanguinis e S. mutans sobre superficies polidas.
Por fim, a C. albicans foi o0 micro-organismo que menos formou UFC sobre as
ceramicas, com aderéncia estatisticamente superior nas superficies glazeadas em

comparacédo com as polidas.

5.1.5 Avaliacéo da viabilidade de celulas fibroblasticas gengivais humanas
(FMM-1) através do teste MTT

Os resultados do teste MTT apontaram que os fibroblastos gengivais
humanos em contato com as ceramicas por prazos curto (24 h) ou longo (7 dias)
ndo causaram danos suficientes para caracteriza-las como materiais citotoxicos,
exceto para os grupos polidos apos 24 h que apresentaram viabilidade celular
menor que 50% (Daguano et al., 2007) (Figura 11).

A distribuicdo normal dos dados foi comprovada através do teste
Kolmogorov-Smirnov. Os testes t de Student comprovaram diferenca de

viabilidade celular nos dois periodos de avaliacdo (24 h e 7 dias) em relacdo ao
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controle, considerado 100%, para todos 0s grupos experimentais (p>0,05).

Figura 11- Grafico de barras dos valores percentuais de viabilidade celular em
relacdo ao grupo controle (100%) através do teste MTT no periodo de 24 he 7
dias
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O teste ANOVA 3 fatores (tempo, material e superficie) apontou que
apenas o fator tempo influenciou o crescimento de células FMM-1 sobre as
ceramicas (p=0,000; Tabela 7). O teste de Tukey identificou que as ceramicas
em contato com as células durante 7 dias apresentaram um maior niumero de
celulas viaveis em comparacdo com o periodo de 24 h, independente do
material ou do tratamento superficial. O grupo HTg foi o Unico grupo que
apresentou um decréscimo de viabilidade celular média (5,1%) entre 24 h e 7
dias, enquanto HTp, SUPg e SUPp apresentaram aumentos de 31%, 0,7% e,

32%, respectivamente.



Tabela 7- Teste ANOVA 3 fatores (material, superficie e tempo) dos dados de
MTT

Fator DF AdjSS djMS F p-valor
Material 0,00 0,00 1,85 0,178
Tempo 0,06 0,06 15,89 0,00
Superficie 0,00 0,00 0,06 0,81

0,00 0,00 0,78 0,37
0,00 0,00 043 0,51
Material*Tempo*Superficie 0,00 0,00 0,77 0,38
Erro 64 0,26 0,00

Total 75 0,35

Material*Superficie

1
1
1

Material*Tempo 1 0,00 0,00 1,64 0,20
1
Tempo*Superficie 1
1

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.1.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Nas micrografias da superficie dos materiais estéreis (magnificacdo de
1000x, Figura 12, coluna esquerda) e contaminados (magnificacdo de 3000x,
Figura 12, coluna direita), observam-se diferentes padrOes de superficie. A
camada de glaze sobre a cerdmica HTg se apresentou menos homogénea em
comparacdo com a SUPg. O padréo de rugosidade gerado pelo polimento foi
homogéneo e semelhante entre HTp e SUPp, como pode ser observado no
aumento maior. Observa-se a presenca de Streptococus e Candida albicans nas
amostras contaminadas (Figura 12, coluna direita). Nas micrografias das
amostras submetidas ao teste MTT (Figura 13), observa-se aumento do nimero
de células FMM-1 aderidas a superficie dos materiais em relacdo ao tempo de
crescimento. Também é possivel verificar também que a aderéncia das células

ocorreu independente da morfologia superficial das amostras.
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Figura 12- Micrografias da superficie das ceramicas sem biofilme (aumento de
1000x, coluna esquerda) e contaminadas com biofilme heterotipico (3000x,
coluna direita)

Legenda: a-b) HTg; c-d) HTp; e-f) SUPg e; g-h) SUPp.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 13- Imagens de MEV das células FMM-1 em contato com a ceramica

Legenda: (a-b HTg); HTp (c-d); SUPg (e-f);
respectivamente. Aumento de 1000x.
Fonte: Elaborada pelo autor.

SUPp (g-h) nos periodos de 24 h e 7 dias,
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6 DISCUSSAO

O sucesso clinico em longo prazo das ceramicas odontologicas depende
de suas propriedades fisicas, processo de fabricacdo, técnica de confeccdo e
indicacdo laboratorial, e por fim, dos procedimentos clinicos. A composicao de
um material, assim como sua superficie, pode influenciar na adesdo bacteriana
inicial compromentendo a salde bucal (Aykent et al., 2010; Anami et al., 2012;
Rashid, 2014). A ceramica odontologica € o material restaurador de preferéncia
devido as propriedades mecanicas, qualidade estética e biocompatibilidade,
apresentando superficies lisas que minimizam o acumulo de biofilme oral
(Aksoy et al., 2006).

A zircdnia apresenta uma superficie menos homogénea comparada aos
outros materiais devido a presenca de poros provenientes do processo de
sinterizacdo (Grenade et al., 2016) ou defeitos causados pelo polimento, pois
quanto maiores 0s grdos que compdem este material, maior a probabilidade da
exposicao destes graos durante protocolos de acabamento e polimento (Al-Haj
Husan et al., 2016). Este fato assim como a dureza e resisténcia ao desgaste
deste material, podem justificar o perfil mais rugoso da zirconia de alta
translucidez (HT) (com maior nimero de picos e vales) comparada a ceramica a
base de silicato de litio refor¢ada por zirconia (SUP) na anélise de rugosidade e
nas avaliacOes qualitativas.

Os achados qualitativos da perfilometria e MEV corroboram com 0s
dados de rugosidade superficial, onde a ceramica HT glazeada apresentou a
maior altura média absoluta das irregularidades ao longo do perfil (parametro de
altura Ra). A superficie glazeada da Suprinity (SUPg) apresentou, nestas

imagens, irregularidades mais espacadas, o que foi confirmado por respectivos
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valores superiores de espacamento de irregularidades dentro da amostragem
(parametro de espacamento RSm).

Devido as vantagens da aplicacdo do glaze (Mehulic et al., 2010;
Anusavice et al.,, 2013) e por se tratar de um protocolo que também é
recomendado pelo fabricante, a camada vitrea foi aplicada nos dois materiais
simulando o uso clinico do material quanto ao tratamento de superficie
comumente utilizado. Para padronizar o polimento das superficies de HT e SUP,
0 kit de polimento da ceramica Suprinity foi utilizado conforme sugerido pelo
fabricante como protocolo padrao para as duas ceramicas.

Independente do material ceramico, a finalizacdo das amostras por
aplicacdo de glaze resultou em superficies mais rugosas em comparagdo com
aquelas obtidas pelo polimento nos dois parametros avaliados: Ra (altura) e
RSm (espacamento). Segundo Wennerberg e Albrektsson (2000), a analise
topogréfica tridimensional (3D) e preferivel e deve ser realizada em pelo menos
3 amostras por grupo; o cutt-off deve ser determinado e os parametros de altura e
espacamento devem ser empregados sempre que possivel para a correta
caracterizacdo da superficie. Um Unico parametro ndo € suficiente para a real
deteccdo da topografia superficial, pois diferentes superficies podem apresentar
a mesma rugosidade através de um parametro e, no entanto, terem perfis
distintos quando avaliados por uma associacdo de parametros (Wennerberg,
Albrektsson, 2000).

A aplicacdo de glaze resultou em uma superficie ainda mais rugosa (Ra)
para a ceramica policristalina (HTg) em comparacdo com a ceramica vitrea
(SUPg). Um fator que pode ter contribuido para este resultado € a unido quimica
que ocorre entre o glaze (composto vitreo) e a ceramica vitrea (SUP) durante a
coccdo, gerando uma superficie mais homogénea em comparacdo com o glaze
aplicado sobre a zirconia que se acumulou em “ilhas”. A existéncia destas

“ilhas” faz com que exista um desnivel na superficie do espécime entre a
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ceramica HT e o glaze, resultando em uma maior diferenca de altura entre picos
e vales (maior Ra). A camada de glaze sobre a ceramica vitrea (SUP) se distribui
mais uniformemente, aumentando o espacamento entre picos e vales (maior
RSm). Até o momento ndo existem dados na literatura sobre a relacdo entre a
ceramica a base de silicato de litio reforcada com zirconia (SUP) e 0 composto
vitreo glaze, mas sugere-se que a afinidade das superficies de SUP e HT ao
glaze seja diferente.

A literatura acerca da rugosidade superficial destes materiais lan¢ados
recentemente no mercado € escassa. Para outras cerdmicas monoliticas
glazeadas foram observados valores médios de 4,31 um de Ry para Y-TZP
Zirluna> (ACF Amberger Central Fraescenter, Amberg, Alemanha)
(Hmaidouchet al., 2014), 0,317 pm de Rn.x para Y-TZP Crystal Zirconia
(DLMS, Scottsdale, EUA) glazeada (Ceramco 3 Glaze DeguDent) e Ra de
0,665 pum para dissilicato de litio (IPS e-max CAD) (Amer et al., 2015). Em
outro estudo, a Suprinity polida com lixas de carbeto de silicio até a granulacéo
1.000 e polimento em politriz automéatica com uso de liquido de polimento (sem
descricdo) apresentou Ra de 0,09 um (Ramakrishnaiah et al., 2016). O
dissilicato de litio que é o material que mais se aproxima microestruturalmente
da Suprinity (SUP), apresenta graos mais alongados e arredondados comparados
aos grdos pontiagudos do dissillicato de litio (Ramos et al., 2016), o que pode
resultar em padrdes de rugosidade superficial ndo idénticos.

Para compreender a reatividade de uma superficie aos fluidos orais e sua
consequente relacdo com a formacédo de biofilme, é importante a avaliacdo da
energia livre de superficie (ELS) deste material (de Avila et al., 2016). E
importante observar que ELS ndo deve ser confundida com o conceito de
hidrofobicidade, uma vez que hidrofobicidade estd diretamente associada com

um liquido particular, no caso, a agua. J& a ELS, também chamada de
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molhabilidade (Aksoy et al., 2006; Teughels et al., 2006) ou tensdo superficial
(Craig, 1993), consiste em uma propriedade intrinseca do material.

A ELS pode ser calculada através da afericdo do angulo de contato medio
formado entre liquidos e a superficie do material (Combe et al., 2004; de Avila
et al., 2016). Os valores medios dos angulos de contato da agua destilada
(liquido polar) e do diiodometano (liquido apolar) sobre as ceramicas foram
utilizados para calcular a energia através do conceito de componentes polar e
dispersiva de cada material, proposto por Owens e Wendt (1969).

Para a agua, a menor hidrofobicidade média foi verificada para a
Suprinity polida (SUPp, 19°). De acordo com Shirtcliffe et al., (2010), uma
superficie cujo angulo de contato médio (0) para dgua é igual a zero pode ser
considerada completamente hidrofilica. Se o 6=180°, a superficie sera
hidrofobica. Por fim, se 0<6<180°, esta superficic sera caracterizada como
parcialmente hidrofilica.

A soma das componentes dispersiva e polar de um material resulta na
ELS do mesmo. Estas componentes podem ser encontradas através da
substituicdo dos valores de angulo de contato médio na equacdo harménica. Para
tanto, devem ser utilizados os respectivos valores das componentes dispersivas
dos liquidos utilizados que, neste estudo foram obtidas a partir da literatura.

Uma superficie com tendéncia hidrofébica pode ter esta caracteristica
elevada através do aumento da rugosidade (Aksoy et al., 2006; Shirtcliffe et al.,
2010), afetando sua molhabilidade e assim, favorecendo a retencdo bacteriana
(Aksoy et al., 2006). O angulo de contato médio fornece uma média de
molhabilidade de uma superficie, mas ndo é suficiente para representar esta
popriedade do material, visto que duas superficies diferentes podem apresentar o
mesmo angulo de contato médio, como observado por Aksoy et al. (2006).

Logo, faz-se importante o conhecimento dos clinicos quanto as

consequéncias de procedimentos inadequados que resultem em superficies mais
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rugosas (Schmitter et al., 2015), contaminadas com impurezas ou modificadas
por exposicdo as alteracdes na temperatura, que podem elevar a ELS (Craig,
1993) e assim facilitar a aderéncia bacteriana. Segundo Anusavice (1996), a
ELS esta diretamente associada com a propriedade de adesdo. Quanto maior a
ELS, maior a capacidade adesiva. Deste modo, a zirconia polida (HTp) pode ser
sugerida como a condicdo que confere melhor propriedade adesiva por
apresentar maior ELS.

Devido aos avancos tecnoldgicos e clinicos, a ceramica é o material
indireto que tende a promover a melhor adaptacdo marginal, acabamento e
polimento. Apesar destas vantagens, as bactérias presentes na cavidade oral
naturalmente tendem a aderir a estes materiais, principalmente na interface entre
dente e restauracdo (Busscher et al., 2010; Vo et al., 2015).

Para que ocorra aderéncia bacteriana na superficie de um material, é
necessaria a interacdo hidrofobica bem sucessida com a superficie do substrato
(Doyle, 2000). Com relacéo a C. albicans, sua hidrofobicidade celular mostra-se
como um importante fator na classificagdo deste patdgeno como oportunista
para a aderéncia em superficies (Masuoka, Hazen, 1997), assim como ocorre
para Streptococcus mutans (Meier et al., 2008) e Streptococcus sanguinis (de
Avila et al., 2016).

Os micro-oganismos que compoem o biofilme oral concentram-se em
regides do dente protegidas da acdo mecanica da lingua, bochechas, alimentos
duros, escovagdo, como: face oclusal (durante o processo de erupcdo),
superficie proximal do terco cervical e, ao longo da margem gengival (Kidd,
Fejerskov, 2004).

Segundo estudos anteriores, a rugosidade superficial possui influéncia no
acumulo de biofilme (Aykent et al., 2010; Anami et al., 2012; Vo et al., 2015).
Um estudo que comparou a aderéncia de C. albicans a superficie de uma

porcelana sem tratamento superficial, glazeada (no forno ou overglazed) e
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polida verificou que a superficie glazeada apresentou valor inferior de aderéncia
bacteriana em comparacdo com a superficie sem tratamento superficial, porém
sem diferenca significativa do grupo polido (Lawaf et al., 2016). Como
observado neste e em estudos anteriores, a presenca do glaze na superficie ndo
previne a formacéo de biofilme dental (Lawaf et al., 2016). Sobre a superficie
de proteses parciais removiveis com e sem glaze, apds trés meses in vivo, houve
crescimento de biofilme em ambas, mas a remocéo foi facilitada em proteses
glazeadas (Sesma et al., 2005).

Este trabalho avaliou a direta relacdo entre o material (glazeado ou
polido) e a aderéncia bacteriana na formacgao do biofilme inicial. Trabalhos
recentes ja validaram diferentes periodos, de até 24 h, para a formacdo deste
tipo de biofilme, utilizando dois ou mais micro-organismos (Burgers et al.,
2010; Al-Radha et al., 2012). O biofilme maduro é tdo complexo que se faz
importante o estudo do biofilme inicial para compreensdo do processo de
desenvolvimento (Kolenbrander et al., 2010). Além disso, no biofilme maduro,
a aderéncia de micro-organismos ocorre sobre outras camadas de micro-
organismos. Este modelo objetivou simular in vitro as condi¢des ambientais
para a formacdo de um biofilme inicial visando avaliar a interacdo entre micro-
organismos e a superficie dos materiais, diferentemente de estudos que avaliam
a formacdo e maturacdo do biofilme oral por longo periodo de tempo nos quais
a microestrutura do material pode ter menor influéncia.

Neste estudo, foi investigada a aderéncia de um colonizador inicial (S.
sanguinis), um colonizador associado com o desenvolvimento de lesdes cariosas
(S. mutans) e, por fim, um colonizador relacionado ndo somente a carie, mas as
doencas periodontais e candidose (C. albicans). A disponibilidade de trabalhos
avaliando a aderéncia bacteriana em ceramicas monoliticas é escassa. N&o
existem dados na literatura quanto a aderéncia bacteriana na superficie das

ceramicas estudadas neste trabalho.
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Sabe-se que S. mutans apresentam comportamento hidrofobico (Meier et
al., 2008), assim como observado com relagdo ao S. sanguinis em estudo
posterior (de Avila et al., 2016). A aderéncia de S. mitis e Prevotella nigrescens
sobre a zirconia Metoxit AG (High Tech Ceramics, Thayngen, Suica), por
exemplo, € menor que sobre o titanio utilizado na confeccdo de implantes
dentarios (Goodfellow Cambridge Limited, Huntingdon, Inglaterra) (Al-Radha
et al., 2012). Um estudo anterior verificou que a zirconia Lava (3M ESPE)
glazeada apresenta maior rugosidade em comparacdo com a polida, com
tendéncia ao acumulo de biofilme (Scotti et al., 2007).

Através da contagem de unidades formadoras de col6énia (UFC/mL),
observou-se interacdo Superficie*Micro-organismo (p=0,00). Quando os micro-
organismos foram comparados entre si, observou-se maior crescimento de
Streptococus independente do tipo de superficie e maior formacgédo de colonias
sobre as superficies glazeadas em comparacdo com as superficies polidas,
corroborando com estudo anterior de Scotti et al., (2007). Isto pode estar
associado ao fato de que S. sanguinis € colonizador inicial e por isso facilita o
crescimento de outros Streptococus. Neste trabalho, os Streptococus cresceram
de maneira semelhante, o que pode ser justificado pela natureza hidrofébica de
ambos (Meier et al., 2008). C. albicans também apresenta caracteristica
hidrofébica, no entanto, seu crescimento em menor nimero pode estar associado
com o fato de que Streptococus sdo micro-organismos comensais (Kolenbrander
et al., 2010). O comensalismo consiste em uma relacéo ecoldgica interespecifica
onde as duas espécies se encontram associadas com beneficios para uma delas
sem, porém, prejudicar a outra.

Ja o baixo crescimento da Candida albicans também nas superficies
polidas pode ser justificado por uma menor facilidade, em comparacdo ao S.
mutans, de aderéncia a superficies muito lisas (Yuan et al., 2016), visto que

Streptococus mutans produz uma substancia insoltvel em &gua que facilita a
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unido destes micro-organismos ao substrato liso (Mukasa, Slade, 1973).
Diferente de uma superficie rugosa, a superficie polida ndo acumula muitos
nutrientes. Esta disputa pelo alimento escasso, assim como a falta de espaco e
efeito negativo de metabolitos provenientes das bactérias, também podem
justificar uma competicao entre C. albicans e Streptococus, como observado
principalmente nas amostras polidas. Por fim, na estrutura ceramica, C. albicans
atua como facilitador para a aderéncia de S. mutans por apresentam mecanismo
de viruléncia e caracteristicas bioguimicas semelhantes (Barbieri et al., 2007).
No entanto, o estudo da C. albicans em biofilmes heterotipicos é importante
visto que nas restauragdes onde o preparo dentario apresenta contato com o
tecido gengival, € interessante a observacdo de poucas colbnias de C. albicans,
pois necessita-se que o0 tecido esteja sempre saudavel. Menor numero de
coldnias de C. albicans em superficies lisas comparadas com rugosas ja foi
relatado também para outros materiais utilizados na cavidade oral (Tari et al.,
2007; Satpathy et al., 2013).

Relacionando os dados de rugosidade e ELS, com os dados da UFC que
demonstrou ndo haver diferenca entre as ceramicas, obseva-se maior nimero de
micro-organismos aderidos sobre as superficies mais rugosas (glazeadas) que
apresentam ELS menor que as polidas. Desta forma, a rugosidade parece ser o
principal fator relacionado com a formacgdo de colGnias. Quando se trata de
superficies lisas, sugere-se que a ELS possa ser o fator principal associado a
aderéncia bacteriana inicial (Quirynen et al., 1989; Al-Radha et al., 2012; Yuan
etal., 2016).

Nas imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) é possivel
verificar a presenca de Streptococcus e C. albicans (Figura 12, coluna direita).
Observa-se que as ceramicas foram colonizadas com biofilme fino, repleto de

aglomerados celulares com tamanhos e morfologias semelhantes, com destaque
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para a extensa colonizacdo por Streptococcus, ndo sendo possivel a distin¢do
entre S. mutans e S. sanguinis.

C. albicans cultivada apresenta diferentes estruturas, como: blastdporos,
pseudo-hifas, hifas, tubos germinativos; sendo todas estas estruturas recobertas
por uma substancia amorfa entre as células das duas espécies (Barbieri et al.,
2007). Quando C. albicans deixa de ser levedura para se tranformar em hifa,
esta caracterizando sua viruléncia (Jarosz et al., 2009). Em associagdo com S.
mutans, C. albicans apresenta mais frequentemente a morfologia em forma de
levedura ou blastoporos (Barbieri et al., 2007). A interacdo entre estes dois
organismos se d& por mutualismo, que consiste na associacdo entre dois seres
vivos na qual ambos sdo beneficiados, resultando em frequente dependéncia
mutua. Segundo Barbieri et al. (2007), a substancia amorfa é importante fator
nesta relacdo. Nas imagens de MEV, observa-se esta matriz amorfa envolvendo
ambas especies, visivelmente maior na superficie da SUPg (Figura 12f). Esta
matriz pode estar associada com a aderéncia de C. abicans ao biofilme. Existe
forte coaderéncia entre estas espécies, principalmente entre S. mutans e as hifas
do fungo (Metwalli et al., 2013). A presenca deste fungo corrobora com a
afirmagéo de que C. albicans atua como facilitador para a aderéncia de S.
mutans, podendo estar diretamente associada com o aumento de risco da doenca
carie.

Os resultados deste trabalho mostram que ambos os materiais estudados e
ambos tratamentos de superficie avaliados podem ser considerados
moderadamente citotoxicos (International Organization of Standardization
10993-5:1999) ao crescimento de fibroblastos gengivais humanos (FMM-1),
visto que todos apresentaram viabilidade celular superior a 50%. A
citotoxicidade inicial (24 h) que os materiais polidos (HTp e SUPp)
apresentaram pode estar relacionada com o fato das células ndo apresentarem

defesa imediata suficiente a algum resquicio do procedimento de polimento. No
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entanto, com o tempo, as células melhoram seus mecanismos de defesa e se
tornam capazes de se protegerem do agressor (De Deus et al., 2005). Desta
forma, fazem-se importantes estudos futuros avaliando quais substancias podem

ser liberadas e causar danos aos tecidos.
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7 CONCLUSAO

Através deste estudo foi possivel concluir que:

a)

b)

As superficies menos rugosas foram encontradas para as ceramicas
a base de zirconia tetragonal estabilizada por éxido de itrio de alta
translucidez e a base de silicato de litio reforcado por zirconia,
sendo que a altura das irregularidades foi maior para a zircénia
glazeada. A maior energia livre de superficie foi observada para a
zirconia polida;

As superficies glazeadas promoveram uma maior aderéncia de
Streptococcus em comparacdo com as superficies polidas. C.
albicans foi o0 micro-organismo com menor aderéncia aos
materiais;

Apesar das ceramicas polidas apresentarem citotoxicidade no
contato inicial (24 h) com as células FMM-1, ap6s 7 dias as

ceramicas polidas ou glazeadas se tornaram inertes as células.
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APENDICE A - Valores percentuais de viabilidade celular através do teste
MTT nos periodos de 24 h e 7 dias

Tabela 8- Valores percentuais de viabilidade celular através do teste MTT no
periodo de 24 h

MTT24h HTg HTp SUPg SUPp Controle
Poco 1 0,170 0,070 0,151 0,089 0,105
Poco 2 0,168 0,080 0,148 0,090 0,106
Poco 3 0,100 0,620 0,114 0,081 0,050
Poco 4 0,171 0,128 0,129 0,094 0,106
Poco 5 0,171 0,129 0,066 0,094 0,109
Poco 6 0,080 0,119 0,142 0,087 0,920
Poco 7 0,145 0,075 0,139 0,075 0,117
Poco 8 0,144 0,074 0,110 0,075 0,122
Poco 9 0,102 0,075 0,131 0,079 0,091
Média 0,139 0,091 0,125 0,085 0,191
% 725 475 655 443 100

Fonte: Elaborada pelo autor.




Tabela 9- Valores percentuais de viabilidade celular através do teste MTT no

periodo de 7 dias

MTT 7dias HTg HTp SUPg SUPp Controle
Poco 1 0,063 0,076 0,064 0,071 0,080
Poco 2 0,064 0,070 0,065 0,070 0,077
Poco 3 0,066 0,069 0,058 0,070 0,077
Poco 4 0,061 0,081 0,061 0,081 0,085
Poco 5 0,060 0,082 0,064 0,079 0,084
Poco 6 0,061 0,063 0,064 0,058 0,086
Poco 7 0,061 0,066 0,058 0,058 0,111
Poco 8 0,061 0,063 0,058 0,058 0,113
Poco 9 0,060 0,055 0,055 0,058 0,113
Média 0,061 0,069 0,060 0,067 0,091
% 674 785 66,2 76,2 100

Fonte: Elaborada pelo autor.
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