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RESUMO

Diante da diversidade de materiais ceramicos empregados nas reabilitagdes protéticas e
diferentes protocolos para acabamento das restauragdes, verifica-se que a literatura ndo esta
clara em relacdo a estes quesitos sob o ponto de vista microbiologico. Dessa forma, o objetivo
desse estudo foi avaliar a influéncia de diferentes tratamentos de superficie em materiais
ceramicos na rugosidade de superficie e adesdo de biofilmes bacterianos. Blocos de quatro
sistemas ceramicos CAD-CAM (ceramica feldspatica - GL, dissilicato de litio - GD, silicato de
litio refor¢ado com 6xido de zirconio - GS, zirconia monolitica - GZ) foram seccionados com
dimensdes de 7 mm altura X 6 mm de largura x 2 mm de espessura. Obteve-se 168 corpos de
prova, os quais foram distribuidos e submetidos a trés tratamentos de superficie: controle,
acabamento com pontas diamantadas e glazeamento (n = 7). Rugosidade de superficie foi
avaliada em microscopio confocal de varredura a laser (Sa) e, qualitativamente, por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV). Posteriormente, os grupos foram contaminados
com duas linhagens bacterianas: Streptococcus mutans ATCC 25175 e Prevotella intermedia
ATCC 25611. O biofilme foi quantificado pela contagem das unidades formadoras de colonia
(UFCs). MEV e microscopia confocal de fluorescéncia (MCF) foram utilizadas para analisar a
morfologia e formacdo do biofilme. Os dados foram avaliados por ANOVA a 2 fatores e teste
complementar de Tukey, com nivel de significancia de 5%. Os resultados quantitativos (Sa) e
qualitativos (MEV) mostraram que o acabamento com pontas diamantadas gerou maior
rugosidade de superficie (p < 0,05) e, quando levado em consideracdo o material, maior
rugosidade de superficie foi verificado para o GZ em relacdo aos demais materiais (p < 0,05).
Para a P. intermedia verificou-se diferenca nas UFCs entre os materiais (p < 0,05),
evidenciando maior quantidade de adesdo bacteriana para os grupos leucita e zirconia (p >
0,05). Ja para o S. mutans nao foi verificado diferenga estatisticamente significativa do material
e tratamento de superficie em relagdo a contagem de UFCs (p > 0,05). Assim, sugere-se que a
rugosidade de superficie do material ceramico favorece a susceptibilidade de adesao bacteriana,
portanto, o acabamento com pontas diamantadas deve ser evitado nas superficies dos materiais
ceramicos, pois pode haver predominancia de contaminacao pela P. intermedia.

Palavras-chave: Ceramica. CAD-CAM. Biofilme dentario.



ABSTRACT

In view of the diversity of ceramic materials used in prosthetic rehabilitation and
different protocols for finishing restorations, it appears that the literature is not clear regarding
these questions from a microbiological point of view. Thus, the aim of this study was to evaluate
the influence of different surface finish treatments on ceramic materials on the surface
roughness and adhesion of bacterial biofilms. Blocks of four ceramic CAD-CAM systems (GL:
leucite, GD: lithium disilicate, GS: lithium silicate reinforced with zirconium oxide, and GZM:
monolithic zirconia) were sectioned with dimensions of 7 mm high x 6 mm wide x 2 mm thick.
Surface roughness was evaluated using a confocal laser microscopy (Sa) and, qualitatively,
using scanning electron microscopy (SEM). Then, the groups were contaminated with two
bacterial strains: Streptococcus mutans ATCC 25175 and Prevotella intermedia ATCC 25611.
Biofilm was quantified by counting colony-forming units (CFUs). SEM and fluorescent
confocal microscopy (MCF) were used to analyze the morphology and biofilm formation. The
data were evaluated by two-way ANOVA and Tukey's complementary test, with a significance
level of 5%. The quantitative (Sa) and qualitative (SEM) results showed that the finishing with
diamond tips generated greater surface roughness (p < 0,05), and when considering the material,
greater surface roughness was verified for GZ in relation to the other materials (p <0.05). For
P. intermedia, there was a difference in the CFU between the materials (p <0.05), showing a
greater amount of bacterial adhesion for the leucite and zirconia groups. (p > 0,05). As for S.
mutans, there was no statistically significant difference in the material and surface treatment in
relation to the CFU count (p> 0.05). Thus, it is suggested that the surface roughness of the
ceramic material favors the susceptibility of bacterial adhesion, therefore, finishing with
diamond tips should be avoided on the surfaces of the ceramic materials, as there may be a
predominance of contamination by P. intermedia.

Key-words: Ceramics. CAD-CAM. Dental plaque.
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1. INTRODUCAO

Com a evolucdo dos materiais cerdmicos e avango da tecnologia CAD/CAM (Computer
Aided Design/Computer Aided Manufacturing), possibilidades surgiram como opgdes de
tratamento para reabilitacdo oral sobre dentes ou implantes dentarios (da SILVA et al., 2017).
Os materiais ceramicos permitem alcancar resultados estéticos e biomecanicos satisfatorios,
garantindo maior semelhanca ao dente natural (SAILER et al., 2007; GUESS et al., 2011),
devido a adequadas propriedades, como estabilidade cromatica, biocompatibilidade, baixa
retencdo de placas, elevada dureza, resisténcia ao desgaste, baixa condutividade térmica e
inércia quimica (ZARONE et al., 2011).

Com finalidade de desenvolver materiais cada vez mais estéticos, as restauragdes
ceramicas livres de metal foram introduzidas no mercado, as quais tém sido rotineiramente
utilizadas na pratica odontologica; visto que, os materiais metalicos, embora apresente funcao
biomecanica favoravel, ndo contemplam as exigéncias estéticas desejadas (STUDART et al.,
2007).

As ceramicas odontoldgicas contém em sua composic¢ao elementos metélicos (aluminio,
calcio, litio, magnésio, potdssio, sodio, lantanio, estanho, titdnio e zirconio) e ndo metalicos
(silicio, boro, flior e oxigénio) e sdo caracterizadas por duas fases: uma fase cristalina,
relacionada as propriedades mecéanicas, circundada por uma fase vitrea, responsavel pelas
caracteristicas Opticas, viscosidade e expansdo térmica do material (DELLA BONA et al.,
2004).

Diversos sistemas ceramicos tém sido desenvolvidos com objetivo de melhorar as
propriedades mecanicas, estéticas e biocompatibilidade para, consequentemente, promover um
aumento na durabilidade da restaura¢do e ndo comprometer o seu desempenho clinico (DENRY
et al., 2010; GUESS et al., 2011). A ceramica vitrea refor¢ada por cristais de leucita (35-55%)
¢ composta de K2O-Al>03-Si0> com importantes aditivos que influenciam tanto a nucleagao
quanto a cristalizacdo. A leucita possui boa translucidez, propriedades Opticas satisfatorias,
sendo indicadas para inlays, onlays e coroas anteriores (RITZBERGER et al., 2010).

Um dos materiais mais difundidos e utilizados na reabilitagdo oral ¢ a ceramica de
dissilicato de litio que apresenta alta translucéncia e aparéncia estética satisfatoria (RAPTIS et
al., 2006), que ¢ definida como uma ceramica vitrea que, antes de sua conversdo térmica,
apresenta-se como um material vitreo amorfo que, apos o seu tratamento térmico, atinge um
material cristalino com aproximadamente 70% de dissilicato de litio em uma fase cristalina
ortorrombica (Li2Si20s), o que lhe garante excelentes propriedades mecanicas e de

biocompatilibidade (MA et al., 2013). Sdo indicadas para inlays, onlays e coroas unitarias (VO
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et al., 2015). Entretanto, sua indicacdo para a regido dos dentes posteriores deve ser
criteriosamente avaliada, uma vez que falhas durante a sua utilizacao foram relatadas (PIEGER
et al., 2014).

Material a base de silicato de litio reforcado com diéxido de zirconio, composto por
litio-metassilicato (Li2SiO3) de ceramica de vidro, reforcado com aproximadamente 10% de
dioxido de zirconio (ZrOz), que apds o processo de cristalizacdo final, leva a formacao de
microestrutura de graos finos (Li20-ZrO»-SiO2) e homogéneo, tem sido indicado para
restauragoes estéticas. Acredita-se que as particulas de zirconia incorporadas na ceramica
garantem reforgo da estrutura do material, sendo que, apds sua cristalizacao apresenta melhores
propriedades mecanicas e caracteristicas estéticas adequadas (VITA SUPRINITY, Technical
and scientific documentation, 2014).

Outro tipo de material ceramico disponibilizado no mercado sdo as ceramicas a base de
zircOnia parcialmente estabilizadas por itria (Y-TZP) que tem finalidade de garantir adequado
suporte para as restauragdes livres de metal apresentando desempenho adequado para uso
clinico (POOLE etal., 2019), devido as suas excelentes caracteristicas biomecanicas, tais como:
tenacidade a fratura, resisténcia a flexdo e biocompatibilidade, além de proporcionar estética
satisfatoria (MANICONE et al., 2007; DENRY; KELLY, 2008; MIYAZAKI et al., 2013).

Em temperatura ambiente, a zircOnia apresenta estrutura cristalina monoclinica estavel
até 1.170°C e, entre esta temperatura até 2.370°C, apresenta uma fase tetragonal e, acima de
2.370°C, apresenta uma fase cubica permanecendo estavel até que atinja o seu ponto de fusdo.
Quando do processo inverso, o resfriamento da zirconia, a partir de altas temperaturas, faz com
que haja alteracdes em sua estrutura, ocorrendo transformacao da fase tetragonal para a fase
monoclinica por volta de 950°C. Esta transformagao estd acompanhada por aumento substancial
em seu volume (3 a 5%), o que pode levar a ocorréncia de falhas catastroficas, que € conhecido
como processo de degradagdo a baixas temperaturas (HARADA et al., 2016). Afim de evitar
essas falhas, 6xidos estabilizantes tais como CaO, MgO, Y>03 ou CeO: sdo adicionados em sua
composi¢do para formar um cristal tetragonal (TPZ) estavel, o que, do ponto de vista mecanico,
¢ muito importante, por eliminar a inducdo de tensdo devido a transformacdo tetragonal-
monoclinica prevenindo, desta forma, a propagacao de trincas, fato comumente observado nas
ceramicas de maneira geral (ARDLIN et al., 2002; DEVILLE et al., 2003; DENRY; KELLY,
2008; SUNDH et al., 2008; PASSOS et al., 2014).

Apo6s confeccdo das pecas protéticas ceramicas por meio do sistema CAD-CAM, a
superficie do material pode apresentar porosidades (NAKAMURA et al., 2007), ranhuras

introduzidas durante a fresagem e diferentes tamanhos de graos residuais (FRAGA et al., 2015).
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Adicionalmente, apesar da precisdo da tecnologia CAD-CAM, ajustes oclusais, normalmente,
sdo necessarios a fim de obter um ajuste aceitdvel ou uma relagao oclusal adequada
(ABOUSHELIB et al., 2010).

Superficies externas rugosas podem predispor a carie e a ocorréncia de doenca
periodontal, influenciar nas caracteristicas mecanicas (CONTRERAS et al., 2018; ZUCUNI et
al., 2019), além de potencializar o desgaste dos dentes opostos (PREIS et al., 2013). Portanto,
todos esses resultados podem influenciar na longevidade de tais restauracdes e, portanto, os
protocolos de acabamento, polimento e / ou glazeamento da superficie devem ser considerados
obrigatérios para o efeito de suavizacdo (reducdo da rugosidade da superficie e até da
topografia), principalmente nas superficies externas (ZUCUNI et al., 2019).

Os tratamentos superficiais dos materiais ceramicos sdo considerados fundamentais
para promover lisura e brilho da superficie, muito embora nao haja consenso na literatura sobre
a melhor técnica de tratamento de superficie a ser utilizada nas pecas monoliticas, em especial
paraa Y-TZP (HMAIDOUCH et al., 2014; LAWAF et al., 2016; DAL PIVA et al., 2018), apos
a realizagdo do ajuste oclusal realizado clinicamente. Os protocolos mais conhecidos e,
rotineiramente, utilizados no atendimento clinico sdo o acabamento com pontas de granulacao
fina e extra-fina, glazeamento e borrachas abrasivas.

O glazeamento ndo é um requisito dos fabricantes, mas uma alternativa ao polimento,
consistindo na aplicagdo de uma fina camada de material a base de silica de baixa fusdo
(material vitreo) sobre a superficie externa da restauragdo, seguida por sinterizacdo a uma
temperatura menor que a queima da ceramica (AKSOY et al., 2006; HAHNEL et al., 2009),
possibilitando o selamento de possiveis ranhuras, microfissuras e porosidades existentes na
superficie da ceramica. Desta forma, ¢ capaz de reduzir a rugosidade da superficie, diminuir o
acimulo de biofilme (HARALUR et al.,, 2012), reduzir desgaste de esmalte do dente
antagonista (FAIRHURST et al., 1992; KUMCHALI et al., 2018), além de promover lisura e
brilho, uma vez que aumenta a reflexao da luz e, consequentemente, contribui para uma estética
satisfatoria (HARALUR et al., 2012, ZUCUNI et al., 2017). Entretanto, estudos mostram que
a queima do glaze pode reduzir a resisténcia a flexdo das ceramicas vitreas (FRAGA et al.,
2015; AURELIO et al., 2015; AURELIO et al., 2018).

O acabamento com pontas de granulacdo fina e extra-fina consiste na remocao das
camadas irregulares por abrasdo com intuito de promover brilho e lisura, resultando em
alteracdo da rugosidade de superficie (ALAO et al., 2017; MAI et al., 2019). Este tratamento ¢
utilizado quando hé necessidade de realizar ajuste oclusal e proximal da peca protética

anteriormente a cimentagao (iSERI etal., 2012; PEREIRA et al., 2016, ZUCUNI et al., 2017).
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Entretanto, esses ajustes podem prejudicar o desempenho mecanico do material uma vez que
falhas em sua superficie podem ser geradas (GREEN, 1983; KOSMAC et al., 1999; PEREIRA
et al., 2016; ZUCUNI et al., 2017). Sabe-se que a resisténcia dos materiais ceramicos depende
diretamente da sua rugosidade da superficie (quanto mais aspera a superficie, menor sua
resisténcia), e também deve ser destacada que as interfaces rugosas podem induzir a propagacao
de trincas e reduzir a resisténcia do material (SCHMITTER et al., 2015).

A rugosidade e energia livre de superficie do material t€ém papel importante na adesao
e retencdo bacteriana, o que contribui para formacao inicial de biofilmes na regido. (BOLLEN
et al., 1997; HANNIG et al.,, 2009; SUBRAMANI et al.,, 2009; ANAMI et al., 2012;
CONTRERAS et al., 2018). A energia de superficie esta associada as caracteristicas de ligacao
dos soélidos e, pode-se verificar que, quanto maior for a energia da superficie, maior sera a
capacidade de adesdo no substrato (YOSHIDA et al., 2015). Na superficie do material existe
uma rede de atragdo interna de moléculas que se concentram em uma grande massa de
moléculas no material e essa forca interna gera a energia de superficie do material (NOORT et
al., 2010). Uma superficie ndo tratada apresenta menor energia de superficie se comparada
aquela que apresenta microasperezas (ANUSAVICE et al., 2013).

As reabilitagcdes multiplas, que consistem em devolver a fungdo biomecanica e estética
por meio de proteses tanto sobre dentes como sobre implantes, possibilitam suprir as diferentes
necessidades apresentadas na cavidade bucal do paciente. Porém, a ampla reabilitagdo acarreta
na presenca de micro-organismos diversos encontrados em superficies de elementos dentais e
alojados em dareas periimplatares. A presenca de biofilme na interface elemento dental e
material ceramico coopera para ocorréncia de lesdes de carie secundarias, como também para
inflamacgao periodontal (HAHNEL et al., 2009); e a presenca de biofilme associado ao implante
leva a inflamagdo dos tecidos periimplantares ao seu redor afetando a osseointegracdo e,
consequentemente, a sobrevida do implante dentario (FROUM et al., 2018).

A cavidade bucal ¢ um ambiente complexo que apresenta fatores como variagdo de
temperatura e pH, umidade, abudancia de nutrientes, o que contribuem para presencga de micro-
organismos diversos e interagdes entre eles formando o biofilme microbiano (HAO et al.,
2018). O biofilme dental apresenta uma matriz extracelular, interacdes de varias espécies,
heterogeneidade estrutural e aloja-se em superficies de materiais ou no elemento dental
(BOWEN et al., 2011; ZHANG et al., 2015; VO et al., 2015). O biofilme aderido causa
prejuizos devido a acdo das bactérias instaladas.

A cérie dentaria ¢ decorrente da agdo das bactérias presente no biofilme dental que causa

desmineralizacdo da estrutura devido aos acidos produzidos pela atividade metabodlica das
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bactérias presentes, como Streptococcus mutans, que € uma espécie de bactéria Gram-positiva
com morfologia de coco, capacidade acidogénica e acidlrica, pertencentes ao género
Streptococcus, do grupo A de Lancefield (HAHNEL et al., 2012). Estudos evidenciam que
proteses fixas apresentaram taxa de 10% de falhas e insucessos em 5 anos de utilizagdo, em
consequéncia da formacdo de carie e problemas endoddonticos (LAYTON, 2011; TOMAN et
al., 2018; HAO et al., 2018).

A rugosidade de superficie em regides sub-gengivais, acarreta um maior aumento de
retencdo de microrganismos, afetando estruturas periodontais ao seu redor e contribuindo para
instalacdo de doencas periodontais reversiveis ou irreversiveis (QUIRYNEN et al.,1995;
RASHID et al., 2014). Na presenca de implante, o biofilme retido torna-se suscetivel ao
surgimento de doencas periimplantares e, se ndo tratada corretamente, pode levar a perda do
implante dentario, sendo uma das principais causas de insucessos clinicos do implante
(LINDHE et al., 2008; MOMBELLI et al., 2011). Apesar dos implantes dentarios terem um
alto indice de sucesso clinico, a literatura mostra que mais de 90% dos implantes sofrem algum
tipo de complicacdo biologica (ADELL et al., 1990; BUSER et al., 1997; BUSENLECHNER
et al., 2014; FROUM et al., 2018), sendo a periimplantite uma dessas complicagdes com taxa
de prevaléncia da doenca em 10% a 43% dos implantes instalados até 10 anos desde sua
colocacdo (ROOS-JANSAKER et al., 2006; MOMBELLI et al., 2012; DERKS et al., 2015;
FROUM et al., 2018).

A periimplantite é uma doenca inflamatoria que afeta tecidos moles e tecidos duros ao
redor de implantes dentérios. O fator etiolégico primario esta relacionado as bacteérias,
juntamente a presenca de biofilme (FROUM et al., 2018). De acordo com a literatura, as
bactérias Porphyromonas gingivalis e, especialmente, a Prevotella intermedia/nigrescens,
bactérias Gram-negativas, patogénicas oportunistas, anaerdbicas obrigatorias, sao
frequentemente identificadas nas regiGes de periimplantites (TAMURA et al., 2013; DA
SILVA etal., 2014). Essas bactérias se aglomeram na regido dos implantes e geram uma reagédo
inflamatoria dos tecidos circundantes resultando nas formacGes de bolsas e supuragdo, sendo
que a continua agdo das bactérias presente no sitio periimplantar afetam o suporte dsseo dos
implantes osseointegrados e essa perda 0ssea ocasiona mobilidade do implante dentario
(LINDHE et al., 2008; GURLEK et al., 2017).

Diante da diversidade de materiais ceramicos empregados nas reabilitagdes protéticas e
diferentes protocolos para acabamento das restauracdes, verifica-se que a literatura ndo ¢ clara

quanto ao melhor material a ser empregado do ponto de vista microbioldgico (DAL PIVA et
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al., 2018), visando a preservacdo da saude periodontal e incidéncia de lesdes cariosas, como

também a situacao mais favoravel para a manutengao da reabilitacao em longo prazo.



20

2. PROPOSICAO

O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia de diferentes materiais ceramicos
(ceramica feldspatica, dissilicato de litio, silicato de litio reforcado com Oxido de zircdnio,
zirconia monolitica) e tratamentos de superficie das restauragdes (controle, acabamento com
pontas diamantadas e glazeamento) em relagdo a rugosidade de superficie e adesdo de biofilme

por Streptococcus mutans e Prevotella intermedia.

Obijetivos especificos

e Analisar e comparar a rugosidade de superficie dos materiais apds serem submetidos
aos tratamentos de superficie por meio de microscopia confocal a laser.

e Analisar e comparar quantitativamente a formacéao e adesao de biofilme bacteriano nas
superficies dos materiais ceramicos ap0s serem submetidos aos tratamentos de
superficie por meio da contagem de unidade formadora de colénias (UFCs).

e Analisar e comparar qualitativamente a morfologia da superficie da ceramica e a
influéncia de diferentes tratamentos de superficie sobre a rugosidade de superficie por
meio de microscopia eletronica de varredura (MEV).

e Analisar e comparar qualitativamente a adesdo dos biofilmes bacterianos nas

superficies das ceramicas por meio de microscopia confocal de fluorescéncia.

Hipotese nula

As hipoteses nulas do estudo foram: i) os diferentes materiais ceramicos e diferentes
tratamentos de superficie das restaura¢des ndo afetariam na rugosidade de superficie; ii) 0S
diferentes materiais ceramicos e diferentes tratamentos de superficie das restauragdes ndo
afetariam na adesdo de biofilme para Prevotella intermedia; iii) os diferentes materiais
ceramicos e diferentes tratamentos de superficie das restaura¢des ndo afetariam na adesdo de

biofilme para Streptococcus mutans.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Este estudo foi conduzido com duas diferentes linhagens bacterianas: Streptococcus
mutans ATCC 25175 e Prevotella intermedia ATCC 25611, frequentemente observados em
lesdes de carie e periodontopatias. Adicionalmente, os fatores de variacdo foram o material
ceramico (cerdmica feldspdtica, dissilicato de litio, silicato de litio refor¢ado com 6xido de
zirconio e zirconia monolitica) (Tabela I) e diferentes tratamentos de superficie (controle,
acabamento com pontas diamantadas e glazeamento). As variaveis de resposta quantitativas
foram a avaliacdo da adesdo inicial de biofilme e unidades formadoras de colonias (UFCs) e
rugosidade de superficie (Sa) por meio de microscopia de confocal a laser. Qualitativamente a
variavel de reposta foi a analise morfologica da superficie por meio de microscopia eletronica
de varredura (MEV) e andlise de adesdao das bactérias por meio de microscopia confocal de
fluorescéncia. A amostra do experimento foi composta por 84 corpos de prova, divididos em
12 grupos de estudo (n = 7), para cada bactéria estudada, totalizando 186 corpos de prova

(Figuras 1 e 2).

Tabela I. Materiais ceramicos, composi¢do e fabricante utilizados no estudo

Grupo Material Composicao Fabricante

Componentes: SiO2

L
G IPS Empress CAD Conteudo adicional: A1203, K20,

Ivoclar Vivadent, Schaan,

(ceramica vitrea a base de leucita ) Na20, e outros éxidos. Liechtenstein
GD Componentes: SiO;
IPS e.max CAD Blocks Conteudo adicional: Li»O, K,O,  Ivoclar Vivadent, Schaan,
(Dissilicato de litio) MgO, Al,O3, P,Os ¢ Liechtenstein
outros 6xidos.
Z10: 8 — 12%
. .. 10,: 56 — 649 .
Vita Suprinity PC ISjOOz ig _ gl"f VITA Zahnfabrik H.
GS (Silicato de litio reforgado com > ’ Rauter GmbH & Co.KG,

La203: 0,1%
Pigmentos: < 10%
Outors oxidos: > 10%

oxido de zirconio) Bad Séckingen, Alemanha

. 710, — 94,39% Qinhuangdao Aidite High-
GZ (Zircgrllril:r)nl\;[niiitica) Y205 —5,30% Technical Ceramics Co.
Outros 6xidos — 0,31% Ltd., China




Figura 1. Fluxograma representativo dos grupos experimentais correspondente a cada bactéria estudada.
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Figura 2. Fluxograma ilustrativo do delineamento experimental representativo para cada grupo estudado.
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3.2 Obtencdo dos corpos de prova

Blocos ceramicos pré-sinterizados de cada sistema (Figura 3) foram seccionados com
auxilio de cortadeira de precisdo em baixa velocidade (250 r.p.m.) (Isomet 1000, Buehler, Lake
Bluff, IL, EUA) e disco diamantado (15HC, Buehler) (Figura 4), a fim de obter 21 espécimes
de cada material cerdmico com dimensdes finais de 7 mm altura X 6 mm de largura X 2 mm de
espessura (Figura 5). As medidas de corte para a zirconia foram de 7,2 mm de altura x 8,4 mm
de largura % 2,5 mm de espessura, visto que o material sofre aproximadamente 20% de
contragdo durante o processo de sinterizacao (Figuras 6 ¢ 7) (POOLE et al., 2019). As amostras
foram polidas em todas as suas faces utilizando lixas metalograficas de granulagao #600-1200
SiC (3M, St. Paul, MN, EUA) (Figura 8), limpas ultrasonicamente (Alpha 3L Plus, Ecel,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil) em banho de etanol isopropilico por 10 min e submetidas ao
processo de cristalizagdo/sinterizagdao, utilizando fornos especificos de acordo com as
recomendacgdes dos fabricantes (Tabela 1I) (POOLE et al., 2019), sendo P500 (Ivoclar
Vivadent, Schaan, Liechtenstein) para GD e GS (Figura 8) e forno inFire HTC Speed (Sirona
Dental Systems, GmbH, Alemanha) para GZ (Figura 9).

Figura 3. Blocos ceramicos pré-sinterizados de Figura 4. Seccdo do bloco ceramico com auxilio de
cada sistema. disco diamantado em cortadeira de precisao.

£Empress® CAD
’ ' LTA1/C14
e 9
N Is i oder

fe.max® CAD
| rai/cis

=l ®

Fonte: Autor. Fonte: Autor.
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Figura 5. Dimensdes finais dos
corpos de prova.

6 mm de largura

(_1_\

BIN}je ap ww /

2 mm de espessura

Fonte: Autor.

Figura 6. Dimensdo da zirconia Figura 7. Zirconia monolitica
monolitica antes da sinterizagéo. antes e apos procedimento de
sinterizacao.

7,2 mm de largura

F—lﬁ

elnjje sp ww ‘g

2,5 mm de espessura

Fonte: Autor. Fonte: Autor.

Figura 8. Sequéncia de polimento com lixas metalograficas de granulacao #600-1200 SiC.

h

Fonte: autor



Figura 9. Forno P500 para o
processo de cristalizagdo dos

grupos GD e GS.

Fonte: Autor.
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Figura 10. Forno InFire
HTC Speed para o processo
de sinterizagdo do grupo
GZ.

=N

Fonte: Autor.

Tabela II. Parametros utilizados para cristalizacao/sinterizagdo dos materiais utilizados neste estudo

Parametros GL GD GS GZ
Temperatura inicial (°C) - 403 400 ambiente
Tempo de fechamento (min) - 6:00 4:00 -
Acréscimo de temperatura (°C/min) — t1 - 90 55 20
Temperatura de queima (°C) — Tq ) 820 840 900
Tempo de manutencdo (min) — Hi ) 0:10 8:00 10:00
Acréscimo de temperatura (°C/min) — t2 - 30 - 10
Temperatura de queima (°C) — T2 ) 840 ) 1530
Tempo de manutengo (min) — Hz . 7:00 ) 120:00
Vicuo 1: 11 (°C) / 12 (°C) ; 550/1022 410/839 -
Vacuo 1: 21 (°C) / 22 (°C) B 820/1508 - -
Resfriamento lento (°C) - L . 700 680 500
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3.3 Tratamentos de superficies
As amostras ceramicas obtidas para cada grupo foram submetidas a diferentes

tratamentos de superficie (n = 7), conforme descrito a seguir:

3.3.1 Auto-glaze ou controle (AG):
Apo6s os procedimentos de cristalizagdo/sinterizagdo preconizadas pelo fabricante, as
amostras de todos os grupos foram polidas com lixas de granulacao #600 — 1200 SiC conforme

descrito anteriormente (Figura 10).

3.3.2 Glazeamento (G):

O tratamento de superficie por meio do glaze foi realizado de acordo com as
recomendagoes de cada fabricante para cada material ceramico: para GL e GD foi utilizado a
mesma pasta glaze (IPS Ivocolor Glaze paste, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein); para
GS foi a pasta glaze Vita Akzent Plus (VITA Zahnfabrik H. Rauter GmbH & Co.KG, Bad
Sackingen, Alemanha) e para o GZ pasta glaze InSync Ceramic System (Qinhuangdao Aidite
High-Technical Ceram-ics Co. Ltd., China) (Figura 11). As amostras foram previamente limpas
ultrassdnicamente em banho de etanol isopropilico por 10 min e, posteriormente, aplicada uma
camada de glaze sobre todos os lados das superficies das amostras ceramicas, sendo

posteriormente submetidas a queima, conforme os pardmetros preconizados pelos fabricantes

(Tabela III).

Figura 11. Materiais utilizados no tratamento de
superficie com glaze: IPS Ivocolor Glaze paste, Vita
Akzent Plus e InSync Ceramic System, da esquerda para
a direita, respectivamente.

Fonte: Autor
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Tabela I11. Parametros utilizados para glazeamento dos materiais utilizados neste estudo

Parimetros GL GD GS GZ
Temperatura inicial (°C) 403 403 400 400
Tempo de fechamento (min) 6:00 6:00 4:00 -
Acréscimo de temperatura (°C/min) — t1 60 90/30 80 45
Temperatura de manutengéo (min) — Hi 710 820/ 840 4:00 l
Temperatura final (°C) — T2 - - 800 730
Tempo de manutengdo (min) — Hz 1:00 0:10/7:00 1:00 1:00
Vicuo 1: 11 (°C) / 12 (°C) 450 550/ 820 - 600
Viacuo 1: 21 (°C) / 22 (°C) 709 820/ 840 - -
Resfriamento lento (°C) - L ) 700 - 730

3.3.3 Acabamento (A):

O tratamento de superficie foi realizado utilizando pontas diamantadas (# 3101G,
granulagdo de 181 um e # 3101FF, granulagao de 25 um, KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil)
acoplada a alta rotacao (D700, Alliage, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) (Figura 12), sob refrigeragao
constante com agua, por meio de operador calibrado e treinado, sendo a ponta diamantada
substituida a cada amostra. Para padronizacdo do acabamento, todas as faces das amostras
foram marcadas com caneta permanente (Pilot, Sdo Paulo, Brasil) (Figura 13) cobrindo
totalmente as superficies das ceramicas para, posteriormente, ser realizado o acabamento com
as pontas especificas. As amostras foram posicionadas de modo que a ponta diamantada e a
superficie do material ficassem paralelas entre si, permitindo movimentos horizontais continuos
até que toda marcagdo feita pela caneta fosse eliminada (DUTRA et al., 2017). (Figura 14)
Ap0s a realizagdo do acabamento com pontas diamantadas, as amostras foram mensuradas com
auxilio do paquimetro para aferir as dimensdes iniciais, garantindo a padronizagao dos corpos

de provas apos o desgaste (DUTRA et al., 2017).



Figura 12. Materiais utilizados no
tratamento de superficie por acabamento:
caneta permanente, pinga, alta rotagdo,
pontas diamantadas # 3101FF e # 3101G.

s
- SORENSEN

I
FG 3101 FF weesr

Fonte: Autor.

Figura 13. Marcacdo com caneta permanente nas
superficies da ceramica.

A

Fonte: Autor.
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Figura 14. Posicionamento da amostra e ponta
diamantada para realizacdo do acabamento.

Fonte: autor

3.4 Avaliacdo da rugosidade de superficie

Previamente a andlise da rugosidade média de superficie (um), realizada em
microscopico confocal por varredura a laser (LEXT OLS4000, Olympus, Walthan, MA, EUA),
os corpos de prova (n = 7) foram imersos em alcool isopropilico e limpos por vibragao
ultrassonica (Alpha 3L Plus, Ecel, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) durante 10 minutos. As amostras
foram posicionadas no microscopio de modo que a superficie teste permanecesse paralela a
superficie da objetiva, sendo que as imagens foram capturadas com aumento de 50 X e precisao
de registro de 0,2 pm. O microscopio utilizado foi acoplado a um programa (OLS4000,
Olympus, Massachusetts, EUA) que permitiu a mensura¢do da rugosidade superficial de forma
linear e em 4reas determinadas (Figura 15). A 4rea central da amostra (500 um?) foi selecionada
para a realizacao das mensuragdes de rugosidade linear, permitindo analisar a rugosidade média
da superficie (Sa) do material ceramico (ISO 25178) (SIQUEIRA et al., 2016), expressa como
valor numérico (um). Trés medi¢des equidistantes foram realizadas para cada corpo de prova.

As mensuragdes foram conduzidas por um tnico examinador calibrado e treinado.
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Figura 15. Microscopico confocal por varredura a laser.

Fonte: Autor.

3.5 Esterilizacdo dos corpos de prova

Previamente a avaliacdo da adesdo dos micro-organismos ao material cerdmico foi
necessario eliminar qualquer possivel contaminante na superficie dos corpos de prova (n = 7).
Desta forma, os mesmos foram submetidos ao processo de esteriliza¢do, seguindo o protocolo
de um ciclo em autoclave (OdontoBras, MK3000 III,12L, Ribeirdo Preto, SP, Brasil),
correspondendo a temperatura de 134°C, sob pressdo de 2 bars, por 1 hora (Figura 16) (POOLE
etal., 2019).

Figura 16. Autoclave para a realizagdo da
esterilizagdo dos corpos de prova.

Fonte: Autor.
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3.6 Avaliacdo da adesdo bacteriana

O meio de cultura utilizado para crescimento de biofilme bacteriano foi Brain Heart
Infusion (BHI) a pH 7,0 para a cultura do Streptococcus mutans e BHI suplementado [caldo
BHI suplementado com 1,5% de Agar bacterioldgico (KASVI), 0,5% de Hemina (Inlab, Sao
Paulo, SP, Brasil), 0,4% Menadiona (Inlab, Sao Paulo, SP, Brasil) e 5 % de sangue de carneiro
desfibrilado (Newprov, Pinhais, PR, Brasil)] para a cultura de Prevotella intermedia. Os corpos
de prova (n = 5) foram acondicionadosem criotubos de poliestireno (Corning, Sao Paulo, SP,
Brasil) de 2 mL. Os biofilmes foram produzidos pela adi¢do de 500 pL de indculo equivalente
a escala 1 de McFarland (3 x 108 células bacterianas por mL) somado a 500 pL de BHI para S.
mutans e BHI suplementado para P. intermedia e, posteriormente, incubados a 5% CO;
(microaerofilia) para S. mutans e 10% de CO> (anaerobiose) para P. intermedia, em estufa a
37°C durante 48 h. O indculo bacteriano foi renovado apds 24 horas de incubagdo para garantir

a viabilidade das células bacterianas na formacao do biofilme (JOSHI et al., 2010).

3.6.1 Determinag¢do de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Apos o crescimento do biofilme, os corpos de prova de cada grupo foram lavados com
1 ml de solugao salina tamponada de fosfato (PBS) e, em seguida, removidos e colocados em
tubos tipo Eppendorf de 2 mL (Kasvi, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil) contendo 1 mL PBS (n
= 3), posteriormente posicionados por 30 s em agitador tipo vortex (Gehaka, Sdo Paulo, SP,
Brasil) em velocidade maxima ¢ 480 s em cuba ultrassonica (Kondortech, Sdo Carlos, SP,
Brasil) para dispersao do biofilme. Depois disso, diluigdes seriadas (1:10) 100 pul da suspensao
do biofilme desprendido foi diluidos em 900 ul de PBS, seguidos de seis dilui¢des decimais
(107,102, 1073, 10%, 10 e 10°%) e aliquotas de 100 pul foram inoculadas de acordo com técnica
spread plate, com auxilio de alga Drigalski em placas de Agar Muller Hinton (MH) para S.
mutans ¢ Agar BHI sangue suplementado para P. intermédia, para posterior contagem total das
UFCs. As placas foram incubadas durante 24 horas a 37°C sob as condigdes descritas
anteriormente. Os experimentos para contagem de UFCs foram realizados em triplicata para
garantir a confiabilidade dos resultados obtidos.

A contagem das UFCs foi realizada por um Unico operador calibrado e treinado, em
duplicata, utilizando o software Imagel (Fiji), contabilizando o total de UFCs referente a placa

numero trés da sequéncia da dilui¢do seriada (JOSHI et al., 2010) (Figura 17).
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Figura 17. Sequéncia do plaqueamento de UFC da bactéria P. intermedia representativo do grupo GS e
glazeamento como superficie de tratamento.

Placa 0 Placa 1 Placa 2 Placa 3

Placa 4 Placa 5 Placa 6

Fonte: Autor.

3.7 Avaliacdo da morfologia de superficie

A avaliagdo por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos corpos de prova (n =
2) foi realizada em um espécime para cada situagdo: sem a formagdo do biofilme (controle
negativo) e corpo de prova com biofilme aderido (controle positivo), a fim de avaliar
qualitativamente a morfologia da superficie de cada material e a influéncia dos diferentes
tratamentos de superficie sobre a rugosidade de superficie. Previamente, os corpos de prova
foram lavados com PBS e colocados em tubos tipo Ependorf de 1,5 mL contendo glutaraldeido
2,5% durante 24 horas a 4°C para fixacdo da adesdo bacteriana na superficie do material
ceramico. Em seguida, foram desidratadas em graduacdes ascendentes de etanol (30%, 50%,
70%, 80%, 85 e 100%) por 5 minutos cada solu¢do. Posteriormente, os corpos de prova foram
colocados em dissecador por 24 horas. (LI et al., 2014; HUANG et al., 2017).

As amostras foram submetidas a metalizacdo (SCD 050, Bal-Tec, Fulrstentum,
Liechtenstein), com tempo de recobrimento com ouro por 120 segundos, sob 0,1 mbar de vacuo

e, posteriormente, avaliada por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV) (EVO 50,
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Carl Zeiss, Cambridge, UK) sob contraste topografico e vacuo de 3 x 10 Torr, para que as

imagens fossem capturadas com magnificagao de 100 x, 5000 x e 10000 x.

3.8 Microscopia Confocal de Fluorescéncia

Para avaliar a formagao dos biofilmes nas ceramicas foi realizada microscopia confocal
de fluorescéncia (Microscopio Confocal Leica SP5, Wetzlar, Alemanha). Apos formacao dos
biofilmes (48h), as amostras foram lavadas com 1 ml de PBS para remocgado das células nao
aderidas. Os biofilmes foram corados com kit de viabilidade bacteriana (Live/Dead Bac Light
Bacterial Viability and Counting Kit, Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) por 15 minutos,
seguindo o protocolo descrito por JOSHI et al. (2010). O kit contém dois marcadores
fluorescentes, SYTO 9 na cor verde, que mancha células viaveis (penetra nas células com
membranas intactas) e iodeto de isopropidio vermelho, que cora células mortas (penetra nas

células com membranas lesadas).

3.9 Analise dos resultados

O teste estatistico de Kolmogorov-Smirnov para a normalidade e o teste de Levéne para
homogeneidade néo revelaram distribuicdo normal para os dados de rugosidade de superficie e
UFCs para S. mutans (p < 0,05), porém evidenciou distribuicdo normal para os dados de UFCs
para P. intermedia (p > 0,05). Os dados de rugosidade foram transformados em raiz quadrada
e em log10 para UFCs para S. mutans, conseguindo-se obter distribuicdo normal e variacGes
iguais. As comparacdes estatisticas entre os diferentes materiais e tratamentos de superficie
para rugosidade de superficie, UFC para P. intermedia e UFC para Streptococcus mutans foram
realizadas utilizando ANOVA a 2 fatores e teste complementar de Tukey, com nivel de
significancia de 5%. Os resultados foram analisados estatisticamente com auxilio do software
SPSS (SPSS 15.0, SPSS Inc., EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da rugosidade de superficie em microscopia confocal a laser

A ANOVA a 2 fatores mostrou efeito do material, tratamento e interacao entre os
fatores sobre a rugosidade de superficie (p < 0,05) (Tabela IV). Em relacao aos tratamentos de
superficie para cada material, o post-hoc de Tukey mostrou maiores valores de rugosidade de
superficie para GL, GD e GS quando houve acabamento com pontas diamantads na superficie
em relagdo aos demais tratamentos (p < 0,05). No entanto, para GZ verificou-se maiores valores
de rugosidade quando submetida ao glazeamento de superficie em relacdo aos demais
tratamentos (p < 0,05). Ao se comparar cada tratamento de superficie em relagao aos materiais
ceramicos, verificou-se para o auto-glaze menores valores de rugosidade de superficie para o
GS e maiores valores para o GZ (p < 0,05); para o glaze, maiores valores de rugosidade para
GZ em relagdo aos demais materiais (p < 0,05) e valores de rugosidade semelhante

estatisticamente para o acabamento com pontas diamantads (p > 0,05) (Tabela V).

Tabela IV. ANOVA a 2 fatores para a rugosidade de superficie

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 4,478 11 0,407 9,189 0,000
Intercept 46,286 1 46,286 1044,712 0,000
Material 1,778 3 0,593 13,375 0,000
Tratamento 1,527 2 0,764 17,237 0,000
Material * Tratamento 1,173 6 0,196 4,414 0,001
Error 2,127 48 0,044
Total 52,891 60
Corrected Total 6,605 59

a. R Squared = ,678 (Adjusted R Squared =,604)
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Tabela V. Valores da média de rugosidade de superficie (um) e desvio padrdo para cada material em
relagdo aos diferentes tratamentos de superficie

Tratamentos
Materiais Auto-Glaze Glaze Acabamento
GL 0,67 (+0,11) Aab 0,76 (+0,18) Aa 1,04 (+0,09) Ba
GD 0,59 (£0,18) Aab 0,63 (£0,32) Aa 1,03 (+0,15) Ba
GS 0,50 (£0,09) Aa 0,71 (£0,20) Aa 1,05 (+0,09) Ba
GZ 0,90 (0,15) Ab 1,51 (x0,45) Bb 1,09 (x0,14) Ab

*Letras minusculas diferentes na mesma coluna e letras maitsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica (p < 0,05).

4.2 Avaliacio da morfologia de superficie por meio de microscopia eletronica de varredura
Observando-se qualitativamente a morfologia de superficie dos materiais submetidos
aos diferentes tratamentos de superficie (controle negativo) por meio de MEV, verificou-se que
a superficie apenas cristalizada/sinterizada (auto-glaze) mostrou-se mais irregular em relagdo
aquelas que receberam a aplicagdo do glaze, o qual proporcionou uma topografia de superficie
mais homogénea, com efeito de suavizagdo. J& o acabamento com ponta diamantada alterou
completamente o padrdo topografico, causando semelhante padrio de alteracdo da superficie,
independentemente da composi¢ao do material ceramico, sendo visualizados riscos paralelos
seguindo a direcdo do movimento da ponta, criando ranhuras e superficies irregulares, com

maior rugosidade da superficie (Figura 18).
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Figura 18. Imagens de microscopia eletronica de varredura mostrando a rugosidade de superficie para
os diferentes materiais ceramicos e tratamentos de superficie (magnificagdo original de 5000%).
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4.3 Streptococcus mutans

4.3.1 Avaliagdo da adesdo de biofilme por contagem de unidades formadoras de colonias
(UFCs)
A ANOVA a 2 fatores mostrou ndo haver efeito do material, tratamento ¢ interagao

entre os fatores para a UFC em relacdo ao . mutans (p > 0,05) (Tabela VI) (Figura 19).

Tabela VI. ANOVA a2 fatores para a UFC do Streptococcus mutans

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,785° 11 0,071 0,776 0,660
Intercept 244,761 1 244,761  2661,470 0,000
Material 0,127 3 0,042 0,462 0,711
Tratamento 0,075 2 0,038 0,409 0,669
Material * Tratamento 0,582 6 0,097 1,055 0,416
Error 2,207 24 0,092
Total 247,753 36
Corrected Total 2,992 35

a. R Squared =,262 (Adjusted R Squared = -,076)
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Figura 19. Imagens macroscopicas representativas das placas contendo colonias de bactéria
Streptococcus mutans (n° 3 da sequéncia) para contagem das UFCs, para os diferentes materiais
ceramicos e tratamentos de superficie.
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Fonte: Autor.
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4.3.2 Avaliagdo da morfologia de superficie por meio de microscopia eletronica de varredura

Observando-se qualitativamente a morfologia das col6nias de S. mutans sobre a
superficie dos materiais submetidos aos diferentes tratamentos de superficie (controle positivo)
por meio de MEV, verificou-se bactérias agregadas e distribuidas de modo pontual. GZ
evidenciou maior quantidade de biofilme formado em sua superficie comparado aos demais

materiais (GL, GD e GS), independentemente do tratamento de superficie (Figura 20).
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Figura 20. Imagens de microscopia eletronica de varredura mostrando a morfologia de superficie para os
diferentes materiais ceramicos e tratamentos de superficie colonizados por Streptococcus mutans (magnificagdo
original de 5000%).
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4.3.3 Avaliagdo da adesdo bacteriana por meio de microscopia confocal de fluorescéncia

Analisando-se qualitativamente a susceptibilidade de adesdo de S. mutans sobre a
superficie dos materiais e tratamentos de superficie por meio de microscopia confocal de
fluorescéncia, verificou-se maior adesdo de bactérias vivas (coloracdo verde) em relagdo as
bactérias mortas (coloracdo vermelho). A aderéncia e desenvolvimento de S. mutans foi
semelhante para todos os grupos, com menor susceptibilidade de adesdo bacteriana observada

para as superficies glazeadas, exceto para GZ (Figura 21).
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Figura 21. Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia mostrando a adesdo de Streptococcus
mutans sobre a superficie dos diferentes materiais ceramicos e tratamentos de superficie (magnificacao
original de 63x).

Auto-glaze Glaze Acabamento

Fonte: Autor.
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4.4 Prevotella intermedia
4.4.1 Avaliagdo da adesdo de biofilme por contagem de unidades formadoras de colonias
(UFCs)

A ANOVA a 2 fatores mostrou efeito apenas para o material em relacdo a UFC para
a P. intermedia (p < 0,05), ndo evidenciando diferenca entre os diferentes tratamentos de
superficie e interagdo entre os fatores (p > 0,05) (Tabela VII). Em relagdo aos materiais, o post-
hoc de Tukey mostrou maior quantidade de UFCs para GL (370,22 x 10°) (p < 0,05),
semelhantes e menores quantidades de UFCs para GS (157,77 x 10°) e GD (211,44 x 10%) e
quantidades intermediarias de UFCs para GZ (289,66 x 10%) (p < 0,05) (Figura 22).

Tabela VII. ANOVA a2 fatores para a UFC da Prevotella intermedius

Source Type Il Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 336577,2222 11 30597,929 2,767 0,018
Intercept 2382906,778 1 2382906,778 215,461 0,000
Material 232257,889 3 77419,296 7,000 0,002
Tratamento 24269,556 2 12134,778 1,097 0,350
Material * Tratamento 80049,778 6 13341,630 1,206 0,337
Error 265430,000 24 11059,583
Total 2984914,000 36
Corrected Total 602007,222 35

a. R Squared = ,559 (Adjusted R Squared = ,357)



Figura 22. Imagens macroscdpicas representativas das placas contendo coldnias de bactéria
Prevotella intermedia (n° 3 da sequéncia) para contagem das UFCs, para os diferentes
materiais ceramicos e tratamentos de superficie.
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Fonte: Autor.
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4.4.2 Avaliagdao da morfologia de superficie por meio de microscopia eletronica de varredura

Observando-se qualitativamente a morfologia de superficie dos materiais submetidos
aos diferentes tratamentos de superficie (controle positivo) por meio de MEV, pode-se verificar
coldnias bem distribuidas de P. intermedia ao longo de toda a superficie do material ceramico.
GL e GZ evidenciam maior quantidade de biofilme formado em sua superficie quando
comparado a GD e GS, especialmente para as superficies que foram submetidas ao acabamento

com ponta diamantada (Figura 23).
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Figura 23. Imagens de microscopia eletronica de varredura mostrando a morfologia de superficie para
os diferentes materiais ceramicos e tratamentos de superficie colonizados por Prevotella intermedia
(magnificaco original de 5000x).
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4.4.3 Avaliagdo da adesdo bacteriana por meio de microscopia confocal de fluorescéncia
Durante a analise da susceptibilidade da superficie dos materiais e tratamentos de
superficie a adesdo de P. intermedia por meio de microscopia confocal de fluorescéncia,
observou-se aderéncia e desenvolvimento de bactérias (vivas- coloragdo verde e mortas -
coloracdo vermelha) semelhante para os grupos GL (exceto superficie com acabamento que
apresentou susceptibilidade ligeiramente maior a adesdo de bactérias), GD e GS. GZ foi
caracterizado pela maior susceptibilidade de adesdo bacteriana para todos os tratamentos de
superficie em relacdo aos demais grupos. No entanto, este grupo (GZ) mostrou maior
quantidade de bactérias mortas que vivas para a condicao de auto-glaze (Figura 24).
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Figura 24. Imagens de microscopia confocal de fluorescéncia mostrando a adesdo da Prevotella
intermedia sobre a superficie dos diferentes materiais ceramicos ¢ tratamentos de superficie
(magnificacao original de 63x).
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5. DISCUSSAO

A primeira hipotese nula deste estudo foi rejeitada visto que tanto os materiais cerdmicos
guanto os tratamentos de superficie tiveram influéncia na rugosidade de superficie de
restauragdes protéticas.

A utilizagdo de pontas diamantadas é um procedimento comum na préatica clinica
odontoldgica a fim de se obter melhor ajuste oclusal entre o material ceramico e o dente
antagonista. No presente estudo, o acabamento de superficie com pontas diamantadas de
granulacdo fina e extra-fina produziram os maiores valores de rugosidade de superficie,
principalmente no grupo da zirconia. Tal resultado valida a informagéo de que a corregdo com
pontas diamantadas pode criar falhas superficiais como ranhuras, mostradas pela MEV, bem
como outros problemas relatados na literatura como trincas semicirculares (HATANAKA et
al., 2017), microfissuras e fissuras, dependendo do tamanho do diamante, forca e velocidade de
rotacdo (HATANAKA et al., 2017; HATANAKA et al., 2019; ZUCUNI et al., 2019).

Independentemente do tratamento de superficie utilizado, maior rugosidade de
superficie foram observadas para a zirconia no presente estudo, semelhantemente aos resultados
de DAL PIVA et al. (2018). Na literatura ndo existe um protocolo especifico e ideal para
acabamento da zircbnia, sendo adaptado os protocolos utilizados nas outras ceramicas para a
YTZP. Sabe-se que a Y-TZP é uma cerdamica composta por estrutura policristalina densa e
homogénea, com auséncia de conteido vitreo ou presenca de mindsculos tracos de vidro (HUH
et al., 2016). No entanto, a zirconia, previamente a sinterizacdo, apresenta-se menos resistente
mecanicamente. Assim, acredita-se que, a utilizagéo das lixas de SiC nas granulacGes de #600
a #1200, adotadas no presente estudo para regularizacdo da superficie dos materiais ceramicos,
possa ter criado defeitos na superficie Y-TZP pré-sinterizada (AL-HAJ HUSAIN et al., 2016;
GRENADE et al., 2016), as quais ndo foram suavizadas durante o processo de sinterizacao,
acarretando em maior rugosidade de superficie quando comparado aos grupos GL, GD e GS.

Por outro lado, a incompatibilidade de coeficiente térmico existente entre a zircnia e o
glaze pode ter induzido a tenséo residual, aumentando a probabilidade de falhas na superficie
da Y-TZP, aumentando sua rugosidade de superficie. Adicionalmente, a forma de aplicacdo do
glaze utilizado no presente estudo, por meio de pincel, pode ter levado a incorporacéo de bolhas,
havendo a formacao de ilhas, comprometendo a lisura superficial e, consequentemente, gerando
maior rugosidade (DAL PIVA et al., 2018; ZUCUNI et al., 2019) em relagdo aos demais
materiais estudados (leucita, dissilicato de litio e silicato de litio reforcado com 6xido de

zirconio).
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Atualmente, além da preocupag@o em utilizar materiais duraveis e estéticos, busca-se
em utilizar materiais que apresentem atividade antimicrobiana, inibindo a adesdo ¢ a
colonizagdao de microrganismos na cavidade bucal (DOBRZYNSKI et al., 2019). Assim, a
tecnologia laboratorial de ponta tem possibilitado a obtengdo de materiais ceramicos
caracterizados por biocompatibilidade, alta resisténcia quimica, baixa susceptibilidade a
formacao de biofilmes e baixa porosidade (ZIZZARI et al, 2013; TETE et al., 2014).

A adesao bacteriana inicial pode ser influenciada pela composic¢ao e estrutura superficial
do material (ANAMI et al., 2012; PEREIRA et al., 2016, DOBRZYNSKI et al., 2019), pela
composi¢do quimica do material (como graos, matriz organica, carga inorganica, fluoreto e
varios ions metalicos) (HAO et al., 2018), bem como pela hidrofobicidade da superficie
ceramica (AKSOY et al., 2006; SHIRTCLIFFE et al., 2010) e comunicagdao entre os micro-
organismos existentes onde podem melhorar ou inibir a formacéo de biofilme (AL-RADHA et
al., 2012). Uma superficie hidrofilica implica em uma energia livre de superficie maior, o que
acarreta mais adesdo bacteriana (CAZZANIGA et al., 2015; HAO et al., 2018). Outro fator a
ser levado em consideracdo € a composicdo dos materiais ceramicos que podem influenciar
diretamente na rugosidade do material (HAO et al., 2018). De acordo com o presente estudo, a
Y-TZP apresentou maiores valores de rugosidade de superficie, o que pode estar relacionado
ao fato de sua composicdo ser diferente das cerdmicas vitreas, que apresentam cristais mais
homogéneos e limites mais suaves em sua fase vitrea circundante, enquanto as Y-TZPs
apresentam maior porcentagem de conteudo cristalino e sdo compostas por graos policristalinos
maiores (BELLI et al., 2017).

O biofilme pode conter cerca de 1.000 espécies de bactérias (D’ARGENIO;
SALVATORE, 2015), podendo conter bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As
bactérias Gram-positivas, principalmente como o S. mutans predominam no biofilme
supragengival, promovendo maior ocorréncia de carie dentaria. Por outro lado, as bactérias
Gram-negativas anaerobias como P. intermedia predominam no biofilme subgengival, mais
relacionadas a periodontopatias (MARSH, 2010; ARWEILER et al., 2019).

A segunda hipotese nula do estudo foi rejeitada, visto que 0S materiais cerdmicos
tiveram influéncia na adesdo de biofilme para P. intermedia. Visualmente por meio de MEV e
microscopia confocal de fluorescéncia, a adesdo bacteriana foi maior para as ceramicas leucita
(GL) e zirconia (GZ) e, numericamente, a contagem de UFCs foi estatisticamente semelhante
para os dois materiais. Apesar dos tratamentos de superficie ndo terem mostrado diferenca
estatisticamente significativa, pdde-se verificar que os dados de rugosidade de superficie foram

maiores e estatisticamente semelhantes para o grupo GZ e GL, sem tratamento de superficie,
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sugerindo influéncia da rugosidade aos resultados de adesdo bacteriana, além do que, sabe-se
que o dissilicato de litio apresenta boa capacidade anti-adesiva (DOBRZYNSKI et al., 2019).

Estudos tém mostrado correlacdo positiva entre a rugosidade e energia livre de
superficie, propriedades hidrofilicas ou hidrofobicas do material, com a quantidade de adesao
de biofilme bacteriano (KILIC et al., 2013; DAL PIVA et al., 2018; DOBRZYNSKI et al.,
2019). A rugosidade tende a acentuar a caracteristica de molhabilidade da superficie,
aumentando a energia livre da mesma (DAL PIVA et al., 2018). Valores de rugosidade
inferiores a 0,2 um tém menor relagcdo com a colonizacao bacteriana; por outro lado, superficies
rugosas (maiores que 0,2 um) fornecem protecdo fisica as bactérias, além de maior area de
contato para adesdo bacteriana (QUIRYNEN et al., 1996; BORCHERS et al., 1999).
Clinicamente, valores de rugosidade inferiores a 0,2 um sao dificilmente encontrados, tornando
grande parte das reatauracdes passiveis de colonizacdo bacteriana. Além destes fatores, a
interacdo entre a bactéria e a superficie cerdmica esti baseada em uma variedade de forcas,
incluindo as forcas eletrostaticas e hidrofobicas de Lifshitz-van der Waals e varias interacdes
especificas receptor-ligante (HARRIS et al., 2004).

Em relagao ao S. mutans, verificou-se auséncia de influéncia dos materiais ceramicos e
tratamentos de superficie na adesdo de biofilme, sendo aceita a terceira hipotese nula do
presente estudo, o que estd de acordo com DOBRZYNSKI et al. (2019) que mostraram que a
adesdo das cepas de S. mutans a superficie de materiais ceramicos independem do método de
polimento. Sugere-se que tal resultado esteja diretamente relacionado a hidrofilicidade da
superficie dos materiais ceramicos (QUIRYNEN et al., 1989), bem como do S. mutans, visto
que a presenca de polissacarideos na superficie celular destas bactérias favorecem sua
hidrofilidade (DAL PIVA et al., 2018). Se a superficie for hidrofilica e uma pelicula de liquido
estiver presente, facilitara o contato direto entre o microrganismo hidrofilico e o substrato (DAL
PIVA et al., 2018). Por isto acredita-se que o S. mutans € um dos primeiros colonizadores do
biofilme supragengival inicial nas primeiras 8 horas (MEIER et al., 2008) e esta presente em
maior quantidade no biofilme oral (BURGERS et al., 2010).

Comparando-se as bactérias do presente estudo, pode-se inferir, diante das limitagdes
existentes entre estas comparagdes, que S. mutans apresentou menor adesdo bacteriana se,
visualmente (MEV e microscopia confocal de fluorescéncia), comparado a P. intermedia. As
bactérias Gram-negativas apresentam, predominantemente, maior energia de superficie
variando entre 35 to 65 mNm, enquanto grande parte das bactérias Gram-positivas apresentam
menores valores de energia livre de superficie, variando de 0 to 25 mNm (SHARMA;

HANUMANTHA, 2002). Quanto mais proximo a energia livre de superficie do material e do
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micro-organismo, maior a probabilidade de adesdo (MINAGI et al., 1985). Assim, sugere-se
que a rugosidade de superficie do material ceramico pode favorecer a susceptibilidade de
adesdo bacteriana, visto que aumenta a energia livre de superficie. Consequentemente, o
acabamento com pontas diamantadas deve ser evitado, especialmente quando a margem da
restauracdo estiver localizada subgengivalmente.

Clinicamente, os resultados de susceptibilidade de adesdo bacteriana em relagdo a
superficie dos materiais restauradores ¢ extremamente importante visto que, apesar de a
formacdo do biofilme parecer inofensiva num primeiro momento, as bactérias que colonizam
as restauragbes cerdmicas podem levar a carie secundéria, alteragbes na mucosa oral,
desmineralizacdo do esmalte e a periodontopatias (EGAWA et al., 2013; TAWAKOLI et al.,
2016), o que pode resultar, a longo prazo, em prejuizos tanto ao elemento dental restaurador
como ao implante dentario. Desta forma, tdo importante quanto a sele¢cdo do material ceramico
a ser utilizado como agente restaurador, esta 0 modo como sera realizado o acabamento de
superficie da ceramica, uma vez que tal procedimento é quase que mandatério ao final da

cimentacdo das restauragdes indiretas.
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6. CONCLUSOES
Baseados nos resultados e limitagdes do presente estudo in vitro, pode-se concluir que:
e Os materiais vitreos (leucita, dissilicato de litio e silicato de litio reforcado com éxido de
zircbnio) apresentam superficie mais lisa em relacdo a zirconia;
¢ O acabamento com pontas diamantadas gera maior rugosidade na superficie das ceramicas;
e A rugosidade de superficie do material ceramico parece favorecer a susceptibilidade de

adesdo da Prevotella intermedia em sua superficie;
e A susceptibilidade de adesdo do Streptococcus mutans a superficie ceramica independe do

material cerdmico utilizado bem como do tratamento de superficie.
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