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Reis BA. Comportamento de células MC3T3 e adesao bacteriana em liga 8 Ti-35Nb-
7Zr-5Ta caracterizada com ions Mg?*, Ca?* e POz* [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

RESUMO

Reabilitacbes com implantes dentais sdo procedimentos rotineiros na pratica
odontoldgica atual. Altas taxas de sobrevivéncia do implante foram alcancadas nas
tltimas décadas devido a modificagdes continuas no design do implante e na
topografia da superficie, no entanto ainda h4 uma busca continua para o controle da
perda 6ssea peri-implantar. Sdo escassos 0s trabalhos que apresentem dados da
atividade osteoblastica nas superficies tratadas concomitante a resultados da
proliferacdo de bactérias nas mesmas, que podem desencadear perda 6ssea ou
peri-implantite, processo patolégico que deve ser considerado em longo prazo. O
objetivo do trabalho foi desenvolver ligas de Ti-35Nb-7Zr-5Ta (TNZT), realizar
tratamentos de superficie com ions célcio e fosfato e ions magnésio por deposicédo
de plasma eletrolitico (PEO) e avaliar os distintos tratamentos quanto a morfologia,
composicdo quimica, rugosidade, molhabilidade e adesdo do filme. Avaliou-se em
seguida a adesdo e proliferacdo de células MC3T3 com teste de alamar blue,
FEG/SEM, MTT e fosfatase alcalina. As espécies microbianas foram identificadas e
qguantificadas pelo método de hibridizacdo DNA-DNA Checkerboard. Foram
avaliados 3 grupos diferentes: grupo polido (sem anodizacdo), grupo CaP (B-
glicerofosfato de sddio 0,04mol/L+ acetato de calcio 0,35 mol/L, 300V, 2,5A, 60 seq)
e grupo Mg (0,1 mol/L cloreto de Mg, 200V, 60seg. O grupo CaP e Mg alteraram a
morfologia, rugosidade, molhabilidade e cristalinidade da liga TNZT. A adeséo dos
filmes do grupo CaP e Mg resistram a uma maior forca de tracdo. Menor
guantidade total de bactérias foi identificada no grupo Mg e diferencas relevantes
foram encontradas no perfil microbiano associado aos diferentes tratamentos de
superficie. As células MC3T3 conseguiram aderir e proliferar mais rapidamente nos
grupos tratados. No teste alamar blue o grupo CaP apresentou maior atividade
metabdlica no dia 21. No teste de fosfatase alcalina, o grupo CaP induziu maior
expressdo de ALP no dia 10. As andlises preliminares in vitro sugeriram possiveis
vantagens dos tratamento de superficie, sendo que o grupo CaP foi mais benéfico
para adesdo e proliferacdo celular, enquanto o grupo Mg reduziu a adesédo de
bactérias.

Palavras chave: Biofilmes. Titanio. Ligas. Biologia celular. Osseointegracao.



Reis BA. Behavior of MC3T3 cells and bacterial adhesion in § Ti-35Nb-7Zr-5Ta alloy
characterized with Mg?*, Ca?* and POs* ions. [tese de doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2021.

ABSTRACT

Dental implant rehabilitations are routine procedures in current dental practice. High
implant survival rates have been achieved in recent decades due to continual
modifications in implant design and surface topography, however there is still an
ongoing quest to control peri-implant bone loss. There are few studies that present
data on osteoblastic activity on treated surfaces, concomitant with the results of
bacterial proliferation on them, which can trigger bone loss or peri-implantitis, a
pathological process that should be considered in the long term. The objective of this
work was to develop Ti-35Nb-7Zr-5Ta (TNZT) alloys, perform surface treatments with
calcium and phosphate ions and magnesium ions by electrolytic oxidized plasma
(PEO) and evaluate the different treatments in terms of morphology, chemical
composition, roughness, wettability and adhesion of the film. The adhesion and
proliferation of MC3T3 cells were then evaluated with the alamar blue, FEG/SEM,
MTT and alkaline phosphatase tests. The microbial species were identified and
quantified by the DNA-DNA Checkerboard hybridization method. Three different
groups were evaluated: polished group (without anodizing), CaP group (sodium (-
glycerophosphate 0.04mol/L+ calcium acetate 0.35mol/L, 300V, 2.5A, 60 sec) and
Mg group (0,1 mol/L Mg chloride, 200V, 60sec. The CaP and Mg group changed the
morphology, roughness, wettability and crystallinity of the TNZT alloy. The adhesion
of the films of the CaP and Mg group resisted a higher tensile strength. Less amount
total bacteria was identified in the Mg group and relevant differences were found in
the microbial profile associated with the different surface treatments. MC3T3 cells
were able to adhere and proliferate more quickly in the treated groups. In the alamar
blue test, the CaP group showed greater metabolic activity on day 21 In the alkaline
phosphatase test, the CaP group induced greater expression of ALP on day 10.
Preliminary in vitro analyzes suggested possible advantages of surface treatments,
with the CaP group being more beneficial for cell adhesion and proliferation, while
the Mg group reduce the adhesion of bacteria on its surface

Keywords: Biofilms. Alloys. Titanium. Cell biology. Osseointegration.
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio da implantodontia moderna proposta por Branemark na década de
1960 até dias atuais, materiais a base de titanio sdo utilizados na manufatura de implantes
dentérios. O titdnio comercialmente puro (TiCp) contém caracteristicas interessantes, como
biocompatibilidade, baixa densidade e boa resisténcia a corrosdo,?® e além de ser
biocompativel, propriedades mecanicas, fisicas e quimicas devem ser consideradas na
manufatura dos implantes dentarios para um melhor desempenho clinico a longo prazo.

De acordo com Letic-Gavrilovic et al., a combinacio de propriedades ligadas a
biocompatibilidade, a corrosdo e ao comportamento mecénico faz do TiCp um material Unico
em aplicacOes ligadas a ortopedia e a odontologia. Ja para Mohamed et al.®>, 2006 com a
adicdo de outros elementos ao TiCp, obtendo as ligas de titanio, é possivel agregar ao material
propriedades ainda mais favoraveis, como menor mddulo de elasticidade, otimizagdo da
osseointegracdo e acdo antibacteriana.

Com a utilizacdo das ligas de titanio, é possivel aprimorar as propriedades bioldgicas,
mecanicas, fisicas e quimicas que podem favorecer o desempenho a longo prazo dos
implantes,®® e considerando que implantes dentais sdo submetidos constantemente a grandes
esforgos, é essencial a escolha minuciosa do material utilizado para confeccdo dos mesmos. A
fabricacdo de dispositivos para implantes empregados na restauracdo de tecidos duros exige
materiais com um conjunto especifico de caracteristicas que inclui elevada resisténcia a
corrosdo, 6tima biocompatibilidade, alta resisténcia mecanica e baixo modulo de elasticidade

As ligas Ti6A 4V sdo utilizadas em aplicacbes odontolégicas por suas excelentes
propriedades mecanicas e resisténcia a corrosdo. No entanto, seu modulo de elasticidade
(~110 GPa) é bem mais elevado que o do 0sso humano(~10-30 GPa), o que gera a “protegdo
contra estresse”®. Esse efeito de protecdo contra estresse, que origina da disparidade do
modulo de elasticidade entre os materiais de implante e os 0ssos humanos, pode causar uma
reducdo na densidade 0ssea e resultar no afrouxamento dos implantes em longo prazo. Além
disso, a presenca do elemento toxico vanadio (V) na liga Ti6Al4V também gera preocupacdes
pela liberacéo de ions toxicos no corpo humano®.

Long et al.'t, 1998 avaliaram implantes de materiais metalicos de alta rigidez como o
aco inoxidavel ou ligas metélicas do sistema Cromo-Cobalto, e observaram que os materiais
podem promover a reabsorcdo 0ssea, que eventualmente pode causar a soltura do implante ou
mesmo a fratura do leito 6sseo onde o implante foi inserido. Atualmente, esforcos ligados ao
desenvolvimento de materiais metalicos a serem aplicados na restauracdo de tecidos duros

estdo focados nas ligas de titanio do tipo p metaestavel.”*2
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O titanio possui duas estruturas cristalinas, conhecidas como fases a e . A fase a esta
relacionada a estrutura estavel em temperatura ambiente, a qual é denominada estrutura
hexagonal compacta. Ao elevar a temperatura a aproximadamente 883°C, a fase a transforma-
se em P, representada por uma estrutura cubica de corpo centrado'®*°. Com a adicdo de
elementos de liga ao Ti, sdo obtidas ligas com estruturas cristalinas estaveis em temperatura
ambiente. As fases a e B sdo base para trés tipos de ligas de Ti: a, o+p e B, que t€ém suas
estruturas relacionadas com o tipo de elemento de liga utilizado'®. Os elementos de liga
podem ser classificados como a-estabilizador, B-estabilizador e neutro.

Para manufatura de implantes dentarios ¢ interessante utilizar ligas do tipo 3 por estas
possuirem reduzido moédulo de elasticidade e elevada resisténcia mecanica. Como
estabilizador B tipico de ligas de Ti, o elemento Nb tem muitas vantagens em relacéo as ligas
de Ti, como a mesma estrutura cristalina do Ti, raio atdbmico semelhante, solucdo solida
infinita e nenhuma toxicidade bioldgica. No trabalho Bidaux J et al.'®,2014 mostraram que a
adicdo de elemento Nb e Ta as ligas de Ti podem diminuir consideravelmente 0 médulo de
elasticidade. A adicdo do elemento Zr as ligas de Ti pode aumentar a resisténcia a tracédo e
suprimir a formagéo de martensita®>!’.

Sendo assim, é desejavel que o material utilizado para manufatura de implantes tenha
modulo de elasticidade préximo ao do 0sso humano?8, resisténcia e plasticidade favoraveis na
substituicdo de tecidos duros, sejam livres de elementos de toxicidade bioldgica e ndo sofram
corrosdo no meio bioldgico. Com a confeccdo de um material com caracteristicas fisico-
mecanicas favoraveis, ha possibilidade de elevar ainda mais a efetividade do material com
tratamentos de superficies.

A necessidade de encontrar um material biocompativel sempre motivou inimeros
estudos na area de biomateriais e pesquisas com implantes dentarios fazem parte destas
buscas por serem utilizados para recuperagdo ou reposicdo de parte funcional do corpo
humanot. Para cumprirem sua finalidade, implantes dentais devem ter auséncia de toxicidade,
ou seja, ser bioinerte. No entanto, apos as diversas pesquisas na area, atualmente é possivel
obter implantes com superficies bioativas que otimizam ainda mais o tratamento
reabilitador!®®, A forma de confecgdo e preparo dessas superficies de titanio para utilizagio
como implantes dentarios passou do uso de superficies simplesmente usinadas?-?? (ainda em
uso), para superficies altamente modificadas e funcionalizadas?®?3, que permitem alteracoes
de uma ampla gama de propriedades da superficie da camada de 6xidos de titanio.

Caracteristicas macroscépicas e microscopicas dos implantes sdo constantemente

aperfeicoadas a fim de obter um material com propriedades que favorecam a utilizacdo destes
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dispositivos inovadores em situagdes clinicas desafiadoras, nas quais podem haver um
comprometimento da quantidade e qualidade do contato osso implante. Reabilitagdes com
implantes curtos ainda ndo sdo muito utilizados por receio da perda de suporte 6sseo no
processo da reabilitacdo, no entanto, o aprofundamento de pesquisas para selecdo de materiais
corretos na fabricacdo dos dispositivos e tratamentos de superficies efetivos, podem
proporcionar uma melhor previsibilidade no tratamento a curto e longo prazo, evitando a

morbidade das cirurgias de enxertos 0sseos.

1.1 Tratamentos de superficie e comportamento celular

Em um implante, a osseointegracdo estd relacionada com a competicdo entre
fibroblastos e osteoblastos®®. Enquanto superficies lisas favorecem o crescimento de
fibroblastos, uma superficie mais irregular favorece o crescimento e fixacdo de células de
osteoblastos. O crescimento de tecidos fibrosos na superficie do implante reduz a
possibilidade de formacao de uma ligacéo forte e bem estabelecida na interface osso-implante,
que por sua vez depende das células osteoblasticas. Uma interacdo mecanica ineficiente entre
o implante e 0 0sso pode causar a perda do implante?®. O titanio e suas ligas possuem a
caracteristica de formacdo de uma camada de passivacdo de TiO2 quando expostos ao
oxigénio, e essa camada potencializa a bioatividade do material, favorecendo a
osseointegragdo’?°.

Estudos da literatura sugerem que o sucesso da osseointegracdo de implantes aumenta
com a modificacdo da superficie dos mesmo, produzindo uma camada superficial de TiO2
nano-estruturada®’28, A composicdo quimica da camada de TiO2 esta diretamente relacionada
a biocompatibilidade do material’.

Diversas técnicas sdo utilizadas para essas modificagbes superficiais, como
revestimento de vidro bioativo, jateamento com spray, técnicas de sol-gel, anodizacéo
eletroquimica, entre outros, transformando as superficies em potencialmente bioativas?®=t. A
deposicdo por Plasma Eletrolitico (PEO) modifica a camada do filme de 6xido de titanio,
tornando-a mais aderente e porosa, com melhores propriedades biol6gicas?®. O mecanismo da
modificacio da camada de 6xido sob condigBes de anodizagio € bem conhecido?2%:%2,

Superficies de implantes submetidos a PEO, apresentam caracteristicas morfoldgicas
que facilitam a ades&o, orientacdo e formagéo 0ssea com maior rapidez, permitindo a insercao
dos implantes em regides com baixas densidades e acelera o carregamento dos implantes®,

Esta técnica de oxidagdo consiste em um sitema de formacéo anions e cétions que

permite a incorporacdo de susbstancias do eletrolito a interface do material, permitindo a
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formagdo de revestimentos com morfologia e quimica semelhante & composi¢gdo mineral do
tecido 6sseo, como quando utilizado ions célcio (Ca2") e fosfato(POs*) na solugéo eletrolitica.
A incorporacao destes ions é uma modificacdo de superficie comumente utilizada para alterar
a camada de 6xido do titanio, e sabe-se que incorporacdo de jons Ca?* e POs* auxiliam a
formacao de apatita 6ssea e maior adeséo e proliferagio de osteoblastos®*, sendo relevantes no
metabolismo e mineralizagdo 0ssea, angiogénese e homeostase dos tecidos 0sseos®.

Conforme mostrado por Ellingsen et al.%, 1991 a presenca de célcio na superficie do
implante aumenta a taxa de precipitacdo da hidroxiapatita, devido ao aumento da capacidade
de absorcdo de proteinas. Resultados semelhantes foram observados por Joneset al.3’,2001.
Conforme explicado por Guo et al.®8, 2012 os ions Ca?* tém a capacidade de atrair proteinas,
resultando em uma osseointegracio mais rapidae,

Segundo Gnedenkov et al.*°, 2017 o mecanismo da influéncia dos revestimento de
fosfato de célcio na regeneracdo do tecido 6sseo € mediado por diversos fatores, um dos quais
é o envolvimento do revestimento bioativo no processo de formagdo do novo tecido 6sseo
como provedor dos elementos necessarios, particularmente calcio e fosforo. As propriedades
fisicas e quimicas da hidroxiapatita, Cal0 (PO4) 6 (OH 2), conferem-lhe biocompatibilidade,
estimulando reestruturacdo do tecido 6sseo. Outra influéncia é o aumento da resisténcia de
unido entre o tecido dsseo e o implante devido a composicdo quimica do revestimento, que
consiste em materiais nativos do corpo.

Outro tratamento de superficie viavel por PEO € incorporacdo de magnésio a camada
de oxido do titanio, que é capaz de regular a expressdo das integrinas nas células 6sseas no
estagio inicial da osteogénese, sendo crucial para formacio e metabolismo 0sseo®’. A
dopagem com ions Mg?* promove a diferenciacio osteoblastica de células humanas
indiferenciadas**#?, aumenta a calcificacéo e a densidade mineral de 0sso*, além de acelerar a
osseointegracéo ao redor de implantes®+4"

Sul et al.*8, 2005 adicionaram fons de Mg?* em implantes de TicP pela técnica da
PEO. Utilizaram duas placas de platina como catodos e os implantes como anodos. O grupo
controle foi oxidado em &cido acético e o grupo teste foi oxidado em um eletrélito contendo
jons Mg?*. Em seguida, implantes de ambos grupos foram inseridos nos fémures de coelhos
por 6 semanas, e analisaram a resisténcia ao torque destes implantes. No grupo teste (Mg), o
valor do torque de remocéo foi consideravelmente maior que no grupo controle, concordando
entdo com as evidéncias positivas para a teoria de ligacdo bioquimica mediada por quimica de

superficie de implantes bioativos oxidados.
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Sul et al.®®, 2006 compararam a velocidade, a forca da osseointegracio e a
osteocondutividade entre um implante experimental oxidado com fons Mg?*, um implante
TiUnite oxidado disponivel comercialmente e um implante Osseotite de superficie com duplo
ataque acido. O objetivo foi avaliar quais propriedades de superficie aumentariam a resposta
Ossea aos implantes e, assim, testar uma teoria de ligagdo bioquimica. Os resultados indicaram
que a superficie que facilitou a osseointegracdo mais rapida e mais forte dos implantes foi o
grupo incorporado com Mg?*, apesar de sua aspereza minima em comparacdo com TiUnite
moderadamente rugoso. 1sso sugere vantagens potenciais dos implantes de Mg para reduzir
taxas de falha do implante no estdgio pos-implantacdo inicial e em areas &sseas
comprometidas, tornando possivel encurtar o tempo de cicatrizacdo 6ssea desde a cirurgia até
a carga funcional, aumentando a possibilidade de carga imediata.

Kim et al.*1, 2012 incorporaram ions Mg?* em discos de Ti apds jateamento de areia
mais ataque &cido, usando uma técnica de implantacdo de ions por plasma. Os ions foram
implantados em toda superficie desejada, utilizando uma fonte de plasma metélico. Este
plasma de ions metalicos foi gerado por uma fonte em arco a vacuo e incorporando na
superficie dos discos. Discos apenas com jateamento mais ataque acido foram utilizados como
controle. Células mesenquimais humanas foram cultivadas para avaliar proliferacdo e adesao
celular por meio de ensaio MTT. No dia 1, a proliferacdo de células cultivadas em SLA Ti
(0,37 + 0,03) foi menor que a das células cultivadas em Ti Mg-SLA (0,62 + 0,06) e esta
diferenca foi observada continuamente até 15 dias.

Na-Ren et al.>®, 2014 compararam superficies modificadas com jons Mg, ions Ca e
grupo controle sem tratamento. Em seguida cultivaram células de medula 6ssea de ratos sobre
as superficies, para ver a efetividade da adsorcdo de proteina e também a capacidade de
aumentar a adeséo e diferenciacio destas células. Notaram que nas amostras contendo Mg?* e
Ca?* o nimero de células aumentaram até quatro vezes em relagio ao controle, e 0 grupo com
Ca?" teve uma pequena vantagem em relagdo ao grupo com Mg?* na diferenciacéo celular.
Galli et al.*, 2016 incorporaram fons Mg?*.em implantes de titanio, e avaliaram a liberacdo
destes ions em modelos animais osteoporéticos. Implantes sem nenhum revestimento foram
utilizados como controle. Os resultados mostraram que apo6s a colocagdo dos dispositivos,
houve formacgédo do coagulo em torno dos implantes e novo tecido osseo foi visivel apds 7
dias de instalacdo dos mesmos, sendo que o volume de tecido désseo neoformado foi
consideravelmente maior nos espécimes revestidos com ions Mg?*.

Wang et al®, 2016 avaliaram a proliferacdo e diferenciacio de células pré

osteoblasticas MC3T3 em implantes de Ti6Al4V contendo ions bioativos (Ca** e Mg?")
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adicionados por processo hidrotermal. Os resultados dos testes in vitro indicaram que Ca®* e
Mg?* na superficie da liga de titanio favoreceu a fixagdo, proliferacdo e diferenciacdo das
células. As células cultivadas em superficie com ions Ca?* exibiram niveis de diferenciacéo
significativamente maiores nos testes de ALP e atividade mineralizagdo em comparacdo com

a superficie modificadas com fons Mg?*

1.2 Comportamento bacteriano

A rugosidade da superficie de implantes dentais parece ser um fator importante na
capacidade de colonizacdo de certas espécies bacterianas®®. Bactérias preferencialmente
aderem em superficie que se conformam ao seu tamanho, uma vez que iSS0 maximiza a area
de superficie da bactéria. Irregularidades das superficies proporcionais ao tamanho da bactéria
aumentam sua area de contato e, portanto, o potencial de ligacdo, enquanto as irregularidades
muito maiores que o tamanho da bactéria se aproximam do potencial de ligacdo de uma
superficie plana®. Para uma determinada superficie, diferentes espécies de bactérias se
aderem de maneira diferente, uma vez que apresentam diferentes caracteristicas fisico-
quimicas. Geralmente, as bactérias com propriedades hidrofobicas preferem superficies de
material hidrofébico; aqueles com caracteristicas hidrofilicas preferem superficies hidrofilicas
54

A incorporacdo de ions Ca?** PO4> e Mg?* sdo capazes de alterar diversos fatores no
titanio e suas ligas que interferem na atividade osteoblastica e antibacteriana, como
rugosidade, hidrofilicidade, fase cristalina da superficie, composi¢cdo quimcica e cargas de
superficie. De acordo com Wang et al.>®, 2019 cations divalentes sdo relacionados ao aumento
da formcéo de biofilme especialmente por sua capacidade de ligacdo a superficie das bacterias
carregadas negativamente. fons Ca®* participam da fixacio de bactérias mediada por adesina
sendo capaz de modificar sua estrutura, e esta, ao se ligar a estrutura dos ions, fortalece e
facilita a extensdo da proteina da superficie da célula ao substrato®. No entanto pesquisadores
observaram um efeito inibitorio mediado por proteinas causado pela adicdo de Ca?" em
biofilmes de Staphylococcus aureus. °’.

No estudo de Robinson et al.%8, 2010 observaram que a degradacdo do Mg?* em uma
solucdo fisioldgica poderia resultar em aumentos réapidos tanto da concentracdo de Mg?*
quanto do valor do pH na solugéo, e este ultimo é capaz de inibir a sobrevivéncia bacteriana,
conferindo uma funcdo antibacteriana do magnésio. Isso ocorre porque as bactérias

conseguem se manterem vivas geralmente em um ambiente com pH de 6,0-8,0, sendo
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geralmente este o limite em que as bacterias conseguem manter um pH citoplasmético
compativel com as integridades funcionais e estruturais das proteinas citoplasmaticas.

Mihailescu et al.>°, 2016 recobriram superficies de titanio com hidroxiapatita, MgF2 ou
MgO, e em seguida testaram o potencial microbioldgico destes tratamentos em trés cepas
isoladas de pacientes: Microccocus sp., Enterobacter sp. E Candida albicans sp. Os filmes
contendo MgO induziram uma diminui¢do da adesédo de Microccoccus sp e Enterobacter sp,
quantificadas apds 24 h de incubacéo, em relacdo ao controle de Ti. Além disso, apds 48 h, o
mesmo grupo diminuiu pelo menos 1 log a capacidade das cepas Enterobacter sp e Candida sp
de se aderirirem e multiplicarem na superficie testada.

No entanto, alguns autores mostram que a perda 6ssea marginal em torno de implantes
moderadamente asperos sdo maiores em compara¢do com o implante de superficie lisas,
apesar de ndo ser significativo estatisticamente®®®!. Considerando que atualmente a
periimplantite € uma condicdo clinica recorrente e essas superficies que visam otimizar a
osseointegracdo sdo possiveis materiais para fabricacdo de implantes curtos, é interessante
entender a influéncia de tais tratamentos no comportamento bacteriano.

Grande parte dos trabalhos foram realizados em TiCp ou ligas de Ti-6Al-4V. N&o ha
trabalhos que relatem o comportamento de células osteoblasticas e de bactérias em ligas de
Ti-35Nb-7Zr-Ta apds tratamento por PEO com fons promissores osteogénicos, como Ca?*,
PO+> e Mg?*, bem como ndo ha um consenso sobre qual tratamento é mais efetivo ao avaliar
0 potencial osteoindutor e antibacteriano dos biomateriais.

Assim, elementos de liga de Nb, Zr e Ta foram selecionados neste trabalho para
formar uma liga B de titanio, originando a liga Ti-35Nb-7Zr-Ta que foi fundida e depois
submetida distintos tratamentos de superficie, para avaliarmos detalhadamente os efeitos da
modificacdo da superficie via PEO, originando 3 grupos, sendo um sem anodizac¢éo (polido),
0 segundo grupo com adicdo de Ca?* e PO4> (CaP) e o terceiro com adi¢do de Mg?* (Mg).

Testes de morfologia, composicdo quimica, difracdo de raio x, modulo de elasticidade,
tensdo e deformacdo foram realizados em 9 amostras de cada grupo. Em seguida, células
MC3T3 foram cultivadas nos discos e todos 0s grupos com 0s respectivos tratamentos foram
avaliados a viabilidade celular apos cultura células mesenquimais da medula 6ssea de ratos
avaliados pelo MEV, Alamar Blue, MTT e fosfatase alcalina. Por fim, espécies microbianas
foram identificadas e quantificadas pelo método de hibridizagio DNA-DNA Checkerboard. A

metodologia detalhada esta no Apéndice A
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4 CONCLUSAO

Os tratamento eletroquimicos propostos promoveram modificacdes quimicas, fisicas e
topogréficas das propriedades da liga de titanio interessantes para uso como implante dental.
Ambos tratamentos aumentaram a rugosidade do material e tiveram comportamento
hidrofilico.

O grupo CaP modificou a morfologia da superficie em forma de poros, enquanto 0 Mg
modificou em forma de folhas. O &ngulo de contato foi estatisticamente menor no grupo Mg
e a rugosidade média foi maior nos grupos CaP e Mg.

A contagem microbiana total foi significantemente menor no grupo Mg

O perfil microbiano foi diferente para os grupos investigados com menor expressao
das bactérias Prevotella melaninogenica, Porphyromonas endodontalis e Peptostreptococcus
anaerobios e Aggregatibacter actinomnycetemcomitans no grupo Mg

Para avaliacdo microbioldgica, o grupo Mg apresentou resultados mais satisfatorios e
animadores para confeccdo de implantes dentéarios.

As células conseguiram aderir e proliferar mais rapidamente nos grupos tratados. No
teste alamar blue o grupo CaP apresentou maior atividade metabdlica no dia 21. No teste de
fosfatase alcalina, o grupo CaP induziu maior expressdo de ALP no dia 10. As analises
preliminares in vitro sugeriram possiveis vantagens dos tratamento de superficie,
especialmente do grupo CaP,

O grupo CaP parece favorecer mais processos de osseointegracao quando comparado
ao grupo Mg, no entanto no grupo Mg menos bactérias foram identificadas. Mais estudos
precisam ser realizados para entender a relevancia de cada um destes tratamentos em modelos

animais e também testar ambos tratamentos juntos em um mesmo material.
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