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Reis Mello DC. Interagdes biologicas e microbiologicas da liga Ti-35Nb-7Zr
oxidadas e ndo-oxidadas: estudo in vitro [dissertacdo]. S&o José dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia;
2017.

RESUMO

O objetivo neste estudo foi avaliar in vitro a influéncia da liga Ti-35Nb-7Zr e de
seus elementos basicos, submetidos ou ndo ao processo de oxidacdo, na
atividade de osteoblastos e na formacéo de biofilmes monotipicos. As amostras
foram confeccionadas com diferentes materiais: a) titanio puro (Ti - controle); b)
liga Ti-35Nb-7Zr (L); ¢) Nb (nidbio); d) Zr (zirconio); e) Ti oxidado (TiO); f)
liga Ti-35Nb-7Zr oxidada (LO); g) Nb oxidado (NbO); h) Zr oxidado(ZrO).
Previamente ao estudo in vitro, todas as amostras foram caracterizadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de dispersdo de
energia (EDS) para observar a topografia de superficie e a presenca dos
elementos basicos. Ceélulas mesenquimais obtidas de fémures de rato, apés
diferenciacdo em osteoblastos foram cultivadas sobre as amostras. ApoOSs
periodos pre-determinados, foram realizados os testes de citotoxicidade,
atividade de fosfatase alcalina, producdo de proteina total, formacdo e
quantificacdo dos nodulos de mineralizacdo adesédo e proliferacdo celular. Para
analise da formacédo dos biofilmes monotipicos, suspensdes padronizadas (10°
céls/mL) com micro-organismos de S. aureus, S. mutans, P. aeruginosa e C.
albicans foram cultivados por 24 h sobre as amostras e submetidos ao teste de
MTT. Todas as amostras permitiram o espraiamento celular. O Nb e Zr exibiram
uma adeséo celular mais madura com prolongamentos celulares evidenciados. O
Ti e a L apresentaram maior viabilidade celular sendo estatisticamente diferente
dos demais (p<0,05). O ZrO apresentou menor viabilidade exibindo diferenca
estatistica com o Ti e a Liga. O NbO expressou maior quantidade de proteina
total com diferenca estatistica da L, Zr e LO (p<0,05) enquanto o Zr exibiu o
menor resultado com diferenca estatistica do Ti, Nb, TiO, NbO e ZrO. Na
quantificacdo da atividade de fosfatase alcalina o Zr apresentou o melhor
resultado e foi estatisticamente diferente de todos os demais (p<0,05). O Ti
demostrou menor atividade de fosfatase alcalina diferindo estatisticamente do
Nb, Zr e ZrO. O Ti demonstrou o maior resultado na quantificacdo dos nédulos
de mineralizacdo com diferenca estatistica do NbO e ZrO. O ZrO exibiu menor
resultado sendo semelhante estatisticamente ao Zr e ao NbO. Em todos 0s
grupos foram observadas a proliferacéo celular onde a LO apresentou o maior
namero de células proliferadas e o ZrO a menor proliferacdo sendo que néo



houve diferenca estatistica. O elemento Nb, independente da oxidacdo obteve a
menor formacdo de biofilme para S. aureus e P. aeruginosa com diferenca
estatistica (p<0,05) do Zr, TiO, LO e NbO para S. aureus e Ti para P.
aeruginosa. O elemento Ti, oxidado ou n&o, obteve menor formacéo de biofilme
para C. albicans e S. mutans com diferenca estatistica de todos para ambos os
microrganismos (p<0,05). O Zr apresentou maior formacao de biofilme para S.
aureus com diferenca estatistica do Ti, Liga, Nb, LO e ZrO. O ZrO demonstrou
maior formacdo de biofilme para S. mutans com diferenca estatistica dos demais
(<0,05). Para C. albicans a L demostrou maior aderéncia de biofilme diferindo
estatisticamente dos demais. Concluimos que a liga Ti-35Nb-7Zr apresentou
influéncia positiva na atividade osteoblastica nos testes in vitro bem como na
avaliacdo microbiologica quanto a formacéo de biofilmes monotipicos podendo
ser idicada para o uso biomeédico. Sugere-se que a diminui¢do de quantidade de
biofilme observada seja devido a acdo do elemento basico Niobio enquanto que
0 Zirconio pode ter auxiliado na diferenciacdo celular. Devido a variedade de
resultados encontrados nas amostras oxidadas, mais estudos que abordem a
influéncia desta superficie no comportamento celular de osteoblastos e
microbioldgicos S0 necessarios.

Palavras-chave: Liga Ti-35Nb-7Zr. Biofilme. Osteoblastos. Oxidacao.



Reis Mello DC. Biological and microbiological interactions of the Ti-35Nb-7Zr
alloy it’s oxidized and non-oxidized: in vitro study[dissertation. Sdo José dos
Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2017.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate in vitro the influence of the Ti-35Nb-
7Zr alloy and its basic elements, whether or not subjected to the oxidation
process, on the osteoblast activity and on the formation of monotypic biofilms.
The samples were made with different materials: a) pure titanium (Ti - control);
B) Ti-35Nb-7Zr (A) alloy; C) Nb (niobium); D) Zr (zirconium); E) Oxidized Ti
(TiO); F) oxidized Ti-35Nb-7Zr (AO); G) Nb oxidized (NbO); H) Oxidized Zr
(ZrO). Prior to the in vitro study, all samples were characterized by scanning
electron microscopy (SEM) and energy dispersive spectroscopy (EDS) to
observe the surface topography and the presence of the basic elements.
Mesenchymal cells obtained from mouse femurs after differentiation into
osteoblasts were cultured in the samples. After pre-determined periods,
cytotoxicity tests, alkaline phosphatase activity, total protein production,
formation and quantification of the mineralization nodules, adhesion and cell
proliferation were performed. To analyze the formation of monotypic biofilms,
standardized suspensions (10° cells / ml) with S. aureus, S. mutans, P.
aeruginosa and C. albicans microorganisms were cultured for 24 h on the
samples and submitted to the MTT test. All samples allowed for cell spreading.
Nb and Zr exhibited more mature cell adhesion with evidenced cell extensions.
The Ti and A presented greater cell viability being statistically different from the
others (p <0.05). ZrO presented lower viability exhibiting statistical difference
with Ti and A. The NbO expressed the highest amount of total protein with a
statistical difference of L, Zr, and AO (p <0.05) while Zr showed the lowest
result with a statistical difference of Ti, Nb, TiO, NbO, and ZrO. In the
quantification of the alkaline phosphatase activity, the Zr presented the best
result and was statistically different from all the others (p <0.05). Ti showed
lower alkaline phosphatase activity differing statistically from Nb, Zr, and ZrO.
Ti showed the highest result in the quantification of mineralization nodules with
a statistical difference of NbO and ZrO. ZrO showed lower result being
statistically similar to Zr and NbO. In all groups, cell proliferation was
observed where AO had the highest number of proliferated cells and ZrO had
the lowest proliferation, and there was no statistical difference. The Nb element,
independent of oxidation, obtained the lowest biofilm formation for S. aureus
and P. aeruginosa with a statistical difference (p <0.05) of Zr, TiO, AO and



NbO for S. aureus and Ti for P. aeruginosa. The Ti element, oxidized or not,
obtained lower biofilm formation for C. albicans and S. mutans with a statistical
difference of all for both microorganisms (p <0.05). The Zr presented higher
biofilm formation for S. aureus with a statistical difference of Ti, A, Nb, AO and
ZrQO. The ZrO showed a higher biofilm formation for S. mutans with a statistical
difference of the others (p <0.05). For C. albicans an L showed a higher biofilm
adhesion differing statistically from the others. We conclude that the Ti-35Nb-
7Zr alloy had a positive influence on the osteoblastic activity in the in vitro tests
as well as on the microbiological evaluation regarding the formation of
monotypic biofilms and could be used for biomedical use. It is suggested that the
decrease in the amount of biofilm observed is due to the action of the basic
element Niobium whereas Zirconium may have aided in cell differentiation. Due
to the variety of results found in the oxidized samples, further studies that
address the influence of this surface on osteoblast and microbiological cell
behavior are required.

Keywords:  Ti-35Nb-7Zr  League. Biofilm.  Osteoblasts.  Oxidation.
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1 INTRODUCAO

Uma das descobertas mais importantes da Odontologia do século 20 foi
0 processo da osseointegracdo (Branemark et al., 1977). Os implantes devem
permanecer no corpo humano por longo periodo e suportar as mesmas cargas
que O 0SSO circunjacente, sendo assim, € importante que estes ndo apenas
permitam a osseointegracdo mas que apresentem caracteristicas mecanicas
similares ao tecido 0sseo (Kohavi et al., 2013).

O titanio e suas ligas sdo 0s metais mais comumente empregados na area
biomédica (Bottino et al., 2009), devido as suas propriedades fisico-quimicas
(Niinomi, 2008a). A grande vantagem das ligas de Ti para o uso biomédico € ser
completamente inertes e, portanto, representam uma excelente alternativa para
pacientes que tém alergia ou reagdes toxicas a varios outros metais (Branemark,
1983; Kasemo, 1983; Schwartz et al., 2007).

O Ti comercialmente puro (Ti-Cp) e a liga Ti-6Al-4V sdo os materiais
mais comumente utilizados. A liga Ti-6Al-4V apresenta excelentes propriedades
mecanicas, resisténcia a corrosdo, boa tolerancia do tecido e baixo custo, porém,
0s modulos de elasticidades desses materiais (Ti-Cp=110 GPa; Ti-6Al-4V=120
GPa) sdo maiores que o0 médulo de elasticidade do osso (10-30 GPa) (Dewidar
et al., 2006; Lemons, Dietsh-Misch, 2006). Essa diferenca entre modulos de
elasticidade ocasiona um fendmeno conhecido como “Stress Shielding” no qual
ocorre interferéncia ndo uniforme de tensbes entre implante e 0sso que pode
conduzir reabsorcdo 0ssea sendo a maior causa de perda do implante (Laheurte
et al., 2010; Vasconcellos et al., 2008). Assim, € desejavel um material que
apresente um modulo de elasticidade o mais proximo possivel do osso. O
modulo de elasticidade dos implantes pode ser controlado pelo material do qual

0 implante serd fabricado, uma vez que ligas de Ti podem exibir menores
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valores que o titanio puro (Bottino et al.,, 2009). Além do mddulo de
elasticidade, outros inconvenientes como a biodegradacdo do Al e do V também
desfavorecem a liga Ti-6Al-4V pois os produtos do mesmo podem reagir com 0s
tecidos induzindo a liberacdo de niveis aumentados de mediadores pro-
inflamatdrios e osteoliticos, os quais podem causar problemas graves como a
perda do implante (Li et al., 2005; Lauherte et al., 2010; Rogers et al., 1997).

As pesquisas estdo focando em ligas de titdnio [B-metaestaveis que
exibem biocompatibilidade e adequado mddulo de elasticidade (Niinomi et al.,
2012). A combinacao destes aspectos biologicos € mecanicos das ligas B torna-
as candidatas potenciais para aplicacbes biomédicas, quer seja dental ou
ortopédica (Rupp et al., 2014). As ligas tipo B, séo obtidas quando uma grande
quantidade de elementos estabilizadores é adicionado ao Ti e estdo sendo
desenvolvidas visando nédo apenas melhorar a compatibilidade, uma vez que sdo
compostas por elementos ndo toxicos ou ndo alergénicos (Niinomi, 2008b), mas
também melhorar a biofuncionalidade exibindo melhores propriedades
mecéanicas em relacdo ao osso. A fabricacdo de ligas de Ti com moddulo de
elasticidade similar ao do osso cortical tem sido extensivamente pesquisada
(Schneider, 2001; Niinomi, 2003; Taddei et al.,2007; Botino et al.,2009) e ja €
conhecido que as ligas de Ti tipo B exibem menor mddulo do que as ligas do
tipo a +p (Niinomi, 2008a).

As interacdes com micro-ambientes celulares dos implantes a base de Ti
ocorrem apenas com suas interfaces pois 0 mesmo nao se degrada. Propriedades
de superficie como sua composicdo quimica e topografia de superficie
desempenham uma atividade importante na regulacdo da resposta celular,
podendo conduzir a melhor osseointegracdo (Qianli et al., 2016). O 6xido é um
composto quimico binario formado por &tomos de oxigénio com outro elemento
em que o0 oxigénio é o mais eletronegativo. A grande contribuicdo dos éxidos

para a biocompatibilidade de ligas de Ti é a alta resisténcia a corroséo conferida
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por seu Oxido. A oxidacdo de um metal em estado sélido depende da difusédo do
oxigénio, sendo mais efetiva a altas temperaturas. Quando exposto ao ar o Ti e
suas ligas formam espontaneamente uma pelicula continua aderente cuja
interacdo com os fluidos bioldgicos a tornam muito biocompativel. Tanto a
espessura quanto a composicdo quimica da camada de éxidos do titanio exibem
importante papel na adsorcdo de proteinas provenientes dos fluidos bioldgicos.
Contudo, a camada de 6xido que se forma espontaneamente sobre a superficie
de titAnio ndo ¢ a ideal porque é heterogénea e pouco espessa, dificultando dessa
forma a ades@o quimica do implante ao osso (Atkins, Jones., 2001; Casaletto et
al., 2001). Elevada biocompatibilidade, isto €, melhor adesédo e proliferacéo
celular particularmente em superficies oxidadas sdo observadas na liga TiNb
(Vandrovcova et al., 2014). Diferente dos outros compostos da liga (Ti e Zr) que
estdo em didxido, o Nb estd em pentéxido. O Nb apresenta todos os estados de
oxidacdo de +5 a -1, no entanto o estado de oxidacdo +5 € o0 mais estavel (Lopes
et al., 2015).

A cavidade bucal humana é um sistema de crescimento aberto onde
ocorre transporte continuo de microrganismos. Para que estes sobrevivam e
causem infeccdo, a adesdo as superficies bucais e implantes torna-se necessaria,
podendo causar entre outros problemas a peri-implantite (Romeiro et al., 2011).

Na maior parte dos ambientes naturais e clinicos, 0s micro-organismos
estdo agregados numa superficie ou interface aérea/liquida onde crescem em
comunidades e se agrupam com substancia extracelular composta por proteinas,
lipidios e polissacarideos. Tal existéncia é denominada de biofilme. A
propriedade chave do biofilme é o aumento da resisténcia antimicrobiana,
imunoldgica, predatdria e quimica. Uma vez estabelecidos, os biofilmes tornam-
se altamente tolerantes a remocdo e erradicacdo. Neste ambiente, as células
microbianas exibem um fenotipo alterado, particularmente em relacdo a taxa de

crescimento e a transcricdo de genes (Percival et al., 2012).
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O biofilme desempenha um papel central em doencas orais, incluindo
carie, doenca periodontal, infeccdo endodontica e candidiase da mucosa. Alem
disso existem evidéncias substanciais ligando doenca oral e condicbes
sistémicas incluindo doengas cardiovasculares, diabetes, prematuridade ou baixo
peso ao nascer e artrite reumatoide. Translocacdo de agentes patogénicos orais
tem sido implicada na inalacdo causando pneumonia e infeccdes relacionadas
com o biomaterial (Ramage et al., 2010).

Adicionalmente, o biofilme formado na superficie de materiais pode
causar deterioracdo biologica do mesmo. Além da biocompatibilidade e
propriedade mecéanica, 0os materiais devem ser avaliados quanto a formagéo de
biofilme na sua superficie, visando a promocao da salde e seu uso a longo prazo
(Nakajo et al., 2014). Os micro-organismos Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans sdo
relatados na literatura como causadores e participadores de diversas doencas
bucais (Carneiro, 2014; Santos et al., 2002; Martins et al., 2002). Apesar de
muitos esfor¢os, como condi¢Oes assépticas, administracdo de antibioticos pré-
operatorios, as infecgdes associadas aos implantes ndo podem ser
completamente evitadas (Sendi, Zimmerli, 2012; Borens et al., 2012). Portanto,
materiais que diminuem a formacao de biofilme na sua superficie sdo desejados
para a promocao da saude bucal bem como o uso a longo prazo (Nakajo et al.,
2014). O Ti oxidado foi estudado por apresentar a caracteristica de degradar
matéria organica conferindo a ele as propriedades autolimpantes e
antimicrobianas, ou seja, bactericida (Simdes et al., 2007).

A perda do implante a longo prazo é um grande problema necessitando
muitas vezes de cirurgia de revisdo. Neste contexto, interacdes adequadas entre
0 biomaterial e as células osteoblasticas sd@o necessarias. ldealmente essas
células devem aderir a superficie do implante, proliferar, diferenciar-se em

osteoblastos e produzir matriz extracelular mineralizada, promovendo assim
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duradoura fixacdo Ossea do implante (Maik et al.,, 2008). Células-tronco
mesenquimais (MSCs) sdo células multipotentes com a capacidade de se
diferenciar em varios tipos de ceélulas funcionais incluindo fibroblastica,
adipogénica, osteogénico, condrogénica e miogénica (Chuenjitkuntaworn et al.,
2016). Na literatura ndo foram encontrados estudos referentes a influéncia dos
elementos Nb e Zr presentes na liga de Ti-35Nb-7Zr, na atividade osteoblastica
obtido de cultura priméria, e na formacéao de biofilme monotipicos in vitro.

Este estudo, portanto, visa auxiliar na compreensdao e a explorar as
caracteristicas das novas ligas experimentais, analisando a influéncia dos
elementos basicos e da liga no comportamento celular in vitro, bem como na
formacdo de biofilme, utilizando-se para isso, diversos parametros que se
correlacionam e séo capazes de fornecer informagdes mais completas a respeito

das novas ligas experimentais.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da liga Ti-35Nb-7Zr e de
seus elementos basicos (Ti, Nb, Zr), submetidos a oxidagdo ou ndo, na atividade
de osteoblastos por meio dos testes de proliferacéo celular, viabilidade celular,
conteudo de proteina total, atividade de fosfatase alcalina, formacao de nddulos
de mineralizacdo e na formacdo de biofilmes monotipicos de S. aureus, S.

mutans, P. aeruginosa e C. albicans.
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3 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia-curso de Odontologia do Campus de Séo
José dos Campos/UNESP, sob o protocolo 006/2016-CEUA-ICT-UNESP
(ANEXO A) e foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (CONCEA).

3.1 Amostras

As amostras de Nb e da liga Ti-35Nb-7Zr foram produzidas na Escola de
Engenharia de Lorena da Universidade de Sdo Paulo (USP), no Departamento
de Engenharia de Materiais (DEMAR) sob a responsabilidade da Profé. Dr2,
Sandra Giacomin Schneider. Os elementos puros para a confec¢do das amostras
de Ti e Zr foram adquiridos no mercado comercial da marca Miller Metais Ind.
Com. Ltda. Para obtencdo da liga Ti-35Nb-7Zr, as chapas de Ti, Nb e Zr foram
fundidas em forno de fusdo a arco para obtencdo do lingote, o qual foi
submetido ao encapsulamento e recebeu o tratamento térmico de solubilizacédo
(1000°C/2 h-WQ). Posteriormente o lingote foi deformado a frio e foram obtidas
as amostras da liga. Todas as amostras foram cortadas em 4 mm de
comprimento, 4 mm de largura e 1,5 mm de espessura. Todas as amostras,
independente do material, foram submetidas a trés lavagens no ultrassom: a
primeira com agua e detergente, a segunda com acetona e a terceira com alcool

isopropilico. A cada etapa de lavagem as amostras foram colocadas na estufa a
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60°C por 30 minutos para secagem. Em metade das amostras, foi realizado o
procedimento de oxidacédo, que consistiu em colocar as amostras em barquinhas
de alumina e manté-las no forno a 900°C por 15 minutos. Em seguida, todas as
amostras foram retiradas do forno e resfriadas imediatamente em agua a 25°C e
colocadas na estufa a 60°C por 30 minutos para secagem.

As amostras foram subdivididas em grupos de acordo com o material e a
presenca ou ndo de oxidacdo: a) Ti puro (Ti); b) liga Ti-35Nb-7Zr (L); ¢) nidbio
(Nb); d) zirconio (Zr); e) Ti oxidado (TiO); f) liga Ti-35Nb-7Zr oxidada (LO);
g) Nb oxidado (NbO); h) Zr oxidado (ZrO). O Titanio e o Titanio oxidado foram
0s controles de todos os testes realizados. Foram utilizadas 5 amostras por grupo
para os testes celulares (total de 40 amostras) e 8 amostras por grupo para 0S
testes com biofilmes microbianos monotipicos (total de 64 amostras).

As figuras 1 e 2 a seguir mostram a caracterizacdo das amostras que foi
realizada por meio de microscépio eletronico de varredura (MEV) (Zeiss - EVO
MAZ10, Sao Paulo, Brasil) acoplado com espectrofotdmetro com dispersédo de
energia (EDS) para confirmar a composi¢do da amostra, localizado na Escola de
Engenharia de Lorena-EEL USP/Departamento de Engenharia de Materiais-
DEMAR. O equipamento opera em alto-vacuo com detector de elétrons

secundarios em voltagem de 12,5 HV e spot de 4,5.



Figura 1- MEV/ EDS das amostras
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Figura 2- MEV/EDS das amostras
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3.2 Ensaios bioldgicos in vitro

Todos os procedimentos bioldgicos in vitro foram desenvolvidos e
executados no Laboratorio de Estudos Interdisciplinares em Células (LEIC),
localizado no Departamento de Biociéncias e Diagnostico Bucal do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita

Filho” - Unesp, Campus de Sdo José dos Campos.

3.2.1 Cultura Celular

Foram utilizados 20 ratos com 3 meses de idade fornecidos pelo Biotério
do Instituto de Ciéncia e Tecnologiada Unesp de Sdo José dos Campos. A
eutanasia dos animais foi realizada por overdose de anestésico. Os fémures
foram removidos e colocados em solucdo de meio de transporte composta por
meio de cultura essencial minimo alfa MEM (Gibco) e gentamicina (500 pg/ml)
(Gibco). A seguir, dentro do fluxo, as células da medula 0ssea dos fémures
foram isoladas por meio da irrigacdo da medula dssea dos fémures com meio
total suplementado composto por meio de cultura essencial minimo alfa MEM
(Gibco) suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SBF) (LGC, Cotia, Séo
Paulo Brasil) e gentamicina (500 pg/ml) (Gibco) e inseridas em tubos tipo
falcon de 50 ml (TPP, Switzerland) e depois foram transferidas para garrafa de
cultura celular de 250 ml e 75 cm? (TPP, Switzerland) e foram incubadas em
estufa a temperatura de 37°C, com umidade atmosférica contendo 5% de CO..
As células mesenquimais foram selecionadas pela aderéncia ao poliestireno e

expandidas até que as células atingissem a confluéncia caracterizada pela
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ocupacao de mais de 80% do frasco, apds a confluéncia foram realizados o
plagueamento celular. Todas as amostras foram esterilizadas em autoclave a
134°C previamente ao plaqueamento. Para este procedimento, inicialmente o
meio do frasco de cultura foi aspirado com auxilio de pipeta soroldgica e
descartado, as células foram lavadas com PBS e foi adicionado ao frasco 3 ml da
solucdo de tripsina 0,25% (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil), para que as células
se desprendessem do fundo do frasco. Posteriormente, o conteudo de tripsina foi
neutralizado com 6 ml de meio alfa MEM e o conjunto foi transferido para um
tubo tipo Falcon de 15 ml (TPP, Switzerland) e centrifugado em 5000 rpm por 5
minutos a 25°C (Centrifuga Labnet- HERMLE Z 300K, NJ, USA) com
consequente formacéo do pellet. Em seguida o sobrenadante foi desprezado e as
celulas foram ressuspendidas em meio alfa MEM e distribuidas nos pocos das
placas de 24 pogos sobre as amostras (n=5) como podemos ver representado na
figura 4. Foi realizado o plagueamento celular com aproximadamente 20.000
celulas/poco, sendo que as células foram contadas por meio do contador
automatico Countess® (Invitrogen, USA). O meio de cultura da placa foi
osteogénico, contendo 5 mg/ml de &cido ascorbico (Neon) e 2,169 de beta
glicerofosfato (Sigma-Aldrich ref 50020) e foi trocado a cada dois dias. O
desenvolvimento das células foi avaliado por microscopia de fase invertida
(Microscépio Carl Zeiss Microlimaging GmbH — Axiovert 40C, Germany). As

figuras 3 e 4 demonstram as etapas desse procedimento.
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Figura 3- Isolamento celular

Legenda: a) fémures e meio total suplementado b) irrigacdo da medula do fémur para coleta de células
mesenguimais.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4- Cultura Celular

Legenda: a) estufa com 5% de CO; b) garrafas com cultura celular; c) células em cultura; d) pellet
formado apds centrifugacéo; e) plaqueamento das células; f) avaliagdo microscopica.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2.2 Interacgédo Celular

A interacdo celular foi avaliada por FE-SEM (Field Emission
Microscopia Eletronica de Varredura) (Zeiss - EVO MAL0, Sao Paulo, Brasil),
apos 7 dias de cultura (n=2 para cada grupo experimental). Inicialmente, as
amostras foram lavadas trés vezes com PBS para remover as células nédo
aderentes e, em seguida, fixadas quimicamente com paraformaldeido a 4% a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Em seguida as amostras foram
desidratadas por meio de uma serie ascendente de etanol e previamente a
analise, as amostras foram revestidas com uma fina camada de ouro usando um

sistema sputter-revestimento.

3.2.3 Determinacao da viabilidade celular (citotoxicidade)

Apbés 7 dias de cultura celular (n=5 para cada grupo experimental), foi
realizada a avaliacdo quantitativa de celulas viaveis, por meio da exposicao ao
agente toxico pela incubacdo com o corante MTT [brometo de 3-4,5-
dimetiltiazo] (Sigma Aldrich) e anélise espectrofotométrica do corante
incorporado. Como controle foi utilizado o Ti puro representado pelo grupo 1.
Aliguotas de MTT a 0,5 mg/ml em PBS foram preparadas, procedendo-se em
seguida a incubacéo das culturas priméarias com esta solucéo por 1 hora a 37°C,
em estufa contendo 5% de CO,. Apos esse periodo, a solucdo de MTT foi
removida e foi adicionado 500 ul da solucdo de DMSO (Dimethyl Sulfoxide)
que permaneceu nos pog¢os por 10 minutos em estufa de CO, a 37°C. A seguir a

placa foi colocada sob agitacéo por dez minutos para solubilizacdo completa do
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precipitado formado. Aliquotas de 100 ul foram retiradas dos pogos e
transferidas para placa de 96 pocos (Greiner) para medida colorimétrica em
leitor de microplaca no comprimento de onda 570 nm (Biotek EL8081U) como
mostra a figura 5. Os dados foram aferidos como absorbancia e expressos em

porcentagem sendo que o grupo controle foi considerado 100%.

Figura 5- Estagios do MTT

Legenda: a) células em cultura; b) corante MTT; c) agitador orbital; d) espectrofotémetro.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2.4 Conteudo de Proteina Total

O conteudo de proteina total foi calculado ap6s 10 dias de cultura (n=5
para cada grupo experimental), de acordo com o método modificado de Lowry
et al. (1951). Apds a remocdo do meio de cultura, os pocos foram lavados trés
vezes, com PBS a 37°C, e preenchidos com 2 ml de lauril sulfato de sodio a
0,1% (Sigma-Aldrich), para extracdo das proteinas. Apds 30 minutos, 1 ml da
solucdo de cada poco foi misturada com 1 ml da solucdo de Lowry (Sigma-
Aldrich) e deixado por 20 minutos a temperatura ambiente. A esta mistura
acrescentou-se 1ml de reagente de Folin e Ciocalteau (Sigma-Aldrich) e deixado
por 30 minutos a temperatura ambiente. A seguir, a absorbancia foi aferida a
680 nm em espectrofotobmetro (Micronal AJX 1900). O contetdo de proteina
total foi calculado a partir de uma curva-padrdo determinada a partir de
albumina bovina e expresso em ug/ml. A figura 6 mostra as etapas desse

procedimento.
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Figura 6- Etapas do teste de Proteina Total

Legenda: a) células em cultura b) lisado de células c) lowry d) folin e) espectrofotdmetro.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.5 Atividade de Fosfatase Alcalina

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada apds 10 dias de cultura
celular (n=5 para cada grupo experimental), nos mesmos lisados utilizados para
quantificar a proteina total, por meio da liberacdo de timolftaleina por hidrolise
do substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando kit comercial de acordo
com as instrucbes do fabricante (Labtest Diagndstica). Inicialmente, 50 pl de
timolftaleina monofosfato foram misturados com 0,5 ml de tampéo
dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1. A solugio foi acrescentada aliquota de 50 pl
dos lisados obtidos de cada poco, permanecendo por 10 minutos a 37°C em
banho-maria. Para o desenvolvimento de cor, foram adicionados 2 ml de
Na,CO3; a 0,09 M e NaOH a 0,25 M. A absorbancia foi medida em
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espectrofotémetro (Micronal AJX 1900) utilizando comprimento de onda de 590
nm e a atividade de fosfatase alcalina foi calculada a partir de curva-padrao
usando a timolftaleina em uma escala de 0,012 a 0,4 umol de

timolftaleina/hora/pg proteina como mostra a figura 7.

Figura 7- Etapas do teste de Fosfatase Alcalina

Legenda: a) células em cultura b) lisado de células c) kit fosfatase Labtest d) espectrofotdmetro.
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.6 Formacéo e quantificacdo dos nédulos de mineralizacéo

A formacdo de nodulos de mineralizacdo foi avaliada apds 14 dias de
cultura (n=5 para cada grupo experimental). Para tanto, as células aderidas

foram fixadas em solucdo de formol 10% por 2 horas a temperatura ambiente.
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Ap0s fixacdo, as amostras foram desidratadas com uma série gradual de alcool e
coradas com vermelho de Alizarina S 2% (Sigma-Aldrich, St. Louis, Brasil), pH
4,2 por 10 minutos. O corante vermelho de Alizarina S cora areas que sdo ricas
em calcio.

A quantificacdo das formagdes mineralizadas foi realizada de acordo
com o método descrito por Gregory et al. (2004). Para tanto, 800 ul de acido
acetico 10% foi adicionado a cada um dos pocos contendo as amostras e
incubados em temperatura ambiente, sob agitacdo, durante 30 minutos. Todo
contetido de cada um dos pocos foi transferido para microtubos de centrifuga
com 1,5 ml e agitados em vortex (Vortex QL — 901) por 30 segundos. Os
microtubos foram levados ao banho-maria (Banho Metabolico Dubnoff — MA-
095/CF) e aquecidos por 10 minutos, a 85°C sendo posteriormente transferidos
para um becker com gelo por 5 minutos. A seguir foram centrifugados
(Centrifuga Labnet- HERMLE Z 300K) por 20 minutos e 100 ul dos
sobrenadantes foram transferidos para placa de 96 pogos. Em cada pogo foram
acrescidos 40 ul de hidroxido de amoénia a 10%, para neutralizacdo do acido. A
leitura foi realizada em leitor de microplaca 59 (Biotek — EL808IU, USA), sob o

comprimento de onda de 405 nm.

3.2.7 Proliferacéo celular sobre as amostras utilizando o corante Dapi

Para avaliar a capacidade de proliferacdo celular, as células-tronco
mesenquimais foram cultivadas sobre as amostras (n=5 para cada grupo
experimental) por 24 horas. Apos este periodo, 0 meio de cultura foi aspirado e
as amostras lavadas com PBS (Gibco®) e fixadas com paraformaldeido 4%

durante 15 minutos. As amostras foram lavadas novamente com PBS e foi
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adicionado o corante Dapi que permaneceu incubado a temperatura ambiente
por 5 minutos. Foram capturados aleatoriamente 10 campos de cada grupo
utilizando o microscépio Axio HBO 100 (Zeiss) sob a objetiva de 20 vezes e 0s
nucleos presentes sobre as amostras foram quantificados utilizando o software
Image J® versao 6.0 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

3.3 Avaliacdo da formacéo de biofilmes microbianos

Foram utilizadas cepas de referéncia (ATCC - American Type Culture
Collection) de Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Streptococcus mutans
(ATCC 35688), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e Candida albicans
(ATCC 18804), provenientes do Laboratorio de Microbiologia e Imunologia do
Curso de Odontologia do ICT — UNESP.

As cepas foram cultivadas em meio solido (Brain Heart Infusion —
BHI para bactérias e levedura) e posteriormente em meio liquido (BHI) por 24
horas cada a 37°C. No caso de S. mutans, foi utilizado CO, 5%. Em seguida,
cada caldo foi centrifugado (2000 rpm/10 min), o sobrenadante descartado e 0
pellet suspendido em solucédo fisiolégica (NaCl 0,9%), padronizadas a 10°
cels/ml em espectrofotdmetro (Micronal B-582, Sdo Paulo, Brasil), de acordo
com o comprimento de onda e densidade 6ptica de cada micro-organismo.

As amostras esterilizadas da liga Ti-35Nb-7Zr e dos seus elementos
basicos foram distribuidas em pocgos de placas de 24 pocos (n=08 para cada
grupo experimental) com 500 ul de saliva artificial (Byoférmula, Sdo José dos
Campos, Sdo Paulo-Brasil). A seguir, as amostras foram colocadas no agitador
orbital por 1 hora. Apds este periodo a saliva artificial foi removida e foi

adicionado 1 ml/poco de caldo BHI, 1 ml de saliva artificial e 100 pl de
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suspensdo microbiana padronizada a 10° UFC/ml em espectrofotdmetro
(Micronal, Sao Paulo, Brasil) para que houvesse formacdo de biofilmes
monotipicos de S. aureus; P. aeruginosa; S. mutans e C. albicans.

Apbs 24 horas de incubacgéo (37°C), as amostras foram transferidas para
microplaca, contendo 1 ml de solucdo fisiologica estéril e foram realizadas
lavagens destas amostras por trés vezes, no intuito de eliminar células ndo
aderidas ao biofilme. A seguir, a solucdo fisioldgica esteril foi removida e foi
adicionado 300 ul de MTT [brometo de 3-4,5-dimetiltiazo] (Sigma Aldrich) na
concentracdo de 0,5 mg/ml de PBS e ap6s 1 h de incubacédo na estufa a 37°C
(estufa de CO, 5% para S. mutans), sob protecdo da luz esta solucdo foi
removida e foram adicionados 300 pl de dimetilsulféxido (DMSO- Sigma
Alderich) que permaneceu nos poc¢os por 10 min sob incubacdo em estufa a
37°C. Pelo mesmo periodo a placa foi levada para agitacdo em mesa orbital.
Aliguotas de 100 ul de cada pogo foram transferidas para placa de 96 pocos
(Greiner) e em leitor de microplaca (A = 570 nm - Biotek EL808IU) foram

verificados os valores de absorbancia de cada poco.

3.4 Método de analise dos resultados

Todos os ensaios biolégicos foram realizados com cinco experimentos
técnicos e dois experimentos bioldgicos independentes. Os ensaios
microbiologicos foram realizados com oito experimentos técnicos.

Os dados foram estatisticamente analisados por meio do teste ANOVA 1
fator e quando necessario foi utilizado o teste de comparacao multipla Tukey’s.

O nivel de significancia adotado foi o valor convencional de 5%.
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4 RESULTADO

4.1 Interacao celular

Apbs 7 dias de cultura, a interacdo celular sobre todas as amostras foi
observada a MEV.

A figura 8 ilustra o comportamento das células sobre as amostras nao
submetidas ao processo de oxidacdo (Ti, L, Nb e Zr) e a figura 9 ilustra o
comportamento das amostras submetidas ao processo de oxidacdo (TiO, LO,
NbO e ZrO) respectivamente. Em geral, observou-se que todas as amostras
permitiram o espraiamento celular. Podemos sugerir que as amostras oxidadas
(Figura 9) exibiram uma adesdo celular mais evidente especialmente nos grupos
NbO e ZrO onde podemos observar os prolongamentos das células mais
evidenciados.
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Figura 8-Fotomiografia de MEV

Legenda: a/b:Ti; c/d: L; e/f: Nb; g/h: Zr. Lado esquerdo aumento de 1000x e lado direito aumento de
3000x em todas as figuras.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9- Fotomicrografia de MEV

Legenda: a/b: TiO; c/d: LO; e/f: NbO; g/h: ZrO. Lado esquerdo aumento de 1000x e lado direito
aumento de 3000x em todas as figuras.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Determinacao da viabilidade celular (citotoxicidade)

Todos as amostras apresentaram viabilidade celular acima de 70%, sendo
considerado satisfatério, segundo a ISO 10993-5 (International Standards
Organization, 1992). No gréafico, podemos observar que o Ti (controle) e Liga
apresentaram maior viabilidade celular sem diferenca estatistica entre si, porém
a Liga apresentou discreto aumento de células viaveis em relacdo ao Ti e ambos
apresentaram diferenca estatistica entre os demais (p<0,05). O Zr oxidado
demonstrou a menor viabilidade celular, seguido do Nb, porém, ndo houve
diferenca estatistica entre eles e o Zr, TiO, LO e NbO como podemos observar

na figura 10.

Figura 10- Grafico de viabilidade celular, teste de MTT
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Conteudo de Proteina Total

A figura 11 mostra que o NbO apresentou maior expressdo de proteina,
diferindo estatisticamente da L, Zr e LO. O Zr demonstrou menor expressao de

proteina, com diferenca estatistica entre o Ti, Nb, TiO, NbO e ZrO (p<0,05).

Figura 11- Grafico representativo do contetudo de proteina total
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Conteudo de Fosfatase Alcalina

O Zr expressou maior atividade de fosfatase alcalina e foi
estatisticamente diferente de todos (p<0,05). O Ti apresentou a menor atividade
diferindo estatisticamente do Nb, Zr e ZrO. A liga e seus elementos basicos ndo
oxidados se comportaram de maneira similar aos seus analogos oxidados, onde o
elemento Zr demostrou atividade de fosfatase alcalina mais pronunciada, como

podemos observar na figura 12.

Figura 12- Grafico representativo da atividade da fosfatase alcalina
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.5 Formacéo e quatificacdo de ndédulos de mineralizacao

Apds 14 dias de cultura celular a formacgéo de nddulos de mineralizagdo
foi verificada. Foi possivel observar a formacéo de nddulos de mineralizagdo em

todas as amostras como demonstra a figura 13.
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Figura 13- Fotomicrografias representativas dos nddulos de mineralizacao.

Legenda: a) Ti; b) L c) Nb; d) Zr e) TiO; f) LO; g) NbO; h) ZrO.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 14 mostra que apds a quantificacdo dos nodulos de

mineralizacdo, o Ti apresentou o maior resultado, sendo estatisticamente



44

diferente do NbO e ZrO (p<0,05). O ZrO apresentou o menor resultado sendo

semelhante somente com os grupos Zr e NbO.

Figural4-Gréfico representativo da quantificagdo dos nddulos de mineralizacéo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Proliferagao celular sobre as amostras utilizando o corante Dapi

A proliferacdo celular foi observada ap0s 24 horas de cultura, por meio
da contagem dos nucleos corados com Dapi. Em todos as amostras foram
observados os nudcleos sobre as superficies (Figura 15 e 16).



Figura 15- Proliferacdo celular corada por Dapi

Legenda: a) Ti; b) L c) Nb; d) Zr.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16- Proliferacdo celular corada por Dapi

Legenda: a) TiO; b) LO c) NbO; d) ZrO.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos a quantificacdo, a LO apresentou maior proliferacédo celular. O ZrO

exibiu o menor resultado. N&o houve diferenca estatistica.
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Figura 17- Grafico representativo da proliferacdo celular por Dapi
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7 Formacéao de Biofilmes

Apds 24 horas de cultura, os biofilmes monotipicos de S. aureus,
P. aeruginosa, S. mutans e C. albicans foram formados e quantificados por
MTT.

Os graficos a seguir ilustram a quantificacdo de biofilme nas amostras de

Seus respectivos grupos.
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Figura 18- Grafico representativo da viabilidade de biofilme monotipico de S.
aureus
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O grupo Nb exibiu a menor quantidade de biofilme, diferindo
estatisticamente dos grupos Zr, Ti oxidado, Liga oxidada e Nb oxidado
(p<0,05). O grupo Zr apresentou a maior formacdo de biofilme diferindo
estatisticamente dos grupos Ti, Liga, Nb, Liga oxidada e Zr oxidado. Os
elementos bésicos de Nb e Zr quando submetidos a oxidagdo exibiram
resultados que diferiram estatisticamente de seus grupos respectivos, néo

oxidados. Este comportamento ndo foi observado nos grupos do elemento Ti e
na liga.
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Figura 19- Grafico representativo de viabilidade de biofilme monotipico de P.
aeruginosa
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Fonte: Elaborado pelo autor.

No gréafico da quantificacdo do biofilme de P. aeruginosa observa-se que
o Nb independente da superficie oxidada ou ndo, apresentou 0s menores valores
de biofilme, ambos diferindo estatisticamente do grupo Ti ndo oxidado (p<0,05).
No entanto, o Nb oxidado néo diferiu estatisticamente do grupo Nb. O grupo Ti
oxidado, demonstrou o maior resultado na formacdo de biofilme, diferindo
estatisticamente dos grupos Liga, Nb, Liga ox e Nb ox; porém, o grupo liga ox

apresentou menor quantidade de biofilme quando comparada ao grupo Ti puro
oxidado.
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Figura 20- Gréafico representativo de viabilidade de biofilme monotipico de S.

mutans
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Fonte: Elaborado pelo autor

O grupo Ti exibiu a menor formacéo de biofilme e apresentou diferenca
estatistica com todos os grupos (p<0,05). O grupo zircénio oxidado demonstrou
a maior aderéncia de biofilme, diferindo estatisticamente de todos 0s grupos
(p<0,05). Com excec¢do do grupo Liga, observa-se no grafico que as amostras
oxidadas apresentaram maior formacdo de biofilme do que seus analogos nao

oxidados.
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Figura 21- Grafico representativo de viabilidade de biofilme monotipico de C.
albicans
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observando o grafico podemos ver que o grupo Ti oxidado apresentou a
menor formacéo de biofilme, seguido pelo grupo liga oxidada, porém, esses dois
grupos ndo apresentaram diferenca estatistica entre si. O grupo Liga demonstrou
a maior formacéo de biofilme com diferenca estatistica entre os demais grupos
(p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Os implantes intra-6sseos tém sido utilizados para substituicdo de tecido
perdido do corpo humano. Modificacbes na composicdo quimica, forma,
tamanho e topografia dos implantes ortopédicos e odontologicos vém sendo
desenvolvidas nas uUltimas décadas, com o objetivo de otimizar o processo de
osseointegracdo, viabilizando-os como forma ideal de tratamento (Niinomi,
2008a; Miura et al., 2011; Niinomi et al., 2012; Guo et al., 2013).

O titdnio comercialmente puro € utilizado em restritas aplicacdes
ortopédicas e apresenta algumas aplicacdes dentarias, devido a sua limitada
resisténcia ao cisalhamento (cerca de 500 MPa), valor que ndo permite sua
utilizacdo como um material para ortopedia, que constitui a maior parte do
mercado de metal implantes (Long, Rack, 1998).

Ligas de titanio de baixo médulo de elasticidade, adequada resisténcia a
corroséo e ndo toxicas vém sendo desenvolvidas com a finalidade de se reduzir a
diferenca entre o0 0sso e os biomateriais (Long, Rack, 1998; Niinomi, 1998;
Ning et al., 2010). As ligas de titanio tém sido amplamente utilizadas na
ortopedia devido as suas propriedades mecanicas superiores ao Ti,
biocompatibilidade e resisténcia a corrosao favoravel (Kopova et al., 2016). O
objetivo a ser alcangado € a producdo de uma liga que rena as propriedades de
baixo modulo de elasticidade, excelente resisténcia mecanica, boa resisténcia a
corrosdo, facil conformabilidade e auséncia de elementos tdxicos (Taddei et al.,
2007; Niinomi, 2008a; Santos et al., 2008; Ning et al., 2010; Wang et al., 2010).

Ligas de Ti tipo B, compostas de elementos ndo toxicos e nao
alergénicos, tais como o niobio (Nb), ferro (Fe), molibdénio (Mo), tantalo (Ta) e
zirconio (Zr), entre outros, estdo sendo desenvolvidas para utilizagdo em

implantes biomédicos (Niinomi, 2008b; Ning et al., 2010). As ligas B exibem
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grande vantagem sobre outras ligas de titanio uma vez que possuem baixo
modulo de elasticidade, que é uma propriedade importante para obter a
transferéncia de carga homogénea entre o implante e 0 0sso, visando evitar o
fendmeno do Stress Shielding (Piotrowski et al., 2014). Além de adequada
resposta ao tratamento térmico, ductilidade melhorada e alta resisténcia ao
cisalhamento quando comparadas ao Ti (Abdel-Hady et al., 2008).

O nidbio é um elemento metélico ndo citotoxico que estabiliza a fase [
do Ti e aproxima o modulo de elasticidade da liga ao 0sso (Zhao et al., 2013;
Park et al., 2013; Eisenbarth et al., 2004; Zang et al., 2015).

O zircbnio é um elemento metalico biocompativel e isomorfico,
apresentando as fases a e B, sendo considerado um elemento neutro (Khan et al.,
1999), porém sua adicdo a liga, melhora a resisténcia ao cisalhamento e ao
alongamento, além de auxiliar na estabilizacdo da fase B (Ning et al., 2010).
Ning et al. (2010) relataram que a constuicdo Ti-35Nb-5Zr apresenta adequado
modulo de elasticidade 65 GPa, e portanto, grande potencial para aplicacdes
ortopédicas e dentais.

Uma das primeiras ligas ternarias de Ti do tipo B, desenvolvida com
baixo modulo foi a liga Ti-13Nb-13Zr (American Society for Testing and
Materials, 1996). Esta liga apresenta resisténcia mecanica da ordem de 1.300
MPa, alta resisténcia a corrosao e menor médulo de elasticidade do que as ligas
de Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb (Okasaki et al., 1998; Bottino et al., 2009), além de
exibir caracteristica de biocompatibilidade e osteocondutora (Bottino et al.,
2009). Wang et al. 2009 desenvolveram a liga Ti-10Nb-10Zr que apresenta
modulo elastico de 5.6 GPa, quando exibem 57% de porosidade, além de
excelente ductibilidade e adequada biocompatibilidade quando submetida ao
teste de citotoxicidade utilizando células semelhantes a osteoblastos (SaOsS,).
Assim, a liga ternaria Ti-Nb-Zr apresenta consideravel deformacdo plastica

durante teste de compressdo, alta tensdo de elasticidade e excelente
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biocompatibilidade (Ozan et al., 2015), exibindo melhores resultados do que o
Ti (Wang et al., 2010; Ozan et al., 2015). Neste estudo avaliamos in vitro a liga
Ti-35Nb-7Zr, devido as suas adequadas propriedades mecénicas.

Embora o desenvolvimento das ligas seja promissor, a topografia de
superficie influencia diretamente o comportamento celular (Sista et al., 2011).
Inicialmente Dong e Bell desenvolveram um tratamento térmico simples que
melhora a resisténcia ao desgaste e aumenta a resisténcia a corrosdo do Ti. Esta
alteracdo ¢ devido a modulacdo da camada de éxido que se forma naturalmente,
apo0s o tratamento, esta camada se torna mais espessa e com maior dureza.
(Dong, Bell, 2000). Entre as mudancas mais notaveis do titanio apds a oxidacéao
térmica esta a dureza da camada do oxido (Zimmer, 2011).

Em nosso estudo foi utilizado um tratamento térmico para obter uma
superficie oxidada. Tais amostras demonstraram bons resultados na aderéncia
celular, expressdao de proteina total e proliferacdo celular. Kanagaraja et al.
(2001), sugerem que a espessura da camada de Oxido estd associada a
rugosidade da superficie, desempenham um importante papel na adesdo e
proliferacdo celular sobre as superficies.

Experimentos com culturas celulares providenciam uma ferramenta de
sucesso para pesquisas, uma vez que as interacbes células e matriz com a
superficie do biomaterial podem ser avaliadas detalhadamente. Os modelos de
cultura permitem condi¢bes mais controladas, especialmente em nivel celular
(Bachle, Kohal, 2004). No presente estudo, a metodologia utilizada para
verificar a biocompatibilidade da liga Ti-35Nb-7Zr e seus elementos bésicos,
submetidos ou ndo a oxidacédo, foi baseada em parametros in vitro, tais como
adesdo, proliferacdo e viabilidade celular, contetdo de proteina total, atividade
de fosfatase alcalina e formacGes nodulares de matriz mineralizada. Esta é uma

metodologia consagrada e que foi utilizada em diversos estudos in vitro com
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objetivos semelhantes (Rosa et al., 2002; Beloti, Rosa, 2005; Rosa, Beloti, 2005;
Wang et al., 2009; Xiong et al., 2010; Sista et al., 2011).

A biocompatibilidade de um material estd intimamente relacionada ao
comportamento da célula em contato com o mesmo. Adesdo e espalhamento
celular correspondem a primeira fase da interacdo célula/material, a qualidade
destas etapas influenciara a proliferacdo e a diferenciacdo celular na superficie
do implante (Bowers et al., 1992; Anselme, 2000; Rosa, Beloti, 2005; Ning et
al., 2010; Sista et al., 2011). Nossos resultados mostraram que, no que diz
respeito a interacdo celular, todos os grupos exibiram células aderidas.
Observando a MEV, podemos sugerir que os grupos Nb oxidado e Zr oxidado
apresentaram adesdo pronunciada, com prolongamentos celulares mais
evidentes. Esses resultados concordam com Sista et al. (2011) que estudando a
adesdo celular apés 4h de cultura, verificaram que a adesdo celular foi maior em
amostras de titanio-50Zr do que no titanio puro e titdnio-50Nb com diferenca
estatistica significante.

A viabilidade celular foi determinada a partir do teste colorimétrico
MTT no periodo de 7 dias. Esse teste pode fornecer evidéncias preditivas de
biocompatibilidade do material (Donato et al., 2009). O grupo Ti e Liga
apresentaram maior viabilidade similar a Donato et al. (2009) que também
observaram viabilidade celular adequada na liga Ti-13Nb-13Zr, a qual é
semelhante a estudada no presente trabalho. Por outro lado, o grupo Zr oxidado
demonstrou 0 menor resultado. Piconi e Maccauro (1999) também observaram
inibicdo do crescimento celular usando zircénia, porém quando comparado com
Alumina ou a HA por meio do teste de MTT.

O conteddo de proteina total representa a capacidade de sintese das
celulas e pode ser considerado parametro importante de avaliacdo da
osteogénese in vitro (Beloti, Rosa, 2005). No presente estudo, observamos que o

Nb oxidado exibiu a maior expresséo de proteina, concordando com Andrade et
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al. (2015) que também observaram maior producdo de proteina total no grupo
Ti-35Nb poroso. O Zr apresentou o menor resultado, contradizendo a literatura
que relata bons resultados de estudos in vitro com esse elemento (Depprich et
al., 2008, Josset et al., 1999). No entanto, esses estudos utilizaram tipos
diferentes de células para avaliar o Zr nos testes in vitro. Segundo Franco et al.
(2010) os resultados da atividade osteoblastica podem variar de acordo com o
tipo de célula utilizada. Tal diferenca poderia ser resultante da ampla variacao
fenotipica/genotipica, um aspecto caracteristico das células de cultura primaria
que foram utilizadas no presente estudo.

De acordo com o estudo de Lincks et al. (1998), a fosfatase alcalina €
um marcador inicial da diferenciacdo osteoblastica e quando a atividade desta
enzima ocorre em todas as membranas celulares ela é encontrada em maiores
quantidades nas células que mineralizam sua matriz, como 0s osteoblastos.
Porém, Siméo et al. (2007) observaram que o papel da fosfatase alcalina néo
estd claro devido a complexidade no processo de extracdo e solubilizacdo dessa
enzima, presente em tecidos 0sseos e/ou cartilaginosos. Tal processo pode
alterar sua estrutura, sua atividade catalitica e outras propriedades relacionadas a
sua funcdo. Em nossos resultados, o grupo Zr obteve a maior expressao de
fosfatase. Wey et al. (2010) observaram em seus estudos que a liga contendo Zr
demonstrou expressiva atividade de fosfatase alcalina quando comparada a liga
Ti-6Al-4V. Adicionalmente, Hisbergues et al. (2009), reforca em sua revisao de
literatura que o Zr tem boa biocompatibilidade e diferenciacdo com celulas
dsseas de ratos. O grupo Ti demonstrou o menor resultado, concordando com o
estudo prévio de Guehennec et al. (2008).

A mineralizacdo da matriz € o evento final da formacédo 0ssea (Rosa et
al., 2008). Em estudos utilizando culturas osteogénicas a mineralizacdo é
considerada como parametro funcional, e, in vitro, reflete o avanco da

diferenciacdo das células (Hoemann et al., 2009). Os resultados mostraram, apos
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a quantificacdo dos nddulos de mineralizacdo, que o grupo Ti apresentou o
melhor resultado, enquanto o grupo Zr oxidado, a menor quantidade de
formacdo de nédulos. No presente trabalho, a relacdo fosfatase/mineralizacéo foi
inversa, pois o0 grupo Ti apresentou a menor expressao de fosfatase e o maior
resultado apos a quantificacdo dos nddulos de mineralizacdo. Estes resultados
estdo de acordo com Simdo et al. (2007) e Hoemann et al. (2009), porém
contradizem Sugawara et al. (2002) que relataram que o 0 aumento na atividade
de fosfatase alcalina implica em maior formacéo de matriz mineralizada.

Quanto a proliferacdo celular nossos resultados mostraram que todas as
amostras permitiram proliferagdo celular, sendo que o grupo Liga oxidada
obteve 0 maior resultado e o grupo Zr oxidado exibiu o menor resultado, sem
diferenca estatistica entre os grupos. Segundo Xavier et al. (2003), ndo ha
interferéncia dos materiais no periodo inicial de proliferacdo celular, como foi
possivel observar em nosso estudo, devido a auséncia de diferenca estatistica
entre 0S grupos.

De maneira geral em nosso estudo, n0s observamos que nos testes
celulares in vitro, a liga Ti-35Nb-7Zr oxidada e ndo oxidada demonstrou
influéncia positiva sobre a atividade osteoblastica. O Zr apresentou um resultado
positivo somente na atividade de fosfatase alcalina. O Nb demonstrou melhor
desempenho na adesdo celular, expressao de proteina total, producéo de nédulos
de mineralizacdo e na proliferacéo celular, quando comparado ao Zr.

A adesdo bacteriana as superficies de biomateriais e a formacdo de
biofilmes sdo fatores importantes na patogenicidade de microrganismos (Shi Z
et al., 2008), sendo importante 0 estudo do crescimento de microorganismos
sobre a superficie dos implantes (Koseki et al., 2014; Zaatreh et al., 2016).
Sabendo da preocupacdo existente no que diz respeito a contaminacdo de
biomateriais, neste estudo nos avaliamos o comportamento microbiolégico da

liga e de seus elementos basicos oxidados e ndo oxidados por meio da avaliacdo
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da formacdo de biofilmes monotipicos microbianos. A escolha dos
microorganismos foi baseada na patogenicidade dos mesmos em causar doengas
bucais (Carneiro, 2014; Santos et al., 2002; Martins et al., 2002).

Em nosso trabalho, foi adicionado saliva artificial visando reproduzir in
vitro, as condi¢des quimicas em que o implante é submetido in vivo, conforme
descrito previamente por Gal et al. (2000). A metodologia que vem sendo
utilizada para avaliar a biomassa de micro-organismos vivos aderidos a
superficie de biomateriais é o ensaio de MTT, onde com base na reducéo do sal
tetrazolio amarelo a um formazan purpura pode-se avaliar o crescimento
bacteriano (Brambilla et al., 2005, 2009).

Em nossa avaliagdo da formacao de biofilme de S. aureus o grupo Nb
apresentou a menor formacao de biofilme. Wojcieszak et al., (2016) encontrou
resultado aproximado ao avaliar o comportamento do Nb associado a Ag com S.
aureus em comparacdo com TiAg. O grupo Zr demonstrou a maior formacao de
biofilme, contrapondo a literatura, que relata um bom desempenho
antimicrobiano do Zr oxidado (Buczynski et al., 2003).

No biofilme de P. aeruginosa observamos que, novamente o Nb obteve
a menor formacao de biofilme. O grupo Nb oxidado se destacou dos demais
grupos pela reducédo na formacéo de biofilme deste microrganismo. Mediaswasti
et al. (2012) também observaram bom desempenho do Nb sobre P. aeruginosa.
Em nosso estudo, podemos destacar que o Nb, independente da superficie
oxidada (Nb oxidado) ou ndo oxidada (Nb n&o oxidado), promoveu reducdo na
formacdo de biofilme comparado aos outros grupos do presente estudo,
comprovando que este elemento possui propriedades bactericidas. O grupo Ti
oxidado apresentou maior formacdo de biofilme. Gupta et al. (2013) encontrou
resultado aproximado ao comparar o Ti oxidado com Ti oxidado associado a
Ag.
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Ao observar os resultados da formacao de biofilme de S. mutans o grupo
Ti obteve a menor formacdo de biofilme, sugerindo que, para esse
microrganismo, o Ti possa exercer uma atividade antimicrobiana. Esta
propriedade antimicrobiana pode ser explicada devido a formacgédo de uma fina
camada de oOxido do Ti que exibe propriedades anti-corrosivas. Esta camada
pode ser um mecanismo importante para resisténcia ao S. mutans, que libera
acidos corrosivos tanto para o esmalte dental como para implantes metalicos
(Souza et al., 2013). O grupo Zr oxidado apresentou a maior formacdo deste
biofilme. De maneira geral, as amostras oxidadas acumularam mais biofilme de
S. mutans que suas analogas ndo oxidadas, sugerindo que talvez, para esse
microorganismo, as alteracOes na superficie promovidas pela oxidacdo das
amostras tenham contribuido para aderéncia de biofilme.

No biofilme de C. albicans, o grupo Ti oxidado obteve a menor
formacéo de biofilme estando de acordo com Avrai et al. (2009) que revestiu base
de préteses de resina acrilica com TiO, e observou que houve reducdo na
formacédo de biofilme de C. albicans. Por outro lado, o grupo Liga obteve a
maior formacao de biofilme.

De maneira geral, com excessao do biofilme de Candida albicans, a liga
demonstrou um bom comportamento com relacdo a formacéo dos biofilmes. Ja
para os elementos basicos, houve uma significativa diversidade nos resultados,
porém, o Niobio obteve a menor formacao de biofilme por duas vezes (S. aureus
e P. aeruginosa) exercendo satisfatoriamente uma agdo antimicrobiana bem
como o Titanio que independente da oxidacdo também demonstrou menor

formacéo de biofilme (S. mutans e C. abicans).



60

6 CONCLUSAO

Concluimos que a liga Ti-35Nb-7Zr apresentou influéncia positiva na
atividade osteoblastica nos testes in vitro bem como na avaliagdo microbiologica
quanto a formacdo de biofilmes monotipicos, podendo ser idicada para o uso
biomédico. Sugere-se que a diminui¢do de biofilme observada € resultante da
acdo do elemento basico Nidbio; enquanto que o Zircdnio pode ter auxiliado na
diferenciacdo celular. Devido a variedade de resultados encontrados nas
amostras oxidadas, mais estudos que abordem a influéncia desta superficie no
comportamento celular de osteoblastos e no comportamento microbiologico, séo

necessarios.
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