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Campos GE. Ensaio de citotoxicidade osteobldstica em amostras
porosas das ligas Ti-6Al-4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-
5Ta e TiCP [dissertacdao]. Sao José dos Campos (SP): Instituto de
Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

Os eventos celulares e teciduais que ocorrem durante o processo de
osseointegracao sdo diretamente influenciados pela composicao,
morfologia e topografia do biomaterial. O titanio (Ti) e suas ligas sdo
os materiais mais usados para este fim, ji que sua elasticidade pode
ser controlada pela confeccdo de poros e pela composi¢cao quimica da
liga. O objetivo deste estudo foi avaliar a citotoxicidade das ligas
TiCP (Titdnio comercialmente puro grau 2), Ti-6Al-4V (titanio-
aluminio-vanadio), Ti-13Nb-13Zr (titAnio-nidbio-zirconio), Ti-35Nb
(titdnio-niébio), Ti-35Nb-7Zr-5Ta (titanio-nidbio-zircOnia-tantalo).
Foram confeccionadas, por metalurgia do pd, 720 amostras em forma
de discos de cada liga, as quais foram caracterizadas por
espectroscopia por energia dispersiva (EDS) e analise metalografica.
Células osteogénicas obtidas da calvaria de ratos neonatos foram
cultivadas sobre as amostras de cada liga e avaliadas de acordo a
proliferacdo celular (PC) (24 horas, 3 e 10 dias), viabilidade celular
(VC) (3, 10 e e 14 dias), contetudo de proteina total (PT) e atividade da
fosfatase alcalina (FA) (3 e 10 dias), producdo de TGF-B1, TNF-a e
IL-6 e formac¢do dos nédulos de mineralizacdo (NM) (14 e 21 dias).
Os resultados obtidos foram submetidos aos testes estatisticos
ANOVA e Tukey, com nivel de significancia de 5%. O EDS
confirmou a presenca dos elementos constituintes de cada liga. A
andlise metalografica demonstrou que as amostras apresentaram
estrutura com 42% de poros interligados de tamanhos variados. A PC
foi maior aos 10 dias para Ti-13Nb-13Zr, com diferenca estatistica. A
VC das novas ligas foi semelhante ao TiCP, com médias maiores que
Ti-6Al-4V e diferenga estatistica aos 10 e 14 dias. PT aos 10 dias
exibiu maior média e diferenca estatistica para Ti-35Nb-7Zr-5Ta. FA



apresentou diferenca estatistica entre Ti-6Al-4V(maior média) e TiCP
e Ti-35Nb. As médias de NM foram maiores e diferentes
estatisticamente aos 14 dias para Ti-35Nb-7Zr-5Ta e Ti-35Nb e aos 21
dias para as mesmas e Ti-6Al-4V. A producdo de TNF-a, IL-6 E
TGF-B foi semelhante entre as ligas e aumentou com o tempo de
cultura. Concluiu-se que as ligas propostas ndo exibiram
citotoxicidade e que Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb e Ti-35Nb-7Zr-5Ta
foram semelhantes ou superaram as propriedades avaliadas em
comparagcdo com as ligas j4 consagradas Ti-6Al1-4V e TiCP,
apresentando grande potencial para emprego em implantes
biomédicos.

Palavras-chave: Osteoblastos. Titanio. Porosidade. Citotoxicidade.



Campos GE. Cytotoxicity and osteoblastic assay on Ti-6Al-4V, Ti-
I3Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-5Ta and CPTi porous samples
[dissertation]. Sdo José dos Campos (SP): Institute of Science and
Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2014.

ABSTRACT

Cellular and tissue events that occur during osseointegration process
are directly influenced by composition, morphology and topography
of the biomaterial. Titanium (Ti) and its alloys are commonly used for
this purpose, since its elasticity can be controlled by porous
topography and the chemical composition of the alloy. The aim of this
study was to evaluate the cytotoxicity of Commercially Pure Titanium
grade 2 (CPTi), Ti-6Al-4V (Titanium-Aluminum-Vanadium), Ti-13Nb-
13Zr (Titanium-Niobium-Zirconium), Ti-35Nb (Titanium-Niobium)
and Ti-35Nb-7Zr-5Ta (Titanium-Niobium- Zirconium -Tantalum)
alloys. For each studied alloy, 720 samples in the form of discs were
made by powder metallurgy and characterized by means of
Spectrophotometry of Dispersive Energy (SDE) and metallographic
analysis. Ostegenic cells from the calvaria of newborn rats were
cultured on the samples of each group and evaluated according to
cell growth (CG) (24 hours, 3 and 10 days), cell viability (CV) (3, 10
and 14 days), total protein content (TP) and alkaline phosphatase
activity (ALP) (3 and 10 days), production of TGF-f1, TNF-o. and IL-
6 (7 and 14 days) and mineralized nodules formation (MN) (14 and
21 days). Data obtained was analysed by statistical ANOVA and
Tukey's tests, with 5% significance level. SDE detected the presence of
constitutive elements of each alloy. Metallographic analysis showed
samples structure with 42% of linked and different-size pores. CG
was higher at day 10 for Ti-13Nb-13Zr, with statistical difference.
New alloys” CV were similar to CPTi, with higher averages than Ti-
6Al-4V and statistical difference at days 10 and 14. TP at day 10
showed higher average and statistical difference to Ti-35Nb-7Zr-5Ta.



ALP exhibited statistical differente between Ti-6Al-4V (highest
average) and CPTi and Ti-35Nb. MN were higher and different
statistically at day 14 for Ti-35Nb-7Zr-5Ta e Ti-35Nb and at day 21
for the same plus Ti-6Al-4V. TNF-a, IL-6 and TGF-p production were
similar to all studied alloys. It was concluded that proposed alloys did
not exhibit cytotoxicity and Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb e Ti-35Nb-7Zr-
5Ta were similar or exceeded evaluated propoerties in comparisson
with consecrated alloys Ti-6Al-4V and TiCP, showing great potential
for biomedical implants employ.

Keywords: Osteoblasts. Ttanium. Porosity. Cytotoxicity.



1 INTRODUCAO

O processo biologico de osseointegracdo, ou aposi¢ao
de matriz Ossea calcificada sobre a superficie de um biomaterial
implantado, € fundamental para o sucesso dos implantes. Os
biomateriais designam uma classe ampla de substincias naturais e
sintéticas que em contato, de forma permanente ou ndo, com tecidos e
fluidos de seres vivos ndo causam efeitos deletérios ao organismo. A
biocompatibilidade de um material € considerada O6tima quando
promove a formacdo de tecido sadio em sua superficie. (Park, 1980)

Na ultima década, a 1implantodontia tem se
concentrado em estudos que direcionam e também viabilizam a mais
rapida osseointegracao dos implantes para uso ortopédico e dental, na
tentativa de reduzir ou até eliminar o periodo de cicatrizacdo Ossea
livre de carga funcional (Teixeira, 2004).

Dentre as varias linhas de pesquisa com este objetivo,
as caracteristicas topograficas da superficie do implante sdo
consideradas relevantes pela grande influéncia na qualidade da
osseointegragdo obtida (Li et al., 2005; Bhattarai et al., 2008; Rosa et
al., 2008; Vasconcellos et al., 2008a, 2008b, 2010; Wazen et al., 2010)
bem como as caracteristicas do biomaterial do qual o implante foi
produzido (Niinomi, 2003; Taddei et al., 2007; Bhattarai et al., 2008;
Santos et al., 2008; Bottino et al., 2009;).
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O TiCP € o material mais utilizado para producdo de
implantes cirdrgicos dentais, ja a liga de Ti-6Al-4V € a mais usada
para a confeccdo de implantes ortopédicos. Contudo, estes dois
materiais apresentam inconvenientes como alto moddulo de
elasticidade e leve toxicidade, respectivamente. Assim, muitas ligas de
Ti, especialmente do tipo B, isto €, sem elemento toxico, estdo sendo
desenvolvidas e pesquisadas para a fabricacdo de implantes cirirgicos.

Cultura primdria ou sub-culturas de células
osteogénicas podem ser utilizadas para avaliar a interagdo entre a
célula e a superficie de amostras de ligas desenvolvidas para a
confeccdo de implantes. Entretanto, ndo foram encontrados relatos na
literatura de estudos que utilizem células osteogénicas obtidas da
calvaria de ratos recém-nascidos para analisar o comportamento
celular sobre amostras produzidas com as ligas de Ti-6Al-4V, Ti-
13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-5Ta. Em geral, os estudos
utilizam células semelhantes a osteoblastos, como a linhagem SaOS?2
e linhagem celular de fibroblastos, como L.929. Segundo Franco et al.
(2010), podem ser encontrados diferentes resultados da atividade
osteoblastica quando se utiliza linhagem celular (MG63) ou células de
cultura primdria ou sub-culturas sobre espécimes de titdnio. Tal
diferenca  poderia  ser  resultante da  ampla  variagdo
fenotipica/genotipica, um aspecto caracteristico das células de cultura
primaria (Franco et al., 2010). Outro fator potencialmente importante
para essa diferenca, € a expressdo de integrina, que pode variar
durante a seqiiéncia da diferenciacdo osteobldstica (Bennett et al.,

2001). Consequentemente, isto afetaria interacdo entre a célula e a
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superficie do material, uma vez que a cinética de adesdo e
espalhamento celular € diferente em distintos sistemas de cultura de

células (Franco et al., 2010).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Titanio e suas ligas

Os 1mplantes intra-0sseos t€ém sido utilizados para
substituicdo de oOrgdos e tecidos perdidos do corpo humano. Nas
ultimas décadas modificacdes na composicdo quimica, forma,
tamanho e topografia dos implantes ortopédicos e odontologicos vém
sendo desenvolvidas, com o objetivo de otimizar o processo de
osseointegracdo, viabilizando-os como forma ideal de tratamento
(Niinomi, 2008b; Miura et al., 2011; Niinomi et al., 2012; Guo et al.,
2013a).

O Ti apresenta comprovada biocompatibilidade e uma
extraordindria combinacdo de propriedades, ja que exibe alta
resisténcia a tracao (200 a 700 MPa); baixo peso especifico (densidade
=45 g/cm3 a 25 °C); alto ponto de fusdo (1.688 °C); moédulo de
elasticidade compativel com tecidos organicos calcificados (110 GPa),
porém nao adequado; dureza Vickers entre 80 e 105, a qual varia de
acordo com o grau de pureza do Ti; condutividade térmica 0.2 J/cm.K
e expansao térmica 9:6x107 K-1 (Howard, Timothy, 1995; Callister,
2007). A limitacao principal do titdnio € a sua reatividade quimica

com outros materiais a elevadas temperaturas. No entanto, alguns
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metais, como o préprio Ti, o ferro (Fe), o niquel (N1), o cromo (Cr) e
muitas ligas destes metais, quando em contato com o ar, a temperatura
ambiente, perdem a sua reatividade e se tornam extremamente inertes.
Este fendmeno, denominado passividade, resulta na formagdao de uma
pelicula de 6xido muito fina e altamente aderente sobre a superficie do
metal, a qual serve como barreira protetora contra a corrosao adicional
(Callister, 2007). Esta fina camada € formada principalmente por
dioxido de Ti (TiO,) e apresenta-se amorfa, insolivel e muito estivel,
podendo voltar a se formar quando removida mecanicamente. Esta
superficie oxidada € favordvel j4 que minimiza o fendmeno de
biocorrosdo, que € uma caracteristica importante para o uso do Ti
como material de implante (Branemark, 1983; Kasemo, 1983; Park et
al., 2008). Contudo, a grande vantagem dos materiais de Ti para o uso
biomédico € que eles sdo completamente inertes e, portanto,
representam uma excelente alternativa para pacientes que tém alergia
ou reagOes toxicas a varios outros metais (Park, 1980; Branemark,
1983; Kasemo, 1983).

A temperatura ambiente, o Ti puro apresenta-se na fase
o, com estrutura cristalina hexagonal compacta (hcp), a qual se
transforma alotropicamente na fase [, cibica de corpo centrado (ccc).
A adi¢do de elementos quimicos para a producdo de uma liga visa
basicamente a manutengdo da fase o ou B, porém, muitas ligas de Ti
apresentam os dois tipos de fase (Howard, Timothy, 1995; Callister,
2007; Niinomi, 2008a). As ligas de Ti tipo P estdo sendo
desenvolvidas visando ndo apenas melhorar a biocompatibilidade,

uma vez que sdo compostas por elementos ndo téxicos ou ndo
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alergénicos (Niinomi, 2008b), mas também para exibir melhores
propriedades mecanicas em relacdo ao osso. A fabricacdo de ligas de
Ti com modulo de elasticidade similar ao do osso cortical tem sido
extensivamente pesquisada (Niinomi, 2003; Taddei et al., 2007,
Santos et al., 2008; Bottino et al., 2009) e ja € conhecido que as ligas
de Ti tipo B exibem menor médulo do que as ligas do tipo a ou tipo o
e B (Niinomi, 2008b).

O titdnio comercialmente puro (TiCP) e a liga de
titinio-aluminio-vanadio (Ti-6Al-4V) s3o as mais comumente
utilizados para confeccdo de implantes metalicos, pois apresentam
caracteristicas bioldgicas e fisico-quimicas adequadas. Entretanto seus
modulos de elasticidades (110 GPa — TiCP; 120 GPa - Ti-6Al-4V) sao
maiores que o modulo de elasticidade do osso (10-30 GPa) (Dewidar
et al., 2006; Lemons, Dietsh-Misch, 2006; Biesiekierski et al., 2012).
Sabe-se que devido a esta diferenca entre o0 mdédulo de elasticidade
dos materiais a transferéncia de estresse entre o implante € 0 0sso
pode ndao ser homogéneo. Assim, € desejavel um material que
apresente um modulo de elasticidade o mais proximo possivel do osso
(Oliveira et al., 2007).

Inicialmente, a liga de Ti de maior interesse e mais
utilizada para implantes cirtrgicos, principalmente ortopédicos, foi a
liga de titdnio-aluminio-vanddio (Ti-6Al-4V) (Lemons, Dietsh-Misch,
2006), devido as suas favoraveis propriedades mecanicas, baixo custo,
resisténcia a corrosao e boa tolerancia do tecido (Eisenbarth et al.,
2004). Por outro lado, esta liga apresenta modulo elastico de 120 GPa,

aspecto que desfavorece o seu uso para implantes biomédicos
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(Lemons, Dietsh-Misch, 2006). Entretanto, este problema foi
amenizado pela fabricacdo de amostras porosas, que apresentaram
modulo elastico entre 11 e 19 Gpa (Bhattarai et al., 2008). Embora o
modulo eldstico possa ser diminuido, a liga de Ti-6Al-4V ainda exibe
outros inconvenientes como a biodegradacdo do Al e V que gera
produtos que podem reagir com os tecidos, induzindo a liberagao de
niveis aumentados de mediadores pro-inflamatdrios e osteoliticos, os
quais podem causar problemas como a perda do implante (Rogers et
al., 1997). Além disso, observou-se a deposi¢ao de Al e V em tecidos,
orgdos e fluidos corporeos (Okasaki et al., 1998). O elemento V tem
sido associado a possiveis efeitos citotoxicos e reagdes teciduais
adversas. J4 o Al, pode estar relacionado a inibicdo de crescimento
0sseo e ao desencadeamento de disturbios neuroldgicos (Khan et al.,
1999). Adicionalmente, o potencial de contribui¢do do Al e V para a
doenca de Alzheimer e desordens respiratorias também tem sido
pesquisado (Rogers et al., 1997).

Ligas de Ti tipo 3, compostas de elementos nao téxicos
e ndo alergénicos, tais como o niébio (Nb), ferro (Fe), molibdénio
(Mo), tantalo (Ta) e zirconio (Zr), entre outros, estdo sendo
desenvolvidas para utilizacdo em implantes biomédicos (Niinomi,
2008b; Ning et al., 2010). O objetivo a ser alcangado é a producdo de
uma liga que reuna as propriedades de baixo modulo de elasticidade,
excelente resisténcia mecanica, boa resisténcia a corrosao, facil
conformabilidade e auséncia de elementos toxicos (Taddei et al.,
2007; Niinomi, 2008a; Santos et al., 2008; Ning et al., 2010; Wang et

al., 2010). Entretanto, € importante ressaltar que hd uma concentragao
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maxima de ions para cada um destes elementos, a fim de que eles nao
se tornem toxicos. Esta mensuragdo foi avaliada por Li et al. em 2010,
que utilizaram células semelhantes a osteoblastos (SaOS2) e
concluiram que a concentracdo maxima para o molibdénio, titanio,
niobio e estanho deve ser respectivamente 8,5; 15,5; 172,0 e 37,000.0
microg/L.

Embora ainda seja aceitdvel o alto moédulo de
elasticidade, tém-se proposto novas ligas de titdnio, com
caracteristicas de compatibilidade clinica e mecanica para aplicagoes
biomédicas (Biesikierski et al., 2012). Estas ligas sd@o baseadas na
associacao dos elementos Zr, Nb e Ta com o Ti e resultam em ligas
que exibem uma combinac¢do de elevada resisténcia mecanica com
baixo moddulo de elasticidade (Laheurte et al., 2010).

A liga de titanio-niébio-zirconio (Ti-Nb-Zr) comecou a
ser comercializada como material de implantes ortopédicos (Song,
1999), ja que suas propriedades mecanicas podem ser controladas por
tratamentos térmicos e deformacao a quente ou a frio. A liga Ti-13Nb-
13Zr apresenta resisténcia mecanica da ordem de 1.300 MPa, alta
resisténcia a corrosdo € menor modulo elastico do que as ligas de Ti-
6Al-4V e Ti-6Al-7Nb (Okasaki et al., 1998). Estudos in vitro,
utilizando linhagem celular .929 (fibroblastos) (Bottino et al., 2009) e
ISO 10993-5 (Wang et al., 2010), além de pesquisas in vivo
demonstraram a biocompatibilidade e as propriedades de
osseoconducao desta liga (Bottino et al., 2009). Wang et al. (2009),
desenvolveram promissoras estruturas porosas com a liga Ti-10Nb-

10Zr para serem usadas como biomateriais. Estas amostras
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apresentam modulo eldstico de 5.6 GPa, quando exibem 57% de
porosidade, excelente ductibilidade e adequada biocompatibilidade
quando submetida ao teste de citotoxicidade utilizando células
semelhantes a osteoblastos (Sa0OS2). Ning et al. (2010) avaliaram a
influéncia do contetido do Zr em amostras densas confeccionadas com
a liga Ti-35Nb-xZr sobre as propriedades mecanicas e a adesdo celular
(células da medula dssea). Os autores concluiram que a constitui¢dao
Ti-35Nb-5Zr apresenta adequado mdédulo elastico, 65 GPa, e portanto,
grande potencial para aplicagdes ortopédicas e dentais.

Com o objetivo de melhorar o médulo de elasticidade
das ligas de Ti, também foi desenvolvida a liga de Ti-Nb-Zr-Ta
(titnio-nidbio-zircOnio-tantalo), que apresenta um dos menores
modulos de elasticidade das ligas de Ti, como a Ti-29Nb-11Ta-5Zr
com moédulo de 20 Gpa (Laheurte et al., 2010). Além disso, a liga Ti-
Nb-Zr-Ta exibe boa resisténcia mecanica (Taddei et al., 2007;
Niinomi, 2008a;) e adequada resisténcia a fadiga (Niinomi et al.,
2003).

As ligas de Ti-Nb-Zr e Ti-Nb-Zr-Ta utilizam a
propriedade do nidbio para reduzir o moédulo de elasticidade e
estabilizar a fase f do Ti (Song, 1999). Em 2008, Santos et al.
desenvolveram a liga de Ti-35Nb, que apresenta uma microestrutura
bifdsica com predominio da fase (. Esta liga apresenta valores de
modulo eléstico na faixa de 80 GPa e resisténcia a tracdo de 600 MPa,
aspectos que caracterizam a liga como um material com potencial para
aplicacdes biomédicas. Estes resultados foram obtidos com amostras

densas, logo a utilizacdo desta liga para a confec¢do de amostras com
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superficie porosa pode conduzir a um material que apresente menor
modulo de elasticidade associado com adequadas propriedades
mecanicas. Adicionalmente, Wang et al. (2010) também concluiram
que a liga de Ti-Nb pode ser utilizada para aplicacdo biomédica, apds
estudo de citotoxicidade com linhagem celular de fibroblastos 1.929.

Ainda que essas ligas apresentem propriedades
mecanicas promissoras e compatibilidade biolégica para utilizacio
biomédica, uma das principais preocupacdes € a influéncia destes
elementos metdlicos no comportamento celular (Li et al., 2005).

Taddei et al. (2007) e Niinomi et al. (2003) avaliaram a
citotoxicidade da liga Ti-Nb-Zr-Ta por meio de células de ovéario de
hamster e linhagem celular de fibroblastos (L929), respectivamente, e
concluiram que esta liga ndo exibe citotoxicidade.

Em um estudo recente, Guo et. al. (2013a) avaliaram a
biocompatibilidade in vitro e in vivo da liga de Ti-35Nb-3Zr-2Ta, com
modulo de elasticidade de 48 Gpa. Os testes in vitro, utilizando
células osteoblasticas, demonstraram que esta liga ndo € citotdxica,
uma vez que ocorreu proliferacdo celular e expressio génica de
proteinas dsseas como osteopontina € osteocalcina. Os resultados do
estudo in vivo revelaram que ndo houve diferencga entre a liga proposta
e o grupo controle, constituido pela liga Ti-6Al-4V.

No estudo realizado por Saulacic et al. (2012),
avaliando o crescimento 0sseo nos periodos de 2, 4 e 8 semanas em
implantes confeccionados com Ti CP, Ti-6Al-4V e Ti-Zr (15% de Zr),
verificou-se que nos grupos de Ti-Zr e TiCP houve mais ripida

osseointegracdao do que no de Ti-6Al-4V.
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Assim, o desenvolvimento de diferentes ligas de Ti
despertou um grande interesse na producdo de biomateriais que
apresentassem adequadas caracteristicas fisico-quimicas e mecanicas,

bem como auséncia de potencial toxico (Niinomi, 2003; Taddei et al.,

2007; Bottino et al., 2009).

2.2 Superficie Porosa

Além do material de fabricacdo dos implantes, a
confeccdo de porosidades na sua estrutura constitui alternativa que
visa diminuir a diferenca entre o moddulo de elasticidade do
biomaterial e do osso (Bottino et al., 2009; Laheurte et al., 2010).
Assim, espera-se que a utilizacdo de liga de titanio com menor médulo
de elasticidade, combinada com a confec¢ao de porosidade, conduza a
um melhor resultado no desempenho do sistema osso-implante
(Bhattarai et al., 2008)

A estrutura porosa deve ser confeccionada com alta
porosidade para promover espaco suficiente para a adesdo celular e
posteriormente formagdo de novo 0sso, além de permitir o transporte
de fluidos corporeos, proliferacdo de nova vascularizacdo e apresentar
adequada propriedade mecanica para resistir aos esforcos durante a
implantacdao e utilizacdo (Brentel et al., 2006; Vasconcellos et al.,
2008a; 2008b, 2010; Rosa et al., 2009; Wazen et al., 2010). No

entanto, a medida que o aumento da porosidade e do tamanho dos
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poros € importante para o crescimento de novo 0sso, este aumento
pode diminuir as propriedades mecanicas do implante. O implante
cirurgico deve apresentar uma combinac¢do de propriedades mecanicas
suficiente para suportar os esfor¢os, a0 mesmo tempo em que deve
exibir valores de moddulo de elasticidade semelhante ao o0sso
(Vasconcellos et al., 2010; Wazen et al., 2010).

Indmeros estudos t€ém demonstrado que a porosidade
dos implantes promove resultados positivos na neoformacao dssea (Li
et al., 2005; 2007; Brentel et al. , 2006; Bhattarai et al., 2008;
Vasconcellos et al., 2008a; Bottino et al., 2009; Faria et al., 2010;
Wazen et al., 2010), uma vez que aumenta a drea de contato entre o
biomaterial e o tecido 6sseo (Brentel et al., 2006; Vasconcellos et al.,
2008a) resultando na melhor estabilidade do implante ao longo do
tempo (Wazen et al., 2010), além de acelerar o processo de
osseointegracdo (Frosch et al., 2003). Além disso, esta superficie
oferece uma solucdo atrativa para o problema da diferenca de modulo
de elasticidade entre o metal e o osso (Li et al., 2005).

Apesar da atividade de osteoblastos em amostras de
titanio ser alterada positivamente pela superficie porosa, essas células
também podem ser influenciadas pelo diametro dos poros. Nos poros
de 300 pm de diametro, as células cruzam o limen por meio de
filopodia, formando um padrao estrelado no poro (Frosch et al., 2003).

O estudo desenvolvido por Hsu et al (2013),
demonstrou que o desenvolvimento de porosidade em ligas de titanio

tem o potencial de proporcionar crescimento 0sseo para o interior dos
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poros, bem como de diminuir o0 médulo de elasticidade destes metais,
visando equipara-lo ao do osso natural.

Concomitantemente, diversos estudos tém
demonstrado que a superficie do implante pode modificar a expressao
fenotipica e o metabolismo de células osteoblésticas. Experimentos
com culturas celulares providenciam uma ferramenta util para
pesquisas, uma vez que as interacdes das células e matriz celular com
a superficie do biomaterial podem ser avaliadas detalhadamente.
Processos tais como adesdo, motilidade, proliferacdo e diferenciacao
de células, bem como a biossintese de proteinas podem ser
investigados (Oliveira, Nanci, 2004; Beloti et al., 2006; Schwartz et
al., 2007; Beloti et al., 2008; Rosa et al., 2009).

De acordo com Barbas et al. (2012), o controle da
porosidade, do tamanho e da distribui¢do dos poros é decisivo para a
obtencdo de implantes com propriedades mecanicas proximas as do
0sso, € estes fatores garantirdio a integracdo Ossea € a melhor
adaptacdo entre estruturas de diferentes modulos de elasticidade.
Contudo, estes aspectos deveriam estar associados a necessidade
crescente de reduzir custos de fabricagdo, principalmente no que se
refere ao Ti. A técnica de metalurgia do p6 € uma alternativa para se
obter compostos metélicos de Ti de custo relativamente baixo e
processos de compactacdo de amostras com alta produtividade,
confeccionando  materiais de boa propriedade  mecanica.
Adicionalmente, esta técnica possibilita a obtencdo de pecas com
porosidade controlada e estrutura complexa com rede de poros

interligados, aspectos que representam um fator importante para
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melhorar e acelerar as caracteristicas da osseointegracao em implantes
(Brentel et al., 2006; Taddei et al., 2007; Vasconcellos et al., 2008a;
2008b, 2010; Rosa et al., 2009; Wang et al., 2009; Faria et al., 2010).

2.3 Cultura Celular

A compreensdo dos eventos celulares e moleculares
que ocorrem na interface célula-biomaterial nos implantes Osseos
consiste no fator decisivo para que haja sucesso na cultura celular. A
compreensao dos mecanismos envolvidos nos estigios iniciais das
interagdes osteobldsticas com a superficie do material de implante é
fundamental para garantir o futuro e a proliferacdo das células que
entraram em contato com ele (Sista et al., 2011).

O comportamento das c€lulas quando em contato com
um material € considerado decisivo para que este seja considerado
biocompativel ou ndo, especialmente pela adesdo celular a sua
superficie. A compreensdo das interacdes que ocorrem in Vvitro na
interface material-células fornece subsidios para se criar condigdes
ideais para o sucesso do implante in vivo. Assim, o entendimento da
resposta celular é tdo importante quanto a compreensao das
propriedades fisico-quimicas do material.

Culturas de células primadrias sdo produzidas a partir de
células removidas de um tecido por processos de desagregacdo por

métodos mecanicos, enzimdticos ou quimicos. As culturas primarias
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sdo, portanto, formadas a partir c€lulas que sobrevivem aos processos
de desagregacdo, aderem-se ao substrato da garrafa de cultura (ou
mantém-se em suspensao) e proliferam. Sdo células com morfologia
idéntica a do tecido das quais se originam. Este tipo de cultura permite
pouco numero de divisdes ou passagens celulares, apds as quais
entram em estado de senescéncia e morrem. Muitos pesquisadores
preferem utilizar culturas primarias em seus experimentos uma vez
que estas células mantém as caracteristicas fisioldgicas do tecido de
origem, podendo ser consideradas como representativas das condi¢oes
naturais de um organismo (Sista et al., 2011).

De acordo com Variola et al. (2011), as células
utilizadas para os estudos in vitro geralmente derivam-se de linhagens
transformadas, e mesmo que apresentem fendtipo e caracteristicas
semelhantes, elas ndo necessariamente exibem a mesma bioatividade.
As células que apresentam maior fidelidade com o comportamento e
processo de cicatriza¢do in vivo, onde sdo comumente encontradas em

diversos estagios, sao as células provenientes de culturas primarias.

2.4 Producao de fatores de crescimento e citocinas

A insercdo de implantes metalicos estd associada com
possiveis alteragcdes no equilibrio entre as proteinas proé e anti-

inflamatoérias (Jakobsen et al., 2007).



34

O teste imunoenzimatico (ELISA) ¢ um bom método
para a avaliacdo do desempenho dos biomateriais no que se refere a
sensibilizacdo e indugcdo da producdo de citocinas pelas células
adjacentes. A concentracdo destas citocinas pode auxiliar ou nao na
integracdo do implante com o tecido 6sseo (Jakobsen et al., 2007).

A resposta de diferentes células como macrofagos,
fibroblastos e osteoblastos aos residuos liberados pelos metais tem
sido explorada visando elucidar os mecanismos em que ocorre o
processo de perda asséptica dos implantes cirurgicos. A ostedlise €
iniciada por resposta bioldgica a residuos de biomateriais implantados
(Kaufman et al., 2008). Kaufman et al. (2008) analisaram os niveis de
nove mediadores, em cultura celular, para os residuos de particulas de
Ti-Al-V, Co-Cr e alumina. Entre os mediadores foram avaliados a
interleucina-1a (IL-1a), fator de necrose tumoral-o (TNF-a) e IL-6.
Os autores concluiram que as particulas da liga de Ti-Al-V foram as
mais estimuladoras, causando alta expressdao das citocinas. Estas
citocinas primdrias estimulam a liberacdo de outros mediadores e
sustentam a cascata inflamatoéria, uma vez que recrutam outras células
e podem formar um granuloma peri-implantar (Jakobsen et al., 2007).
Jakobsen et al. (2007) compararam o efeito das superficies de ligas de
Co-Cr-Mo e Ti-Al-V quando incubadas com macréfagos de ratos em
cultura celular. Alteragdes de citocinas pro e anti-inflamatdrias como
TNF-a, IL-6, IL-1a, entre outros, e a producao de fatores como TGF-J3
e OPG foram determinados pelo método ELISA e também da reacao

em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). Os autores
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concluiram que a liga de Co-Cr-Mo € a mais inerte, ja que reduz a
transcri¢ao da citocina pro-inflamatoria IL-6.

O estudo desenvolvido por Jakobsen et al. (2009)
avaliou a producdo de TGF-f e BMP-2 por macréfagos (linhagem
J774A.1) cultivados sobre amostras de Ti-Al-V recobertas por
hidroxiapatita (HA). Os resultados demonstraram que a presenca da
superficie porosa colaborou para maior produ¢do de TGF- [, mas nao
de BMP-2, e que o recobrimento por HA ndo induziu aumento na
secrecao de tais citocinas. Desta forma, concluiram que a topografia
da superficie pode desempenhar um papel central na secrecdo destas
citocinas.

Posteriormente, o estudo realizado por Dalal et al.
(2012) avaliou a expressao de IL-6, TNF-a, IL-8 por células humanas
peri-implantares expostas a diferentes particulas de metais que
compdem as ligas mais utilizadas em implantes biomédicos (liga de
cobalto-cromo-molibdenio — Co-Cr-Mo; liga de titanio -Ti; liga de
zirconio — Zr). Seus resultados revelaram que todos os metais
induziram a producdo de IL-6, TNF-a e IL-8. No entanto, as particulas
provenientes da liga Co-Cr-Mo foram as mais toxicas para oS
osteoblastos, diminuindo a viabilidade e proliferacdo destas células
pela metade. As particulas de Ti e Zr foram as que menos induziram a

producdo das citocinas estudadas.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento de
células osteogénicas obtidas de calvdria de ratos neonatos em contato
com o TiCP e as ligas Ti-6Al-4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-
7Zr-5Ta , por meio dos testes de citotoxicidade: proliferagdo celular,
viabilidade celular, contetido de proteina total, atividade da fosfatase
alcalina, formac¢do de nddulos de mineralizacio e andlise de produgao

das citocinas TGF-1, TNF-a e IL-6.



4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia do Campus de S#o
José dos Campos/UNESP, sob o protocolo 018/2010-PA/CEP (Anexo
A) e foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

4.1 Confeccao das Amostras

Inicialmente foram adquiridos os pds dos metais
constituintes das ligas de Ti-6Al-4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-
35Nb-7Zr-5Ta (Sigma-Aldrich) e também do p6 de Ti puro grau 2
(TiCP), que serviu como grupo controle positivo para as ligas. Apds
esta etapa, teve inicio no Departamento de Ciéncia e Tecnologia
Aeroespacial (DCTA) - Divisdo de Materiais do Instituto de
Aeronautica e Espaco (AMR/IAE) a confeccdo das amostras pela
técnica de metalurgia do p6. Os materiais utilizados para a fabricacao

das amostras foram os pds de cada uma das ligas associados a ureia,
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aditivo orginico que funcionou como espacador, permitindo a
confeccdo dos poros. A porosidade das amostras foi de 40% e os
poros apresentaram diametro médio de 300 pm.

Cada metal foi pesado de acordo com a sua propor¢ao
presente na liga, e o p6 de cada liga (Figura la) foi preparado pela
mistura de seus componentes metalicos no misturador em Y com
vibracdo (Powdermix) (Figura 1b), por 60 minutos. Apds esta etapa, a
ureia foi triturada e peneirada para que atingisse a faixa
granulométrica de 177 a 250 um. Posteriormente, a ureia e cada liga
metédlica (Figura 1c) foi misturada por 60 minutos no aparelho
misturador Y (Treu S.A. 4/2L) (Figura 1d). Em seguida, 1 miligrama
desta mistura foi inserida em uma matriz de aco cilindrica (Figuras le
e 1f), desenvolvida especialmente no AMR/IAE para a confeccao dos
discos. O conjunto formado pela matriz preenchida com a mistura de
uréia e o respectivo po foi conduzido para a compactagdo uniaxial
com 100 MPa na prensa uniaxial (Marconi - MA 0981-C) (Figura 2a)
e posteriormente para a prensa isostatica a frio com 300 MPa (Paul
Weber — Type Kip 100e) (Figura 2b). Em seguida, foi realizada a
remoc¢do da ureia em forno a viacuo (Thermosolda) (Figura 2c¢) com
ciclo pré-determinado, iniciado a temperatura ambiente, e
gradualmente aumentado até atingir 400 °C, visando a evaporacdo da
uréia, sem que a mesma reagisse com o Ti. Posteriormente, as
amostras foram sinterizadas no forno a véacuo com 107 toneladas
(Termal Tecnology, modelo ASTRO) (Figura 2d), com taxa de
aquecimento de 10 °C/minutos, e patamar de 1 hora na temperatura de

1200 °C para o TiCP e temperatura de 1400 °C para as demais ligas.
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Figura 1 - Confeccdo das amostras: a) p6 do Ti; b) misturador em Y (modelo
Powdermix); c) Pés da liga pronta e uréia em granulos; d) misturador em Y (modelo
Treu); e) matriz montada; f) componentes da matriz.
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Figura 2 - Equipamentos utilizados na confeccdo das amostras: a) prensa hidrdulica
uniaxial; b) prensa isostdtica; c) forno a vicuo para remog¢do da ureia; d) forno a vicuo
para sinterizagao.



As amostras obtidas mediram 12 mm de diametro por 3
mm de altura (Figura 3). No quadro 1 estdo descritos o numero de

amostras confeccionadas por liga e o nimero total:

Quadrol- Numero de discos confeccionados para cada liga estudada

Liga Metalica N

Ti-6A1-4V 156

Ti-35Nb 156

TOTAL 780

Figura 3 - Amestras: a) TiCP; b) Ti-6Al-4V; c) Ti-13Nb-13Zr; d) Ti-35Nb; e) Ti-35Nb-7Zr-5Ta.
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A limpeza e higieniza¢do das amostras foi realizada em
cuba ultrassonica (Schuster) com 4 ciclos de banhos de dez minutos

cada, descritos abaixo:

1) Solugdo de agua destilada e detergente neutro;
2) Agua destilada pura;

3) Alcool 70°;

4) Agua destilada pura.

Ap6s limpas, as amostras foram armazenadas em
estufa de secagem (Analdgica - Modelo SP-100/A) por 6 horas a 35
°C, para eliminar toda umidade que pudesse servir como nicho de
contaminacdes. Posteriormente, 4 amostras de cada grupo foram
acondicionadas em placas de cultura de 24 pogos (Cellstar, Corning,
USA) (Figura 4), e enviadas para a Empresa Brasileira de Radia¢des
Ltda — EMBRARAD para o procedimento de esterilizagcdo por
radiacdo, onde foram submetidas a 20 KGY de radiagdo por 6 horas.
Todos os testes foram realizados em triplicata e para cada um deles

foram utilizadas 4 amostras de cada liga.
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Figura 4 - Placa de cultura de 24 pocos com 4 discos de cada grupo, dispostos
horizontalmente.

4.2 Analise Metalografica em MEV

Uma amostra de cada liga foi analisada através do
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) Inspect S50 (FEI),
localizado no Laboratério de Apoio a Pesquisa (LAP) do
Departamento de Materiais Odontologicos e Préotese do Curso de
Odontologia do Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Unesp, Campus de
Sao José dos Campos. O equipamento operou em alto-vidcuo com
detector de elétrons secundérios em voltagem de 12,5 HV e spot de
4.5.

A amostra foi avaliada superficial e internamente.

Inicialmente foi realizada a caracterizagdo da microtopografia
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superficial, com aumento de 350X, a fim de avaliar qualitativamente a
morfologia externa das amostras das ligas estudadas.

Em seguida, as amostras foram processadas para a
realizacdo da segunda etapa da andlise metalografica. As amostras
foram posicionadas em um molde retangular de silicone e incluidas
individualmente em resina poliéster orto cristal T 208. Apds o
endurecimento da resina, as pecas incluidas foram fixadas na maquina
de corte de tecido duro Labcut 1010 (EXTEC) para seu
hemisseccionamento, de maneira longitudinal. Posteriormente, a face
de corte dessas amostras foi polida em politriz Labpol 8-12 (EXTEC),
utilizando lixas d’agua 1200, discos de feltro (EXTEC), silica coloidal
(EXTEC) e pastas de diamante com granulometria de 1, 3 e 6 u
(Erios), resultando em blocos de inclusao livres de ranhuras.

ApOs esse processamento, todas as amostras foram
novamente analisadas em MEV para a caracterizacdo de sua
morfologia interna. Adicionalmente, as amostras foram avaliadas e
quantificadas quanto ao tamanho e porcentagem em area dos poros.
Para isso, foram obtidas trés imagens de cada amostra, com aumento
de 100X, totalizando 3 imagens por liga. Posteriormente, essas
imagens foram analisadas no programa Image Tool (versdao Windows
3.0) e os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica
descritiva e ao teste nao paramétrico Kruskal-Wallis, com nivel de

significancia de 5%.
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4.3 Analise por EDS

Para caracteriza¢do quimica das amostras, foi utilizado
detector de espectrometria por espalhamento de energia (EDS),
acoplado ao MEV, juntamente com o programa Espirit 1.9 (Bruker),
que realizou a anélise dos elementos quimicos presentes em cada liga

de Ti e sua quantificacao.

4.4 Animais

Foram utilizados 45 ratos (Rattus norvegicus, variagao
albinus, Wistar), machos, recém-nascidos com 2 a 4 dias de vida
(Figura 5). Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da

Unesp — Campus de Botucatu.

Figura 5 - Ratos (Rattus norvegicus, variagdo albinus, Wistar) recém-nascidos, com 2 a 4
dias de vida.
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4.5 Procedimento de cultura celular

Todos os procedimentos de cultura celular foram
desenvolvidos e executados no Laboratério de Estudos
Interdisciplinares em Células (LEIC), localizado no Departamento de
Biociéncias e Diagnéstico Bucal do Curso de Odontologia do Instituto

de Ciéncia e Tecnologia, Unesp, Campus de Sao José dos Campos.

4.5.1 Isolamento de células da linhagem osteobldstica e

desenvolvimento de cultura primdria osteogénica

Quinze ratos Wistar recém-nascidos com 2 a 4 dias de
vida foram utilizados em cada um dos trés isolamentos de células
necessarios para a realizagao dos experimentos em triplicata.

Inicialmente, foi feita a assepsia com iodo das regides
de cabeca e pescoco do animal para que o mesmo pudesse ser
posicionado sobre o campo cirtrgico estéril. A seguir, foi realizada a
decapitacdo do animal utilizando navalha de micrétomo estéril
(Leica). Foram removidos os tecidos da regido e exposta a calvdria,
que foi cuidadosamente separada das demais estruturas da cabeca do
animal (Figura 6). O fragmento 6sseo foi limpo e iniciado o

procedimento de isolamento celular.
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As células osteogé€nicas foram isoladas por digestio
enzimdtica seqliencial de fragmentos de calvéria, com solucdo de
tripsina a 0,25% (Gibco, Invitrogen, EUA) e colagenase tipo Il a 0,1%
(Gibco, Invitrogen, EUA), como descrito previamente (Oliveira,
Nanci, 2004; Oliveira et al., 2007; Schwartz et al., 2007). As células
foram plaqueadas sobre as amostras de titanio contidas em placas de
poliestireno de 24 pocos, na densidade de 2 x 10* células/poco. As
células plaqueadas foram cultivadas por periodos de até 21 dias em
meio essencial minimo, modificacdo alfa, com L-glutamina (a-MEM,
Gibco, Invitrogen, USA), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Gibco, Invitrogen), 7 mM de beta-glicerofosfato (Sigma-Aldrich,
EUA), 5 ng/mL de 4cido ascérbico (Sigma-Aldrich, USA) e 50 ug/mL
de gentamicina (Gibco, Invitrogen, USA), a temperatura de 37 °C em
atmosfera umida de estufa contendo 5% de CO, (Sanyo). O meio de
cultura foi trocado a cada trés dias e a progressdo da cultura foi
avaliada por microscopia invertida em culturas crescidas sobre pocos
de poliestireno sem as amostras de titanio, as quais foram
denominadas “controle”. Os procedimentos de isolamento celular
estdo ilustrados nas figuras de 7 a 10.

Foram realizadas 3 culturas celulares independentes,
provenientes de 3 isolamentos celulares diferentes e independentes,
sendo que em todas elas foram realizados os mesmos procedimentos,

pelos mesmos periodos de cultura pré-determinados para cada teste.
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Figura 6 - Isolamento celular: a) Remogdo da calvdria do rato neonato; b)Calvaria
removida

Figura 7 - Isolamento celular: Banho metabdlico sob agitacio.
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Figura 8 - Isolamento celular : a) Centrifuga; b) Obtencdo de pellet contendo células
osteogénicas.

Figura 9 - Isolamento celular: fluxo laminar preparado para o plaqueamento.
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Figura 10 - Isolamento celular: a) Placa de cultura contendo as amostras, meio de
cultura e células osteogénicas; b)Estufa de CO, na qual as placas sdo acondicionadas.

4.5.2 Proliferagdo Celular

Para a avaliacdo da adesdo celular, as células foram
cultivadas por 24 horas, 3 e 10 dias sobre as amostras. O meio de
cultura foi removido e os pogos lavados trés vezes, com solucao salina
fosfato-tamponada (PBS) a 37 °C, para remoc¢do de células nio
aderidas. As células aderidas foram enzimaticamente removidas das
amostras com a utilizacdo de 1 mM de EDTA e 0,25% de tripsina
(Gibco, Invitrogen). As células foram coradas com azul de Tripan e
somente as células vivas foram contadas pelo contador de células
automatico Countess® (Invitrogen). Os valores obtidos foram

expressos em nimero total de células aderidas por poco (Figura 11).
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Figura 11 - Proliferacao celular. a) Placa para o teste de proliferacdo com solugédo de
tripsina; b) Corante azul de Tripan 0,4%; c) Camara de Neubauer; d) Contador de células.

4.5.3 Determinagdo da viabilidade celular

Este método foi baseado na avaliacdo quantitativa de

células vivas, apOs a exposi¢do ao agente toxico pela incuba¢do com o
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corante MTT [(brometo de 3-4, 5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-
difeniltetrazoliol] (Sigma). O MTT € um sal, que é reduzido por
proteinases mitocondriais, ativas apenas em células vidvelis,
produzindo um produto formazan solivel no meio de cultura, e entdo,
efetua-se uma andlise espectrofotométrica do corante incorporado. A
quantidade de MTT, o marcador da viabilidade celular, incorporada
pela populacdo de células, € diretamente proporcional ao nimero de
células vivas na cultura.

No teste de viabilidade celular foi utilizado como
controle positivo solugcdo de fenol a 0,2% e o controle negativo foi o
grupo 1 constituido por amostras de Ti CP.

Para a avaliagdo da viabilidade celular, as células
foram cultivadas nos pocos e avaliadas em trés periodos: 3, 10 e 14
dias. Aliquotas de MTT a 5 mg/mL em PBS foram preparadas,
procedendo-se em seguida a incubacdo das culturas primarias com
esta solucdo a 10% em meio de cultura por 4 horas a 37 °C, em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico.
ApOs esse periodo, as culturas foram lavadas com 1 mL de PBS
aquecido a 37 °C. Em seguida, foi adicionado 1 mL de solug¢io de
isopropanol dcido (100 mL de isopropanol e 134 ul. de HCI]) em cada
poco sob agitacdo por 5 minutos em mesa agitadora orbital (Solab),
para a solubilizacdo completa do precipitado formado. Aliquotas de
200 pL. foram retiradas dos pocos e transferidas para placa de 96
pocos (Greiner) para medida colorimétrica em leitor de microplaca no
comprimento de onda 570 nm (Biotek EL808IU). Os dados foram

aferidos como absorbancia (Figura 12).
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Figura 12 - Viabilidade Celular. a) Placa para o teste de viabilidade celular; b) sal MTT;
b) mesa agitadora orbital; c) leitor de microplaca.

4.5.4 Conteudo de proteina total (PT)

O contetdo de proteina total foi calculado apés 3 e 10
dias de cultura, de acordo com o método modificado de Lowry et al.
(1951). Ap6s a remocdo do meio de cultura, os pogos foram lavados
trés vezes, com PBS a 37 °C, e preenchidos com 2 mL de lauril sulfato

de sédio a 0,1% (Sigma-Aldrich), para extracdo das proteinas. Apos
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30 minutos, 1 mL da solu¢do de cada pogo foi misturado com 1 mL da
solucdo de Lowry (Sigma-Aldrich) e deixado por 20 minutos a
temperatura ambiente. A esta mistura foi acrescido ImL de reagente
de Folin e Ciocalteau (Sigma-Aldrich) e deixado por 30 minutos a
temperatura ambiente. A seguir, a absorbancia foi aferida
espectrofotometricamente a 680 nm (espectrofotdmetro Micronal AJX

1900) e o conteudo de proteina total foi calculado a partir de uma

curva-padrio determinada a partir de albumina bovina e expresso em

pg/mL (Figura 13).

Figura 13 - Avaliacao do contetido de proteina total: a) Reagente de Folin e Ciocalteau;
b) tubos de ensaio contendo os reagentes; c) espectrofotdmetro.
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4.5.5 Atividade da fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada nos
mesmos lisados utilizados para a avaliacdo do contetdo de proteina
total, por meio da liberacdo de timolftaleina por hidrélise do substrato
de timolftaleina monofosfato, utilizando kit comercial de acordo com
as instrucdes do fabricante (Labtest Diagndstica) e também de acordo
com Oliveira et al. (2007) e Schwatz et al. (2007). Inicialmente, 50 uL.
de timolftaleina monofosfato foram misturados com 0,5 mL de
tampao dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1, por 2 minutos a 37 °C. A
solugdo, foi acrescentada aliquota de 50 uL dos lisados obtidos de
cada poco, permanecendo por 10 minutos a 37 °C. Para o
desenvolvimento de cor, foram adicionados 2 mL de Na,CO; a 0,09 M
e NaOH a 0,25 M. Apd6s 30 minutos, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro (Micronal AJX 1900) utilizando comprimento de
onda de 590 nm e a atividade de fosfatase alcalina foi calculada a
partir de curva-padrdao usando a timolftaleina em uma escala de 0,012

a 0,4 umol de timolftaleina/hora/pg proteina (Figura 14).
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Figura 14 - Avaliacido da atividade da fosfatase alcalina: a) Kit comercial Labtest; b)
tubos de ensaio contendo os reagentes e as aliquotas das amostras; c) espectrofotometro.

4.5.6 Producao de fator de crescimento TGF-B1 e citocinas TNF-a e
IL-6

Ao final dos periodos de 7 e 14 dias os sobrenadantes
foram coletados dos pocos, distribuidos em microtubos e estocados a
-80 °C. A quantificacdo de TGF-B1, TNF-a e IL-6 foi realizada pelo
método imunoenzimdtico (ELISA). Para tanto, placas de
microtitulacio de 96 pocos (Nunc) foram sensibilizadas com
anticorpos de captura anti-TGF-B1, anti-TNF-a ou anti-IL-6 de rato
(R & D Systems). As placas foram mantidas overnight em

temperatura ambiente. No dia seguinte, as placas foram lavadas com
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tampao (PBS com 0,05% de Tween 20) e bloqueadas com 300 uL. de
tampao de bloqueio (PBS com 1% de soro albumina bovina) por 1
hora a temperatura ambiente. Apds, foram lavadas e receberam 100uL
dos sobrenadantes da cultura de células e 100 UL dos padrdes das
citocinas ou do fator de crescimento (TGF-B1, TNF-a ou IL-6), que
representou a curva-padrao. Os testes foram realizados em duplicata e
as placas foram mantidas por 2 horas a temperatura ambiente. Apos,
as placas foram lavadas e foram acrescentados 100 pL de anticorpos
de detecg¢do anti-TGF-B1, anti-TNF-a ou anti-IL-6 de rato marcados
com biotina. Apds 2 horas, foi acrescentada estreptoavidina (100
UL/poco) e as placas foram mantidas por 20 minutos cobertas com
papel aluminio para evitar luz direta. Apds lavagem, a reacdo foi
revelada com 100 pL/poco de solucdo contendo substrato
cromogénico e peroxido de hidrogénio. Apos 20 minutos, foram
adicionados em cada poco 50 UL de solucdo stop (acido sulfarico 2 N)
e as densidades opticas (DO) foram lidas no leitor de microplacas
(Biotek EL808IU) com comprimento de onda de 450 nm (Figura 15).
Os niveis de TGF-B1, TNF-a ou IL-6 foram obtidos em

densidade Optica e posteriormente convertidos em pg/mL.

Figura 15 - Reacdo de ELISA: a) Placa de 96 pocos com amostras e 4cido sulfurico
(solucgio stop); b) leitor de microplaca.
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4.5.7 Formacao e quantificacdo dos nédulos de mineraliza¢do

A formagdo de nodulos de mineralizacdo foi avaliada
apos 14 e 21 dias de cultura. Para tanto, as células aderidas foram
fixadas em solu¢do de formol 10% por 2 horas a temperatura
ambiente. Apods fixacdo, as amostras foram desidratadas com uma
série gradual de 4dlcool e coradas com vermelho de Alizarina S 2%
(Sigma-Aldrich), pH 4,2 por 10 minutos. O corante vermelho de
Alizarina S cora areas que sao ricas em calcio.

A quantificagdo das formagdes mineralizadas foi
realizada de acordo com o método descrito por Gregory et al. (2004).
Para tanto, 800 pL de 4cido acético 10% foi adicionado a cada um dos
pocos contendo as amostras e incubados em temperatura ambiente,
sob agitacdo, durante 30 minutos. Apds este periodo, cada uma das
amostras foi raspada com auxilio de uma ponteira, para a remog¢ao de
maior quantidade de corante. Todo conteudo de cada um dos pogos foi
transferido para microtubos de centrifuga com 1,5 mL e agitados em
vortex (Vertex QL — 901) por 30 segundos. Os microtubos foram
levados ao banho-maria (Banho Metabdlico 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 € 100 puL dos
sobrenadantes foram transferidos para placa de 96 pocos. Em cada
poco foram acrescidos 40 pLL de hidréxido de amonia a 10%, para

neutralizacdo do 4cido. A leitura foi realizada em leitor de microplaca
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(Biotek — EL808IU), sob o comprimento de onda de 405 nm (Figura
16)

Figura 16 - Avaliacdo da formacio e quantificacdo de nédulos de mineralizacio: a)
Sal de Hank’s; b) corante vermelho Alizarina S; c¢) amostras com 4cido acético: acima
amostras raspadas e homogenizadas; abaixo pocos ainda ndo raspados; d) leitor de
microplaca.

4.6 Analise dos resultados

Para a andlise metalografica, as imagens obtidas foram
analisadas no programa Image Tool (versio Windows 3.0) e os dados
resultantes foram submetidos a andlise estatistica descritiva e ao teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com nivel de significincia de 5%.

Os dados numéricos dos procedimentos de cultura

celular para os testes de proliferacdo celular, viabilidade celular,
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conteudo de proteina total, atividade da fosfatase alcalina, espressao
de citocinas TGF-f1, TNF-a e IL-6 e quantificacdo dos nddulos de
mineralizacdo foram analisados estatisticamente utilizando o teste de
variancia ANOVA dois fatores, e quando necessario, foi usado o teste
de compara¢do multipla de Tukey, com nivel de significincia de 5%.
Os resultados descritos foram representativos de 3

culturas primadrias distintas para cada avaliagdo.



S RESULTADOS

5.1 Analise Metalografica em MEV

Na andlise metalogréifica, realizada por MEV, com
aumento de 350 X, foi possivel caracterizar as amostras
confeccionadas, de acordo com sua morfologia superficial. Para
andlise da morfologia interna foi utilizado o aumento de 1000 X.

Na andlise da microtopografia externa das amostras do
TiCP e das ligas Ti-6Al-4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-
STa, foi possivel observar a presenca de uma superficie
caracteristicamente porosa (Figura 17). Os cinco tipos de amostras
estudadas apresentaram poros com tamanhos e formatos variados,
sendo a maioria deles interconectados. Foram visualizados dois tipos
de poros: os microporos € 0s macroporos. Os microporos eram
pequenos e isolados, oriundos da porosidade residual do processo de
sinterizagao presente na técnica de metalurgia do pd, enquanto que os
macroporos eram abertos e interligados, provenientes da porosidade
confeccionada pela adi¢do da ureia. Na andlise da microtopografia
interna de todas as ligas estudadas foi possivel confirmar a
variabilidade no formato dos poros e sua interconexdo, fator
responsavel pelo espraiamento e crescimento celular que atingem até
0os poros mais centrais da amostra, com consequente deposicdo de

matriz mineralizada (Figura 18).
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Figura 17 — Fotomicrografia de MEV da superficie com aumento de 350 X. a) TiCP;
b) liga Ti-6Al-4V; ¢) liga Ti-13Nb-13Zr; d) liga Ti-35Nb; e) liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta.
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Figura 18 — Fotomicrografia de MEV do interior das amostras, com aumento de
1000 X, ( ) indicam macropororos e ( ) indicam microporos. a) TiCP; b) liga
Ti-6Al-4V; c) liga Ti-13Nb-13Zr; d) liga Ti-35Nb; e) liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta.
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Por meio do programa Image Tool (versaio Windows
3.0), as imagens obtidas na caracterizagdo da microtopografia interna
foram analisadas. Os dados encontrados foram submetidos a anélise
estatistica descritiva, para a realizacdo do cdlculo do tamanho e
porcentagem em drea de poros existentes nos dois tipos de implantes
pOrosos.

A estatistica descritiva do tamanho e porcentagem de

poros esta descrita nas tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 - Média e desvio padrao dos dados do tamanho de poros
(um)

Liga Média Desvio Padrao
TiCP 113,48 24,44
Ti-6Al-4V 104,1 16,16
Ti-13Nb-13Zr 105,00 23,37
Ti-35Nb 72,87 8,53
Ti1-35Nb-7Zr-5Ta 102,7 15,68

Tabela 2 - Média e desvio padrdao dos dados da porcentagem de poros
(%)

Liga Média Desvio Padrao
TiCP 40,248 4,720
Ti-6Al-4V 38,744 3,866
Ti-13Nb-13Zr 43,090 4,458
Ti-35Nb 42,166 11,666

Ti-35Nb-7Zr-5Ta 45,764 4,144
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Para melhor interpretacdo destes dados metalograficos
foi utilizado o teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Com relacdo a tamanho dos poros ndo foi observada diferenga
estatistica significante entre os grupos (p = 0,0521), sendo assim, o
valor médio de 99,53 um foi considerado o tamanho dos poros das
amostras. Da mesma forma, a porcentagem de poros também ndo
configurou diferenca estatistica significante (p = 0,1043), sendo que a

média de porcentagem de poros entre os as ligas foi de 42%.

5.2 Analise por EDS

Na anélise por espectroscopia por dispersao de energia
(EDS) uma amostra de cada liga foi analisada para verificar seus
elementos quimicos constituintes e sua quantificacdo. A microanélise
semiquantitativa mostrou os principais ions metalicos que compdem
cada liga proposta.

O difratograma relativo a amostra de Titdnio puro
revelou um pico correspondente ao metal constituinte, o Ti (Figura

19).
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Figura 19 - Difratograma da microandlise por espectroscopia por dispersdao de energia
(EDS) da amostra de TiCP.

No difratograma da amostra Ti-6Al-4V foram
observados picos referentes a todos os elementos constituintes desta

liga (Figura 20).
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Figura 20 - Difratograma da microandlise por espectroscopia por dispersdo de energia
(EDS) da amostra de TI-6Al-4V.
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Na andlise correspondente a liga Ti-13Nb-13Zr foi
possivel observar o pico dos 3 elementos, Ti, Nb, Zr, além de suas
quantificacoes (Figura 21).

3 0.001 cpsfel

Nb

] 7 g 9 10

=1
kend

Figura 21 - Difratograma da microandlise por espectroscopia por dispersdao de energia
(EDS) da amostra de TI-13Nb-13Zr.

Da mesma forma, no difratograma da amostra
confeccionada a partir da liga Ti-35Nb, foi possivel observar os picos

dos elementos Ti e Nb e as suas quantificacoes (Figura 22).
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Figura 22 - Difratograma da microandlise por espectroscopia por dispersdo de energia
(EDS) da amostra de TI-35Nb.

No difratograma da amostra de Ti-35Nb-7Zr-5Ta

foram observados picos referentes aos metais que compdem desta liga

(Figura 23).
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Figura 23 - Difratograma da microandlise por espectroscopia por dispersdao de energia
(EDS) da amostra de TI-35Nb-7Zr-5Ta.
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5.3 Proliferacao Celular

A influéncia das cinco diferentes composi¢des das
amostras: TiCP, Ti-6Al1-4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-
5Ta sob trés diferentes tempos cultura (24 horas, 3 e 10 dias) sobre a
proliferacdo celular constituiram quinze condicdes experimentais a
serem estudadas (5 x 3). A estatistica descritiva das mesmas é

apresentada na tabela 3 e representada na figura 24 mostrada a seguir.

Tabela 3 - Média (+ desvio padrdo) dos dados de proliferagao celular
(ndmero de células X 10%/poco) obtidos sobre ligas de Ti e acdo do
tempo de cultura celular

Proliferacao

TiCP Ti-6A1-4V  Ti-13Nb-13Zr  Ti-35Nb Ti-35Nb-7Zr-5Ta Controle
Celular

24 horas 13,8119 9,54+2,61 13,94+4,05  12,06+£3,95 12,33+4,96 4,83+1,93
3 dias 1025341 13,08+£5,65  10,14£3,06 11444656  10,63+6,76 6,25+278

10 dias 16,04+2,84 13,08+5,71  21,1548,56  29,04+8,08 19,69+9,89 11,58+2,23
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Figura 24 - Grafico representativo da proliferacdo celular de osteoblastos em nimero de
células X 10*/poco em cada liga nos virios periodos. Médias seguidas de mesma letra néo
diferem estatisticamente.

A partir dos dados obtidos na estatistica descritiva foi
possivel verificar que as 24 horas de cultura celular as ligas
apresentaram médias semelhantes, enquanto que o pogo controle foi o
que obteve a menor média. No periodo de 3 dias de cultura celular, no
entanto, a liga Ti-6Al-4V demonstrou crescimento no numero de
células por poco, enquanto as demais ligas e o controle poliestireno
apresentaram decréscimo em suas médias. Este fato ndo se repetiu no
terceiro periodo avaliado, de 10 dias, pois a liga Ti-6Al-4V apenas
manteve sua média, enquanto o TiCP e todas as demais apresentaram
crescimento representativo.

Para determinar a influéncia das varidveis: liga de Ti e
tempo cultura celular foi aplicado o teste estatistico ANOVA dois

fatores, representado na tabela 4. A andlise revelou que as ligas, o
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tempo de cultura e a interacdo entre esses dois fatores apresentaram

diferenca estatisticamente significante.

Tabela 4 - Resultados do teste estatistico ANOVA dois fatores para os
dados de proliferacao celular, tendo como varidveis a liga de Ti e o
tempo de cultura celular

Graude Somados Quadrado

Liberdade Quadrados Médio p
Liga 5 139498 278,997 10,00 0,000*
Periodo 2 1890,08 945,040 33,87 0,000*
Interacdo 10 577,37 57,737 2,07 0,029*
Erro 198 5524,78 27,903

Total 215 9387,21

*diferenca estatisticamente significante

De acordo com os dados estatisticos providos pelo
teste ANOVA, pode-se afirmar que a influéncia isolada da liga de
titanio (p = 0,000), do periodo de cultura celular (p = 0,000) e a
interacdo de ambos os fatores constituiram diferenca estatistica
significante.

A comparacdo multipla pelo teste de Tukey revelou a
formacao de dois grupos homogéneos conforme a liga estudada, sendo
que o grupo controle configurou a menor média, e ficou isolado num

Unico grupo homogéneo, como pode ser verificado na tabela 5:
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Tabela 5 - Teste de Tukey para os dados de proliferacdo celular,
fixando-se a composicdo da liga

Grupo Média GrupAos
Homogéneos
Ti-13Nb-13Zr 15,076 A
Ti-35Nb 14,514 A
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 14,215 A
TiCP 13,368 A
Ti-6Al-4V 11,903 A
Controle 7,556 B

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

O tempo de cultura celular configurou diferenga
estatistica significante, e a distribui¢do pelo Teste de Tukey revelou a
presenca de dois grupos homogéneos distintos, sendo que o periodo de

10 dias apresentou a maior média (Tabela 6).

Tabela 6 - Teste de Tukey para os dados de proliferacdo celular,
fixando-se o periodo de cultura celular

Perfodo  Média Grupos
Homogéneos
10 dias 16,931 A
24 horas 11,087 B
3 dias 10,299 B

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

O resultado do teste de Tukey para a interacdo entre
liga e tempo de cultura demonstrou que a liga Ti-13Nb-13Zr aos 10

dias constituiu a maior média, porém sO diferiu estatisticamente da
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liga Ti-6Al-4V e do controle no mesmo periodo. Este fato também se
repetiu no periodo de 24 horas, quando a liga Ti-13Nb-13Zr s6 foi
diferente estatisticamente do grupo controle. No periodo de 3 dias, no
entanto, a liga Ti-6Al-4V representou a maior média, porém sem

diferir estatisticamente de qualquer outra liga (Tabela 7).

Tabela 7 - Teste de Tukey para os dados da interagdo entre liga e
periodos de cultura celular para a proliferacdo celular

Grupo Periodo  Média GrupAos
Homogéneos

Ti-13Nb-13Zr 10 21,146 A
Ti-35Nb 10 20,042 AB
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 10 19,688 ABC
TiCP 10 16,042 ABCD
Ti-13Nb-13Zr 24 13,938 ABCD
TiCP 24 13,813 ABCD
Ti-6Al-4V 3 13,083 BCDE
Ti-6Al-4V 10 13,083 BCDE
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 24 12,333 CDEF
Ti-35Nb 24 12,062 DEF
Controle 10 11,583 DEF
Ti-35Nb 3 11,438 DEF
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 3 10,625 DEF
TiCP 3 10,250 DEF
Ti-13Nb-13Zr 3 10,146 DEF
Ti-6Al-4V 24 9,542 DEF
Controle 3 6,250 EF
Controle 24 4,833 F

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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5.4 Viabilidade Celular

A influéncia das cinco diferentes composi¢des das
amostras: TiCP, Ti-6Al1-4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-
5Ta, sob trés diferentes tempos de cultura (3, 10 e 14 dias) sobre a

viabilidade celular constituiram quinze condi¢des experimentais a

(N

serem estudadas (5 x 3). A estatistica descritiva das mesmas

apresentada na tabela 8 e representada na figura 25 mostrada a seguir.

Tabela 8 - Média (£ desvio padrao) dos dados de viabilidade celular
(densidade 6ptica — 570nm) obtidos sob ligas de Ti e a¢do do tempo
de cultura celular

Viabilidade

TiCP  Ti-6Al-4V Ti-13Nb-13Zr Ti-35Nb Ti-35Nb-7Zr-5Ta Controle
Celular

3dias  0,06+0,01 0,06+£0,02 0,05+0,02 0,07+0,01 0,09+0,02 0,02+0,01
10dias  0,69+040 0,14+0,04 0,7240,37  0,70+040 0,79+0,38 0,57+0,22
14 dias  0,62+0,27 0,27+0,20  0,66+0,29  0,75+0,25 0,68+0,34 0,39+0,15
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Figura 25 - Griéfico representativo da viabilidade celular e osteoblastos em densidade
optica (570 nm) de cada liga nos vdrios periodos. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem estatisticamente.

De acordo com a estatistica descritiva, as ligas
apresentaram médias proximas aos 3 dias de cultura celular, sendo que
a maior delas foi a demonstrada pela liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta, fato que
se repetiu aos 10 dias de cultura. No periodo de 14 dias, no entanto, as
Unicas ligas que mantiveram suas médias crescentes foram Ti-6Al-4V
e Ti-35Nb, sendo que esta ultima constituiu a maior média do periodo.
Mesmo decaindo aos 14 dias, as ligas Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb-7Zr-
5Ta e o TiCP apresentaram médias superiores ao controle e a liga Ti-
6Al-4V

Visando avaliar a influéncia das ligas de Ti e do tempo
de cultura na viabilidade celular, foi aplicado o teste estatistico
ANOVA dois fatores, representado na tabela 9. A partir destes

resultados, concluiu-se que as ligas, o tempo de cultura e a interacio
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entre esses fatores apresentaram diferenca  estatisticamente

significante (p = 0,000 em todas as comparagdes estatisticas).

Tabela 9 - Teste ANOVA dois fatores para os dados de viabilidade
celular, tendo como varidveis a liga de Ti e o tempo de cultura celular

Grau de Soma dos  Quadrado F
Liberdade = Quadrados Médio p
Grupo 5 7,5781 1,5156 26 0,000*
Periodo 2 25,647 12,8209 219,94 0,000*
Interacdo 10 4,0602 0,406 6,97 0,000*
Erro 414 24,1332 0,0583
Total 431 61,4131

*diferenca estatisticamente significante

A comparagdo multipla pelo teste de Tukey permitiu a
observacdo de trés grupos homogéneos de acordo com a liga, sendo
que a liga Ti-6Al-4V exibiu a menor média, como pode ser verificado

na tabela 10:

Tabela 10 - Teste de Tukey para os dados de viabilidade celular,
fixando-se a composicdo da liga

Grupo Média GrupAos
Homogéneos
Ti-35Nb-7Zr-5Ta  0,5215 A
Ti-35Nb 0,5136 A
Ti-13Nb-13Zr 0,4805 A
TiCP 0,4609 A
Controle 0,2963 B
Ti-6Al-4V 0,1616 C

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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Também fo1 verificada diferenca estatistica significante
quanto ao tempo de cultura celular. O Teste de Tukey revelou a
formacdo de dois grupos homogéneos, e o com médias mais elevadas

foi composto pelos periodos de 10 e 14 dias (Tabela 11).

Tabela 11 - Teste de Tukey para os dados de viabilidade celular,
fixando-se o periodo de cultura celular

Periodo Média GrupAos
Homogéneos
14 0,5841 A
10 0,5718 A
3 0,0613 B

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

O resultado do teste de Tukey para a interacdo entre
liga e tempo de cultura demonstrou que as ligas Ti-35Nb-7Zr-5Ta aos
10 dias e Ti-35Nb aos 14 dias de cultura apresentaram as maiores
médias desta comparagdo, constituindo o grupo homogéneo que
diferiu estatisticamente de outra liga nos mesmos periodos de cultura:
a liga Ti-6Al-4V aos 10 e 14 dias. O grupo homogéneo com as
menores médias foi composto por todas as ligas e o poco controle aos

3 dias de cultura celular (Tabela 12).
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Tabela 12 - Teste de Tukey para os dados da interacdo entre liga e
periodos de cultura celular para a viabilidade celular

Grupo Periodo  Média GrupAos
Homogéneos

Ti-35Nb-7Zr-5Ta 10 0,0794 A
Ti-35Nb 14 0,7593 A
Ti-13Nb-13Zr 10 0,7229 AB
Ti-35Nb 10 0,7080 AB
TiCP 10 0,6954 AB
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 14 0,6800 AB
Ti-13Nb-13Zr 14 0,6648 AB
TiCP 14 0,6291 AB
Controle 14 0,4950 BC
Controle 10 0,3670 CD
Ti-6Al-4V 14 0,2766 CDE
Ti-6Al-4V 10 0,1433 DEF
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 3 0,0902 EF
Ti-35Nb 3 0,0736 EF
Ti-6Al-4V 3 0,0649 EF
TiCP 3 0,0581 EF
Ti-13Nb-13Zr 3 0,0538 EF
Controle 3 0,0270 F

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

5.5 Conteudo de Proteina Total

A influéncia das cinco composi¢cdes das amostras:
TiCP, Ti-6Al-4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-5Ta, sob
dois diferentes tempos de cultura (3 e 10 dias) sobre o contetdo de

proteina total constituiram dez condi¢Oes experimentais a serem
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estudadas (5 x 2). A estatistica descritiva das mesmas € apresentada na

tabela 13 e representada na figura 26 a seguir.

Tabela 13 - Média (£ desvio padrao) dos dados de conteudo de

proteina total (ug/mL) obtidos sob diferentes ligas de Ti e a¢do do
tempo de cultura celular

Pr;;:;’a TiCP  Ti-6Ak4V Ti-13Nb-13Zr Ti-35Nb Ti-35Nb-7Zr-5Ta  Controle
3dias 6484507 67071525 3455+1206 6394389 8454517  1604%15.16
10dias 15722407 1270422913 1609443 19654481 20924373 9424652
Proteina Total
300 -
@ TiCP
3 BB Ti-6Al-4V
E 50 @8 Ti-13Nb-13Zr
£ @8 Ti-35Nb
3 BB Ti-35Nb-7Zr-5Ta
| -
o Controle
o)
=,

3 dias 10 dias
Periodos

Figura 26 - Gréfico representativo do contetido de proteina total em pg/mL de cada liga
nos periodos estudados. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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Os resultados da estatistica descritiva demonstraram
que a liga que apresentou maiores médias de conteido de proteina
total aos 3 e 10 dias de cultura celular foi a liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta. Por
outro lado, a menor médias aos 3 dias foi a demonstrada por Ti-13Nb-
13Zr, enquanto que aos 10 dias a liga com menor expressdo de PT foi
Ti-6Al-4V .

A influéncia das ligas de Ti e do tempo de cultura no
contetido de proteina total foi avaliada através do teste estatistico
ANOVA dois fatores, representado na tabela 14. Estes resultados,
demonstraram que as ligas (p = 0,000), o tempo de cultura (p = 0,000)
e estes dois fatores associados (p = 0,008) apresentaram diferenga

estatistica significante nas comparacoes estatisticas realizadas.

Tabela 14 - Teste ANOVA dois fatores para os dados de proteina
total, tendo como varidveis a liga de Ti e o tempo de cultura celular

Grau de Soma dos Quadrado

Liberdade = Quadrados Médio F p
Grupo 5 120425 24085 14,59 0,000*
Periodo 1 377297 377297 228,52 0,000*
Interacdo 5 26853 5371 3,25 0,008*
Erro 132 217937 1651
Total 143 742512

*diferenca estatisticamente significante

A comparacdo multipla pelo teste de Tukey exibiu
quatro grupos homogéneos de acordo com a liga. A liga de Ti-35Nb-

7Zr-5Ta apresentou a maior média, e também diferenga estatistica



81

significante entre TiCP, Ti-13Nb-13Zr e Ti-6Al-4V, como pode ser

verificado na tabela 15:

Tabela 15 - Teste de Tukey para os dados do conteido de proteina
total, fixando-se a composi¢do da liga

Grupo Média GrupAos
Homogéneos
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 146,83 A
Ti-35Nb 130,26 AB
TiCP 111,02 B
Ti-13Nb-13Zr 97,75 B
Ti-6Al-4V 97,05 B
Controle 55,1 C

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

O periodo de tempo de cultura celular consistiu em
mais um evento que apresentou diferenca estatistica significante
quanto ao conteudo de proteina total. O Teste de Tukey demonstrou a

formacao de dois grupos homogéneos, com médias mais elevadas para

o periodo de 10 dias (Tabela 16).

Tabela 16 - Teste de Tukey para os dados de proteina total, fixando-se
o periodo de cultura celular

Periodo Meédia GrupAos
Homogéneos
10 157,52 A
3 55,14 B

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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A interagdo entre liga e tempo de cultura estabelecida
pelo teste de Tukey demonstrou que o efeito tempo foi decisivo para
que as ligas apresentassem maiores médias, pois todas as ligas aos 10
dias de cultura apresentaram médias superiores as médias exibidas aos
3 dias. As ligas Ti-35Nb-7Zr-5Ta e Ti-35Nb aos 10  dias
apresentaram as maiores médias, e diferiram estatisticamente de todas

as ligas aos 3 dias de cultura, e at€¢ mesmo da liga Ti-6Al-4V aos 10

dias (Tabela 17).

Tabela 17 - Teste de Tukey para os dados da interacdo entre liga e
periodos de cultura celular para a proteina total

Grupo Periodo  Média GrupAos
Homogéneos

Ti-35Nb-7Zr-5Ta 10 209,17 A
Ti-35Nb 10 196,55 A
Ti-13Nb-13Zr 10 160,95 AB
TiCP 10 157,24 AB
Ti-6Al-4V 10 127,04 BC
Controle 10 94,16 CD
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 3 84,5 CDE
Ti-6Al-4V 3 67,07 DEF
TiCP 3 64,8 DEF
Ti-35Nb 3 63,91 DEF
Ti-13Nb-13Zr 3 34,55 EF
Controle 3 16,04 F

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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5.6 Atividade da fosfatase alcalina

A influéncia das ligas de Ti: TiCP, Ti-6Al-4V, Ti-
13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-5Ta, sob dois diferentes tempos
de cultura (3 e 10 dias) sobre a atividade da fosfatase alcalina
constituiram dez condi¢des experimentais a serem estudadas (5 x 2).
A estatistica descritiva das mesmas € apresentada na tabela 18 e

representada na figura 27 a seguir.

Tabela 18 - Média (+ desvio padrdao) dos dados da atividade da
fosfatase alcalina (umol timolftaleina/h/mg proteina) obtidos sob
diferentes ligas de Ti e a¢do do tempo de cultura celular

Fosfatase

] TiCP  Ti-6Al-4V Ti-13Nb-13Zr Ti-35Nb Ti-35Nb-7Zr-5Ta Controle
Alcalina

3dias  1,03£0,20 1,28+0,17 0,93+0,27 0,90+0,24 0,99+0,22 1,04+0,2
10dias  0,39+0,20 0,77+049  0,73+041 0,46+0,28 0,54+0,34 0,58+0.4
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Figura 27 - Gréafico representativo da atividade da fosfatase alcalina em pmol
timolftaleina/h/mg proteina de cada liga nos periodos estudados. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem estatisticamente.

A estatistica descritiva demonstrou que a liga que
apresentou a maior média de atividade da fosfatase alcalina aos 3 e 10
dias de cultura celular foi a liga Ti-6Al-4V. J4 as menores médias
foram observadas para o Ti-35Nb e TiCP, aos 3 e 10 dias
respectivamente.

A tabela 19 apresenta os resultados do teste estatistico
ANOVA dois fatores quando se analisou a influéncia das ligas de Ti e
do tempo de cultura na atividade da fosfatase alcalina. Os resultados
demonstraram que as ligas (p = 0,000) e o tempo de cultura (p =
0,000) apresentaram diferenca estatistica significativa, enquanto que a
interacao entre esses dois eventos ndo foi estatisticamente significante

(p=0319).
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Tabela 19 - Teste ANOVA dois fatores para os dados de atividade da
fosfatase alcalina, tendo como varidveis a liga de Ti e o tempo de
cultura celular

Grau de Soma dos Quadrado P
Liberdade = Quadrados Médio p
Grupo 1 7,254 7,254 72,05 0,000*
Periodo 5 1,7472 0,3494 3,47 0,000*
Interacao 5 0,5971 0,1194 1,19 0,319
Erro 132 13,2897 0,1006
Total 143 22,8879

*diferenca estatisticamente significante

Os resultados obtidos pelo teste de Tukey
demonstraram diferenca estatistica significante da liga Ti-6Al-4V,

com a maior média, quanto as ligas Ti-35Nb e TiCP (Tabela 20).

Tabela 20 - Teste de Tukey para os dados da atividade da fosfatase
alcalina, fixando-se a composicao da liga

Grupo Média GrupAos
Homogéneos
Ti-6Al-4V 1,0255 A
Ti-13Nb-13Zr 0,8360 AB
Controle 0,8125 AB
Ti-35Nb-7Zr-5Ta  0,7715 AB
TiCP 0,7150 B
Ti-35Nb 0,6867 B

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

O tempo de cultura celular também exibiu diferenca

estatistica significante quanto a atividade da fosfatase alcalina. A



86

maior média foi observada aos 3 dias de cultura, como apresentado na

tabela 21 pelo teste de Tukey.

Tabela 21 - Teste de Tukey para os dados atividade da fosfatase
alcalina, fixando-se o periodo de cultura celular

Periodo Média GrupAos
Homogéneos
3 1,0323 A
10 0,5834 B

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

5.7 Producao citocinas TNF-a e IL-6 e fator de crescimento TGF-

p1

5.7.1 Produgdo de TNF- a

A influéncia da composi¢cdo das ligas de Ti: Ti-6Al-
4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-5Ta e¢ TiCP, sob dois
diferentes tempos de cultura (7 e 14 dias) sobre a producdo de TNF- a
constituiu dez condicdes experimentais a serem estudadas (5 x 2). A
estatistica descritiva das mesmas € apresentada na tabela 22 e

representada na figura 28 a seguir.
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Tabela 22 - Média (+ desvio padrdo) dos dados da producdo de TNF-
o (pg/mL) obtidos sobre diferentes ligas de Ti e acdo do tempo de
cultura celular

P“’]‘f;‘ij“’ d¢ P Ti6AL4V TRI3Nb-13Z+ Ti3SNb  Ti35Nb-7Zr-5Ta  Controke
-0
Tdias  22,1+11,5 4984235 58+243 843+244 101,7+33,6 0£0

14 dias 303+19,6 754+239 664 +16,1 69,1 +20,6 833+243 0.4+0,38

Producao de TNF-a

150+

@l TiCP

B Ti-6Al-4V

@8 Ti-13Nb-13Zr

@ Ti-35Nb

@8 Ti-35Nb-7Zr-5Ta
Controle

pg/mL

7 dias 14 dias

Periodos

Figura 28 - Gréfico representativo da produ¢do de TNF- a, em pg/mL, de cada liga nos
periodos estudados.

A estatistica descritiva demonstrou que a liga que
apresentou a maior média de producdo de TNF- a aos 7 e 14 dias de
cultura celular foi a liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta. J4 as menores médias
foram observadas para o TiCP em ambos os periodos.

Quando se analisou a influéncia das ligas de Ti e do

tempo de cultura sobre a producdo de TNF- a os resultados do teste
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estatistico ANOVA dois fatores demonstraram que que as ligas (p =
0,002) apresentaram diferenca estatistica significativa, enquanto que o
tempo de cultura (p = 0,915) e a interacao entre os dois eventos (p =

0,946) nao constituiram diferenca estatistica (Tabela 23).

Tabela 23 - Teste ANOVA dois fatores para os dados de de producao
de TNF- o, tendo como varidveis a liga de Ti e o tempo de cultura
celular

Graude Somados Quadrado

Liberdade Quadrados  Médio F p
Grupo 5 139364 27872,900 4,07 0,002*
Periodo 1 79 79,200 0,01 0,915
Interacdo 5 8082 1616,300 0,24 0,946
Erro 132 903492  6844,600
Total 143 1051018

*diferenca estatisticamente significante

Os resultados obtidos pelo teste de Tukey
demonstraram que todas as ligas estudadas foram semelhantes
estatisticamente, sendo que a diferenca estatistica ocorreu entre as
ligas com as maiores médias Ti 35Nb-7Zr-5Ta e Ti-35Nb e o poco
controle (Tabela 24).
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Tabela 24 - Teste de Tukey para os dados da de producao de TNF- q,

fixando-se a composicado da liga

Grupo Média Ho?nr(;lgé(;seos
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 92,527 A
Ti-35Nb 76,667 A
Ti-6Al-4V 62,607 AB
Ti-13Nb-13Zr 62,226 AB
TiCP 26,167 AB
Controle 0,199 B

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

5.7.2 Produgdo de IL-6

A influéncia da composi¢cdo das ligas de Ti: Ti-6Al-

4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-5Ta e TiCP, sob dois

diferentes tempos de cultura (7 e 14 dias) sobre a produgdo de IL-6

constituiu dez condicdes experimentais a serem estudadas (5 x 2). A

estatistica descritiva das mesmas € apresentada na tabela 25 e

representada na figura 29 a seguir.

Tabela 25 - Média (+ desvio padrao) dos dados da producgdo de IL-6
(pg/mL) obtidos sobre diferentes ligas de Ti e acdo do tempo de

cultura celular

Producao de

e TiCP Ti-6AF4V  Ti-13Nb-13Zr  Ti-35Nb  Ti-35Nb-7Zr-5Ta Controle
7 dias 498 £ 693 1039+ 100 452 £582 918+ 823 426 + 369 759 + 946
14 dias 4863 + 2435 3184 £2985 5340 +2293 5705+1903 5032 +2888 574 + 633
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Producéao de IL-6

TiCP

Ti-6Al-4V
Ti-13Nb-13Zr
Ti-35Nb
Ti-35Nb-7Zr-5Ta
Controle

pg/mL

7 dias 14 dias

Periodos

Figura 29 - Gréfico representativo da producdo de IL-6, em pg/mL, de cada liga nos
periodos estudados. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

A partir dos dados obtidos através da estatistica
descritiva, pode-se verificar que a liga Ti-6Al-4V apresentou a maior
média aos 7 dias, enquanto que o TiCP apresentou a menor média
neste periodo. Aos 14 dias de cultura celular, no entanto, a liga com
maior média de producdo de IL-6 foi a liga Ti-35Nb, e a menor média
foi exibida mais uma vez pelo TiCP.

Quando se analisou a influéncia das ligas de Ti e do
tempo de cultura sobre a producdo de IL-6, os resultados do teste
estatistico ANOVA dois fatores demonstraram que que as ligas, o
tempo de cultura e a interagdo entre os dois eventos (p = 0,000 em

todas as comparacoes) apresentaram diferenca estatistica significativa

(Tabela 26).
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Tabela 26 - Teste ANOVA dois fatores para os dados de produgdo de
IL-6, tendo como varidveis a liga de Ti e o tempo de cultura celular.

Qrau de Soma dos Quaflr.ado F p
Liberdade = Quadrados Médio
Grupo 5 115280115 23056023 7,91  0,000*
Periodo 1 464040785 464040785 159,11 0,000*
Interacdo 5 115526338 23105268 7,92  0,000%*
Erro 132 384986643 2916565
Total 143 1079833882

*diferenca estatisticamente significante

Comparando-se os grupos através do teste de Tukey,
quanto a producdo de IL-6 também  verificou-se que as ligas
propostas foram semelhantes estatisticamente, sendo que Ti-35Nb e
Ti-13Nb-13Zr demonstraram as maiores médias. A diferenca
estatistica ocorreu entre estas duas ligas e o controle poliestireno, com

a menor média (Tabela 27).

Tabela 27 - Teste de Tukey para os dados da produgdo de IL-6,
fixando-se a composicdo da liga

Grupo Média Hoﬁr(:l;é(;lseos
Ti-35Nb 3312 A
Ti-13Nb-13Zr 2896 A
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 2729 AB
TiCP 2681 AB
Ti-6Al-4V 1644 AB
Controle 666 B

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.
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O tempo de cultura celular também exibiu diferenca
estatistica significante quanto a producdo de IL-6. A maior média foi
observada aos 7 dias de cultura, como apresentado na tabela 28 pelo

teste de Tukey.

Tabela 28 - Teste de Tukey para os dados atividade da producdo de
IL-6, fixando-se o periodo de cultura celular

Perfodo  Média GrupAos
Homogéneos
14 4116 A
7 526 B

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

A interacdo entre as ligas estudadas e tempo de cultura
estabelecida pelo teste de Tukey demonstrou que a liga Ti-35Nb aos
14 dias de cultura celular representou a maior média, diferindo
estatisticamente da liga Ti-6Al-4V e do poco controle neste periodo.
Aos 7 dias de cultura, também a maior média foi exibida pela liga Ti-

35Nb, porém sem diferenca estatistica (Tabela 29).
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Tabela 29 - Teste de Tukey para os dados da interacdo entre liga e
periodos de cultura celular para a producao de IL-6

Grupo Periodo  Média GrupAos
Homogéneos
Ti-35Nb 14 5705,4 A
Ti-13Nb-13Zr 14 5339,5 AB
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 14 5031,8 AB
TiCP 14 4863 AB
Ti-6Al-4V 14 3184,3 BC
Ti-35Nb 7 918,5 CD
Controle 7 758.,6 D
Controle 14 574,3 D
TiCP 7 498,2 D
Ti-13Nb-13Zr 7 451,7 D
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 7 425,8 D
Ti-6Al-4V 7 103,9 D

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

5.7.6 Produgao de TGF-1

A 1influéncia da composi¢do das ligas de Ti: Ti-6Al-
4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-5Ta e¢ TiCP, sob dois
diferentes tempos de cultura (7 e 14 dias) sobre a produ¢do de TGF-1
constituiu dez condicdes experimentais a serem estudadas (5 x 2). A
estatistica descritiva das mesmas € apresentada na tabela 30 e

representada na figura 30 a seguir.
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Tabela 30 - Média (+ desvio padrdo) dos dados da producdo de TGF-
B1 (pg/mL) obtidos sobre diferentes ligas de Ti e agao do tempo de
cultura celular

TGF - 1 TiCP Ti-6AL4V Ti-13Nb-13Zr Ti-35Nb Ti-35Nb-77r-5Ta Controle

7dias 781,42 +96,75 696,38 + 145,46 762,48 £8294 763,6 1375 779,8 £59,9 792,58 £25,3

14 dias 12589 + 142,4 1054,22 + 166,75 1136 +222,48 1264,06 + 139,3 1438,5 + 145,83 1378,32 £ 197,22

Producao de TGF- 1
2000+
@8 TiCP
@B Ti-6Al-4V
BB Ti-13Nb-13Zr
@8 Ti-35Nb
@8 Ti-35Nb-7Zr-5Ta

Controle

pg/mL

7 Dias 14 Dias

Periodos

Figura 30 - Grafico representativo da producio de TGF—BL em pg/mL, de cada liga nos
periodos estudados. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

Os dados obtidos através da estatistica descritiva
demonstraram que a maior média aos 7 dias foi apresentada pelo pogo
controle, porém entre as ligas a média exibida pelo TiCP foi a mais
alta.Neste periodo, a menor média foi apresentada pela liga Ti-6Al-
4V. Aos 14 dias de cultura celular, no entanto, a liga com maior média
de producado de TGF-B1 foi a liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta, e a menor média

foi exibida mais uma vez pela liga Ti-6Al-4V.
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Quando se analisou a influéncia das ligas de Ti e do
tempo de cultura sobre a produc¢ao de TGF-B1, os resultados do teste
estatistico ANOVA dois fatores demonstraram que que as ligas (p =
0,0001), o tempo de cultura (p = 0,000) e a interacdo entre os dois
eventos (p = 0,022) apresentaram diferenca estatistica significativa

(Tabela 31).

Tabela 31 - Teste ANOVA dois fatores para os dados de produgdo de
TGF-B1, tendo como varidveis a liga de Ti e o tempo de cultura
celular

Grau de Soma dos Quafirgdo F P
Liberdade = Quadrados Médio
Grupo 5 599519 119904 6,05 0,0001%*
Periodo 1 5816245 5816245 293,64 0,0000%*
Interagdo 5 275615 55123 2,78 0,0224*
Erro 84 1663800 19807
Total 95 8355179

*diferenca estatisticamente significante

Quanto as ligas propostas, o teste de Tukey verificou
que houve diferenca estatistica entre a liga com a maior média, Ti-
35Nb-7Zr-5Ta e as duas menores, as ligas Ti-13Nb-13Zr e Ti-6Al-4V,

com a menor média (Tabela 32).
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Tabela 32 - Teste de Tukey para os dados da producdo de TGF-B1,
fixando-se a composicado da liga

Grupo Média Hoirc:l;é(;seos
Ti-35Nb-7Zr-5Ta  1109,1 A
Controle 1085,5 AB
TiCP 1020,2 ABC
Ti-35Nb 1013,8 ABC
Ti-13Nb-13Zr 949,2 BC
Ti-6Al-4V 875,3 C

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

O tempo de cultura celular também exibiu diferenca
estatistica significante quanto a producdo de TGF-B1. A maior média
foi observada aos 14 dias de cultura, como apresentado na tabela 33

pelo teste de Tukey.

Tabela 33 - Teste de Tukey para os dados atividade da producgdo de
TGF-B1, fixando-se o periodo de cultura celular

Periodo Média GrupAos
Homogéneos
14 1255 A
7 762,7 B

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

A interagdo entre liga e tempo de cultura estabelecida
pelo teste de Tukey demonstrou que o periodo de cultura foi

fundamental para que as ligas apresentassem maiores médias, pois
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todas as ligas aos 14 dias de cultura apresentaram médias superiores
as médias exibidas aos 7 dias. As ligas Ti-35Nb-7Zr-5Ta e o pocgo
controle aos 14 dias apresentaram as maiores médias, e diferiram
estatisticamente de todas as ligas aos 7dias de cultura, e até mesmo

das ligas Ti-13Nb-13Zr e Ti-6Al-4V aos 14 dias (Tabela 34).

Tabela 34 - Teste de Tukey para os dados da interacdo entre liga e
periodos de cultura celular para a produgdo de TGF-1

Grupo Periodo  Média GrupAos
Homogéneos
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 14 14385 A
Controle 14 1378,3 A
Ti-35Nb 14 1264,1 AB
TiCP 14 1258,9 AB
Ti-13Nb-13Zr 14 1136 B
Ti-6Al-4V 14 1054,2 B
Controle 7 792.,6 C
TiCP 7 7814 C
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 7 779.,8 C
Ti-35Nb 7 763,6 C
Ti-13Nb-13Zr 7 762,5 C
Ti-6Al-4V 7 696,4 C

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

5.8 Formacao e quantificacao dos nédulos de mineralizacao

A influéncia da composi¢cdo das ligas de Ti: Ti-6Al-
4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-5Ta e TiCP, sob dois
diferentes tempos de cultura (14 e 21 dias) sobre a formacdo e

quantificacdo dos nodulos de mineralizacdo constituiram dez
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condicoes experimentais a serem estudadas (5 x 2). A estatistica
descritiva das mesmas € apresentada na tabela 35 e representada na

figura 31 a seguir.

Tabela 35 - Média (x desvio padrao) dos dados da atividade da
formagdo e quantificacdo dos nddulos de mineralizagdo (densidade
Optica — 405 nm) obtidos sob diferentes ligas de Ti e acdo do tempo de
cultura celular

Nodulos de

. . . TiCP Ti-6Al-4V Ti-13Nb-13Zr Ti-35Nb Ti-35Nb-7Zr-5Ta Controle
Mineralizacao

14 dias 041+0,15 0,59+£0,24  0,24+0,06 0,74+0,29 0,86+0,15 0,02+0,01
21 dias 0,34+0,15 0,50+0,15  0,18+0,05 049+0,12 0,51+0,11 0,13+0,18

Formacgao de Nodulos de Mineralizagao

= 18] @ TicP
o B Ti-6Al-4V
o .
. B Ti-13Nb-13Zr
S M Ti-35Nb
o B Ti-35Nb-7Zr-5Ta
§ 0.5 Controle
o
[/2]
c
a 9
0.0"
14 dias 21 dias
Periodos

Figura 31 - Gréfico representativo da formacdo de matriz mineralizada em densidade
optica (405 nm) de cada liga nos perfodos estudados. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem estatisticamente.
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Os dados obtidos a partir da estatistica descritiva
demonstraram que a liga que apresentou a maior média da formacgdo
de nddulos de mineralizacdo aos 14 e 21 dias de cultura celular foi a
liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta. As menores médias, no entanto, foram
exibidas pela liga Ti-13Nb-13Z, também para ambos os periodos.

Ao estabelecer a comparacado pelo teste ANOVA dois
fatores, constatou-se que a influéncia da composi¢ao das ligas de Ti, o
tempo de cultura e a interacdo entre estes dois fatores resultaram em
diferenca estatistica significante (p = 0,000 em todas as comparacgdes)

na formacdo de nédulos de mineralizacdo (Tabela 36).

Tabela 36 - Teste ANOVA dois fatores para os dados de formacao de
nddulos de mineralizacao, tendo como varidveis a liga de Ti e o tempo
de cultura celular

Grau de Soma dos Quadrado F
Liberdade = Quadrados Médio P
Grupo 5 20,9141 4,1828 163,11 0,000%*
Periodo 1 1,5494 1,5494 60,42 0,000*
Interacdo 5 2,3416 0,4683 18,26 0,000*
Erro 420 10,7708 0,0256
Total 431 35,5759

*diferenca estatisticamente significante

Quando se fixou o fator composicao da liga, a
comparacdo multipla pelo teste de Tukey revelou seis grupos
homogéneos distintos, sendo que a liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta representou
a maior média e somente ndo exibiu diferenca estatistica da liga Ti-

35Nb, como pode ser verificado na tabela 37:
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Tabela 37 - Teste de Tukey para os dados de formacdo de nédulos de
mineralizagdo, fixando-se a composi¢do da liga

Grupo Média GrupAos
Homogéneos
Ti-35Nb-7Zr-5Ta  0,6918 A
Ti-35Nb 0,6210 AB
Ti-6Al-4V 0,5458 B
TiCP 0,3784 C
Ti-13Nb-13Zr 0,2140 D
Controle 0,0791 E

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

O Teste de Tukey para o fator periodo de tempo de
cultura celular verificou a formacdo de dois grupos homogéneos,
sendo que o periodo de 14 dias foi o periodo que apresentou a maior

média de formagao de nddulos de mineralizagao (Tabela 38).

Tabela 38 - Teste de Tukey para os dados de formacao de nédulos de
mineralizacao, fixando-se o periodo de cultura celular

Periodo Média GrupAos
Homogéneos
14 0,4816 A
21 0,3618 B

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

O teste de Tukey realizado para os dados da associacao
dos fatores liga e tempo de cultura verificou que Ti-35Nb-7Zr-5Ta e
Ti-35Nb aos 14 dias de cultura celular apresentaram as maiores
médias e diferiram estatisticamente das demais ligas nos periodos

avaliados. Em contrapartida, a liga Ti-13Nb-13Zr apresentou as
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menores médias de formacdo de nddulos de mineralizacdo tanto no

periodo de 14 quanto no periodo de 21 dias (Tabela 39).

Tabela 39 - Teste de Tukey para os dados da interacdo entre liga e
periodos de cultura celular para a formacdo de nddulos de
mineralizacao

Grupo Periodo  Média GrupAos
Homogéneos
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 14 0,8642 A
Ti-35Nb 14 0,7499 A
Ti-6Al-4V 14 0,5912 B
Ti-35Nb-7Zr-5Ta 21 0,5195 BC
Ti-6Al1-4V 21 0,5004 BC
Ti-35Nb 21 0,4921 BC
TiCP 14 0,4153 CD
TiCP 21 0,3416 DE
Ti-13Nb-13Zr 14 0,2469 EF
Ti-13Nb-13Zr 21 0,1812 F
Controle 21 0,136 FG
Controle 14 0,0222 G

médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.



6 DISCUSSAO

Cerca de 70 a 80% dos implantes biomédicos sao feitos
de biomateriais metalicos, e esta demanda tem aumentado ano a ano,
devido ao aumento da expectativa de vida da populagdo. Mesmo com
estes numeros crescentes, as propriedades bioldgicas e mecanicas dos
biomateriais metdlicos ndo s3o adequadas e necessitam de
aperfeicoamentos (Niinomi et al., 2012). Neste sentido, o
desenvolvimento de um material que retina a composi¢ao quimica que
estimule resposta favordvel do organismo aliado a uma morfologia
que facilite e diminua o tempo de osseointegracao tem sido o objetivo
das pesquisas na area de implantes biomédicos e biomateriais.

Neste estudo foi avaliado o comportamento de células
osteogénicas em contato com amostras porosas de TiCP e das ligas Ti-
6Al-4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-5Ta, através de testes
de citotoxicidade, producdo de citocinas € a imunolocalizacdo de
proteinas  osteogénicas. Os resultados mostraram que estas ligas
foram biocompativeis e na maioria dos testes superaram as ligas ja
conhecidas e utilizadas para implantes biomédicos, como a liga Ti-
6Al-4V e o TiCP. Além disso, pode-se constatar que com excec¢do da
formagdo de nddulos de mineralizagdo, os periodos mais longos de
cultura propiciaram médias mais elevadas para todas as ligas e o
TiCP.

Durante os ultimos 40 anos o titdnio vem sendo
considerado o biomaterial padrao ouro para a confec¢io de préteses e

implantes odontoldgicos e ortopédicos, principalmente por apresentar
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boas propriedades biologicas e mecanicas. Hoje, para alguns autores,
estas propriedades sdo consideradas apenas satisfatérias (Niinomi et
al., 2012). Elevada relagcdo resisténcia/massa especifica, baixo peso
especifico (4,51g/cm3), elevada resisténcia a corrosao, excelente
biocompatibilidade e a possibilidade de ser tanto fundido quanto
processado por metalurgia do p6 sdo algumas das propriedades que
fazem do Ti o material de escolha para confeccdo de implantes
biomédicos (Schneider, 2001). No entanto, ao longo de anos de
utilizacdo e emprego nas areas médica e odontoldgica, surgiram
inconvenientes na utilizacdo deste material, que atualmente fazem
com que haja duvida sobre a sua eficiéncia sob certas condi¢des. Na
pratica clinica, a principal desvantagem, e alvo de pesquisas é a
diferenca entre o modulo de elasticidade do implante e do osso (110
GPa e 10-35 GPa, respectivamente). No sentido de minimizar este
problema, foram propostas modificagdes na estrutura do implante,
como confec¢do de porosidades e adicdo de metais ao Ti, dando
origem as ligas de Ti (Laheurte et al., 2010).

Algumas ligas de Ti foram propostas e com estudos
aprofundados foi constatado que certos elementos causavam
maleficios ao organismo, como foi o caso do niquel, ligado a reagdes
alérgicas e rejeicdes, e mais tarde, do vanidio e aluminio,
relacionados com o surgimento de desordens neurologicas (Niinomi et
al., 2012). Mesmo com contra-indicagdes, a liga Ti-6Al-4V foi
difundida e € utilizada amplamente como implante biomédico, embora

as pesquisas estejam demonstrando elementos alternativos para a
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composi¢ao das ligas de Ti e que a substitui¢cao dos elementos toxicos
¢ viavel.

A incorporagao de novos elementos de liga ao Ti visa
basicamente a manuten¢ao da fase a (em temperatura ambiente, com
estrutura cristalina hexagonal compacta — hcp) ou B (a 882 °C, com
estrutura cubica de corpo centrado — ccc). As ligas de Ti podem ser
classificadas em a, o +f e P, dependendo da sua composicdo e
processamento térmico. Sabe-se que as propriedades mecanicas estiao
associadas a microestrutura do material, sendo assim, as ligas Ti-a
exibem resisténcia a corrosdo superior, mas sua aplicacdo como
biomaterial € limitada por sua resist€ncia mecanica relativamente
baixa. Por outro lado, as ligas Ti- a + possuem valores de resisténcia
mecanica mais altos, e as ligas Ti- p apresentam maior relacdo
resisténcia/peso, maior densidade e menor valor de modulo eldstico.
Apesar de possuirem mais vantagens que desvantagens, as pesquisas
com ligas Ti- B estdo apenas no inicio, sendo que a liga Ti- o +f (Ti-
6Al-4V) possui a maior participacdo no mercado, cerca de 65%
(Schneider, 2001).

Os novos projetos visam o desenvolvimento de ligas
do Ti tipo B de baixo médulo, compostas por elementos nao-téxicos.
A primeira liga deste tipo desenvolvida exclusivamente para uso como
biomaterial foi a liga Ti-13Nb-13Zr, seguida da liga Ti-35.5Nb-5.1Ta-
7.17Zr (Niinomi et al., 2012). Desde entio, novas ligas foram propostas
e muitas ainda estdo em estudo, visando solucionar os problemas da

incompatilidade do modulo de elasticidade, e outros que surgiram com
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a difusdo dos implantes biomédicos, como a toxicidade e o alto custo
de alguns metais, o que encarece a liga (Niinomi et al., 2012).

O nidébio é, entre os metais considerados inertes, O
principal estabilizador da fase B do titanio e quando ligado a este na
faixa entre 10 e 20% em porcentagem de peso ou numa faixa
alternativa entre 35 e 50%, produz ligas de baixo moédulo de
elasticidade (abaixo de 85 GPa) (Schneider, 2001).

A liga Ti-Zr foi recentemente introduzida ao campo de
implantes odontoldgicos para ser utilizada em situacdes clinicas mais
desafiadoras, porque apresenta melhores propriedades mecanicas do
que o TiCP (Al-Nawas et al., 2012; Barter et al., 2012; Chiapasco et
al., 2012).

A liga Ti-13Nb-13Zr apresenta grande potencial para
uso como biomaterial, e tem sido alvo de pesquisas, pois é composta
por elementos ndo-citotéxicos e possui modulo eléstico baixo, quando
comparada a liga Ti-6Al-4V. Além disso, os elementos constituintes
desta liga apresentam baixo custo, reunindo caracteristicas que tornam
esta liga extremamente vantajosa, pois aumentaria a vida util do
implante, preservaria o tecido dsseo adjacente e diminuiria o custo do
implante ao profissional e ao paciente (Duvaizem et al., 2012; Park et
al., 2013; Hoerth et al., 2014).

Outra liga de titanio tipo B que destacou-se na udltima
década, foi a liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta. Esta liga, devido aos seus
elementos constitutivos, apresenta boas propriedades e potencial para
aplicacdo na area biomédica, pois ndo exibe toxicidade, possui alta

resisténcia a corrosdo, excelente biocompatilidade e baixo médulo de
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elasticidade (Ferrandini et al., 2007; Afonso et al., 2010). A
desvantagem desta liga, de acordo com Ning et al. (2010) € a baixa
resisténcia a tragdo. O Ta € um elemento bastante semelhante ao Ti, e
por suas boas propriedades mecanicas e bioldgicas tornou-se atrativo
para a confeccdo de ligas de Ti. No entanto, este € um metal raro, ja
que as maiores reservas de Ta estdo concentradas no Brasil e Australia
(68% e 31% das reservas mundiais, respectivamente). Desta forma, os
estudos com esta liga tornaram-se restritos devido ao alto custo do Ta,
sendo que alguns autores tém sugerido a troca ou substituicdo deste
elemento por outros que apresentem maior disponibilidade, facilidade
de acesso e menor custo (Niinomi et al., 2012).

A liga Ti-35Nb foi relatada por Xiong et al. (2010)
como mais biocompativel e menos citotéxica do que o TiCP e ligas de
Ti e niquel. Além disso, apresentam melhores efeitos anti-corrosivos e
demonstram superelasticidade, sugerindo que podem ser biomateriais
promissores.

Por muitos anos os metais solidos e suas ligas foram
utilizados para a fabricacdo de implantes, no entanto com a tendéncia
crescente para um carregamento mais rdpido e a necessidade de
implantes mais curtos para casos em que a quantidade de osso de boa
qualidade ndo € suficiente, hd um interesse no desenvolvimento de
tecnologias para aumentar a estabilidade inicial e a longo prazo dos
implantes cirdrgicos. Uma melhor conjugacdo entre o implante e o
osso circundante pode auxiliar a reduzir o comprimento do implante e
a evitar procedimentos de enxerto Osseo, quando a altura Ossea é

insuficiente (Wazen et al., 2010).
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Em virtude disso, alteracdes na topografia e na
rugosidade da superficie estdo sendo propostas para influenciar
positivamente as respostas teciduais e celulares. O desenvolvimento
de superficies ou recobrimentos porosos visa alcancar modulos de
elasticidade semelhantes ao osso (Marin et al., 2010) e promover o
imbricamento mecanico desse tecido com o metal, por meio do
crescimento dsseo para o interior dos poros, aspecto que resulta em
maior fixacao do implante ao 0sso

Muitos trabalhos investigaram a influéncia da
porosidade e do tamanho dos poros no comportamento biologico de
osteoblastos (Frosch et al., 2003; Vasconcellos et al., 2008a, 2008b,
2010a; Faria et al., 2010; Wazen et al., 2010, Teixeira et al., 2012;
Zhang et al., 2012). Alguns estudos sugerem que o os biomateriais
porosos devem apresentar poros de tamanhos adequados
interconectados, que permitam a formacdo de um novo sistema
vascular para a continuidade do crescimento 0sseo rumo ao interior
dos poros (Teixeira et al., 2012) . A literatura relata que poros com
tamanhos de 50 a 400 um sdo aceitdveis para permitir a ancoragem
biolégica, porém, ndo ha um consenso sobre o tamanho dos poros para
que haja uma resposta tecidual ideal (Li et al., 2007; Pamula et al.,
2008; Sicchieri et al., 2012)

Recentemente, Teixeira et al. (2012) avaliaram a
viabilidade e expressdo génica de cultura celular sob influéncia de trés
tamanho de poros (62 um, 130 um e 312 um). Verificou-se que houve
maior espraiamento celular nas amostras parcial ou completamente

porosas, € que as amostras com poros de 62 um propiciaram maior
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expressao do fenotipo osteoblastico, comprovado pela baixa taxa de
proliferacdo celular e maior expressdo génica de marcadores 0sseos.
Em um estudo in vitro e in vivo, Goia et al. (2013) verificaram que
poros acima de 400 um de diametro ndo favoreceram o crescimento
dsseo em seu interior, no entanto poros com 100 um permitiram o
crescimento de tecido 6sseo, porém dificultaram a acdo da invasio
tecidual no interior do implante. Os melhores resultados de
crescimento 6sseo foram obtidos entre 100 e 200 um. No presente
estudo, a faixa granulométrica especifica de 177 a 250 um dos
granulos da uréia, permitiu obter o tamanho médio dos poros de 99,53
um, estando em acordo com a faixa de tamanho de poros propostos
por estudos prévios (Ning et al., 2010; Niinomi et al., 2012; Goia et
al., 2013). Tal valor mostrou-se adequado para que as células
cultivadas proliferassem e apresentassem resultados satisfatorios
quanto ao metabolismo e nivel de atividade celular, comprovada pelos
testes de atividade da fosfatase alcalina, contetido de proteina total e
formacao de nédulos de mineralizacao.

Outro aspecto importante com referéncia aos poros € a
porcentagem em que estdo presentes na amostra. A estrutura porosa
deve ser homogénea em toda extensdo do material e deve apresentar
alta porosidade, visando promover espago suficiente para a adesio e
proliferacdo dos osteoblastos para a formagao de matriz 6ssea, além
do transporte de fluidos corpéreos (Wen et al., 2001). Dabrowski et
al., confeccionaram, em 2010, um implante com alto grau de
porosidade (75%), caracterizado pela alta permeabilidade, baixo

modulo de Young e dureza similar ao osso esponjoso. No entanto, este
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tipo de implante poroso apresentou como desvantagem o baixo grau
de resisténcia a corrosdo, o que segundo os autores, pode ser
solucionado através da aplicagdo de um tratamento de superficie.
Neste estudo, foi realizada a pesagem das amostras antes e depois da
remog¢ao da ureia em forno a véacuo, e foi observado que todas elas
perderam em média 30 a 45% de massa. A faixa de porosidade
verificada para as ligas de Ti e o TiCP foi entre 38 e 46%, sendo que a
média foi 42%, concordando com o estudo de Goia et al. (2013). Estes
resultados mostraram também a eficiéncia do método de fabricacao
das amostras, j4 que conseguiu-se alcancar a porcentagem de poros
idealizada.

A interconexdo entre os poros também representa um
importante papel na reparacdo peri-implantar, afetando diretamente a
osteoconducdo (Teixeira et al., 2012). A interconexao entre 0s poros
gera uma rede tridimensional, por onde se espraiam e proliferam os
osteoblastos (Zhang et al., 2012). Esta conformacao e interconexao em
rede foi observada nas amostras de todas as ligas utilizadas neste
estudo. A andlise das imagens obtidas por MEV revelou a existéncia
da intercomunicag¢ao e ligacao entre os poros.

Diferentes tecnologias tém sido utilizadas para a
obtencdo de materiais porosos visando aplicacdes biomédicas (Marin
et al.,, 2010; Rosa et al., 2014). Contudo, algumas técnicas
convencionais ndo conseguem produzir poros interligados. Estas
estruturas complexas interligadas em toda a sua espessura sao
geralmente produzidas por procedimentos especificos tais como a

metalurgia do p6 (Brentel et al., 2006; Vasconcellos et al., 2008a,
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2008b, 2010; Wazen et al., 2010; Faria et al., 2010; Teixeira et al.,
2012; Biesiekierski et al., 2012; Goia et al., 2013). Esta técnica
consiste na mistura do p6 de Ti com os pds dos demais constituintes
da liga, seguida por compactacdo e sinterizacdo (Chen et al., 2012), e
apresenta-se bastante eficaz para a producdo de implantes porosos,
odontoldgicos e ortopédicos, uma vez que trabalha com temperaturas
baixas e permite o controle da estrutura porosa (Medeiros et al., 2008;
Biesiekierski et al., 2012). Adicionalmente, possui outras vantagens
em relacdo as técnicas convencionais, como a economia de matéria
prima, a reducdo de custo na fabricacdo, redu¢do no nimero de etapas
complementares para a producdo das amostras e melhor acabamento
superficial (Pilliar, 1998; Santos et al., 2008; Biesiekierski et al.,
2012).

A metalurgia do p6 € uma técnica que permite a
obten¢do de materiais porosos, no entanto este processo quando
executado da maneira cldssica ndo produz porosidade maior que 40%.
Para tanto, alguns materiais como polimeros naturais (amido de milho,
amido de batata, albumina, gelatina, alginato, entre outros) ou
materiais organicos (ureia, carbamida, hidrogenocarbonato de amonio,
entre outros), podem ser incorporados ao pé da liga para servir como
espacador e dar origem a estrutura porosa homogénea e com alta
porcentagem de poros (60 a 80%) (Bottino et al., 2009; Daborowski et
al., 2010; Biesiekierski et al., 2012 Goia et al., 2013). Goia et al.,
(2013) avaliaram o uso de polimeros naturais (amido de arroz, amido
de batata, amido de milho, gelatina e albumina) para confec¢ao de

poros em TiCP e na liga Ti-13Nb-13Zr. Os autores obtiveram
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materiais com porosidades diferenciadas, boa homogeneidade
estrutural, grau de porosidade adequado (entre 40% e 60%) e
distribuicdo e tamanho dos poros conforme o polimero natural
formador, sendo que nos testes in vitro, as amostras com melhores
resultados foram as que apresentaram porosidade homogénea,
independente do tamanho médio dos poros. Dabrowski et al. (2010)
obtiveram sucesso ao utilizar a metalurgia do p6 para confeccionar
implantes com porosidade de 75%, e concluiram que esta técnica
consiste em uma forma bastante eficiente para a fabricagcdo deste tipo
de material, que pode representar o futuro da regeneracdo Ossea e
fixacdo de implantes.

Neste estudo, a técnica utilizada para a confecg¢ao dos
implantes foi a metalurgia do pd, que se mostrou eficaz para a
fabricacdo das amostras idealizadas, tanto para a composicdo quimica,
como para a confec¢do de uma estrutura de poros interligados e com
tamanhos satisfatorios. A andlise por MEV e EDS apresentada
demonstrou que todos os elementos utilizados foram encontrados nas
quantidades preconizadas para cada liga de Ti, fator importante para
apontar o sucesso e eficiéncia da técnica de metalurgia do pd, e de
todos os procedimentos do protocolo executado. Além disso, o
elemento espacador ureia, utilizado para a confeccdo da estrutura
porosa, demonstrou efetividade para a obtengdo de poros interligados
com didmetro e porcentagem propostos. Outro fator positivo da ureia
foi ndo interferir na composicdo e estrutura quimica final das
amostras, ja que toda a quantidade adicionada a liga foi removida com

sucesso através do forno a vacuo. Todas as ligas estudadas
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apresentaram boa compatibilidade e nao exibiram reatividade com a
ureia.

Para que um novo material seja utilizado em seres
humanos € imprescindivel que se conhecam as propriedades e o
comportamento que o0 mesmo causard nas células e tecidos
envolvidos. Assim, sdo necessarios estudos in vitro que caracterizem
biologicamente estes materiais € que sirvam de embasamento para
pesquisas in vivo.

A cultura celular consiste num sistema confidvel para
coleta de informagdes sobre as reagdes bioldgicas frente a um possivel
biomaterial (Oréfice, 2006). Este procedimento ja € conhecido e
divulgado na Literatura, ¢ tem demonstrado ser uma importante
ferramenta para o estudo dos biomateriais, uma vez que os resultados
obtidos apresentam consisténcia e intima ligacdo com os fendmenos
que ocorrem in vivo. Existem muitas maneiras de se executar um
estudo in vitro utilizando cultura de células, e diversos trabalhos
relatam metodologias utilizando, por exemplo, linhagens celulares
imortalizadas, células provenientes de carcinomas e culturas primarias
(Ning et al., 2010; Xiong et al., 2010; Sista et al., 2011).

No intuito de facilitar o processo de obtencdo das
células, varios estudos tém sido desenvolvidos utilizando cultura de
células indiferenciadas da medula 6ssea. Um estudo comparativo entre
os resultados obtidos a partir de culturas de células osteobldsticas
provenientes de células indiferenciadas da medula e de culturas
primérias publicado recentemente, demonstrou que as células da

medula apresentam respostas diferentes das células primérias. Quando



113

expostas a algumas citocinas pro-inflamatorias, os osteoblastos
advindos da cultura primédria produziram O6xido nitrico e
prostaglandina E2 e apresentaram também diminuicao da viabilidade
celular e também da formagdo de nédulos de mineralizacdo logo nos
periodos iniciais. Em contraste, a cultura de células obtidas da medula
ndao exibiu este comportamento at€ o 21° dia de cultura, e ndo
apresentou qualquer mudanca quanto a formacdo de matriz
mineralizada. Desta forma, o autor concluiu que embora as células
indiferenciadas da medula recebam estimulos para se diferenciarem
em osteoblastos e apresentem certas caracteristicas destas células, ha
diferencas marcantes entre esses dois tipos de cultura, principalmente
no que diz respeito a resposta frente ao estimulo com citocinas
(Sidney et al., 2014).

Embora a utilizacgdo de culturas de células
indiferenciadas vindas da medula seja na atualidade a mais utilizada e
estudada, ainda ha muitas duvidas sobre a fidedignidade das respostas
que estes experimentos trazem, pois a adicdo de qualquer estimulo
para a diferenciagdo celular pode interferir em todo o metabolismo da
célula e gerar resultados que ndo condizem com a realidade (Variola
et al., 2011). Por este motivo, e por de fato ji serem células pré-
osteoblasticas as existentes na calvaria de ratos neonatos, utilizou-se,
neste estudo, culturas primarias destas células. Esta é uma
metodologia reconhecida e consagrada, que tem sido utilizada em
diversos estudos in vitro (Schwartz et al., 2007; Wang et al., 2009;
Variola et al., 2011; Pereira et al., 2013; Goia et al.,, 2013). No

entanto, hd uma caréncia de estudos que utilizem este tipo de cultura
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celular para a andlise da estrutura porosa associada as ligas de Ti
propostas, mais um fator que colaborou para a eleicdo da cultura
celular primdria para este estudo.

O teste de proliferacdo celular levou em consideracdo o
nimero de células vivas em cada grupo apds os periodos de 24 horas,
3 e 10 dias. Os resultados deste estudo mostraram que houve
proliferacdo celular sobre as amostras de todas as ligas avaliadas,
sendo que quando foi levado em consideracdo somente o fator tipo de
liga, a maior média foi exibida pela liga Ti-13Nb-13Zr, porém sem
diferenca estatistica para as demais. Com relacdo ao tempo, os
periodos de 24 horas e 3 dias foram semelhantes entre si e diferentes
estatisticamente do periodo de 10 dias, que apresentou as maiores
médias. Considerando a associa¢do dos fatores periodo de tempo e
tipo de liga, verificou-se que as 24 horas e aos 3 dias de cultura nio
houve diferenca estatistica entre as ligas. No entanto, aos 10 dias de
cultura celular, com excecao da liga Ti-6Al-4V, todas as ligas foram
semelhantes a liga que apresentou a maior média, a Ti-13Nb-13Zr.
Este fato, segundo Owen et al. (1990) pode ser explicado devido a
existéncia de uma relagdo reciproca entre diminuicao na proliferacdo e
subsequente inducdo celular a diferenciacdo, em cultura de células de
calvéria de ratos. De acordo com Xavier et al. (2003), € possivel que
materiais diferentes com biocompatibilidades diferentes ndo interfiram
nos periodos iniciais de proliferacdo celular, fato também verificado
no presente estudo devido a auséncia de diferenca estatistica entre as
ligas nos periodos de 24 horas e 3 dias. Em comparacao, foi observada

maior proliferacdo celular, com diferenca estatistica, aos 10 dias, do
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que as 24 horas e aos 3 dias, concordando com Deliglianni et al.
(2001), que demonstraram que hd um aumento tempo-dependente da
proliferacdo celular sobre biomateriais.

Levando em consideracdo a associacdo entre tempo e
ligas de Ti, a Unica diferenca estatistica foi observada aos 10 dias de
cultura celular entre as ligas Ti-13Nb-13Zr e Ti-6Al-4V. Esta
diferenca também foi relatada por Park et al. (2011), sugerindo que a
liga Ti-13Nb-13Zr pode consistir num substrato mais favoravel a
proliferacdo celular, devido a sua maior hidrofilia, a qual melhora a
adesdo e proliferacdo celulares, em comparagdo a liga Ti-6Al-4V.
Outra justificativa para o desempenho inferior desta liga frente a liga
Ti-13Nb-13Zr pode ser a toxicidade aos ions Al e V, relatada em um
estudo realizado com cultura de fibroblastos, e que revelou que os ions
vanadio liberados a partir da liga Ti-6Al-4V influenciou
negativamente a adesdo e proliferacdo celulares. (Eisenbarth et al.,
1996; Thompson, Puleo, 1996)

Em suma, os resultados do teste de proliferacao celular
demonstram a capacidade de desenvolvimento e proliferacdo das
célula sobre as ligas estudadas, concordando com estudos prévios que
relatam a auséncia de citotoxicidade dos elementos constituintes
destas ligas (Xiong et al., 2010; Niinomi et al., 2012; Saulacic et al.,
2012; Hoerth et al., 2014).

A viabilidade celular foi determinada a partir do teste
colorimétrico MTT nos periodos de 3, 10 e 14 dias. Foi verificado que
as médias de viabilidade celular cresceram de acordo com a passagem

do tempo, configurando diferenca estatisticamente significante entre o
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periodo mais curto (3 dias) e os dois longos (10 e 14 dias), resultado
que também foi obtido por Park et al. (2011). Comparando-se somente
os grupos, as ligas Ti-13Nb-3Zr, Ti-35Nb, Ti-35Nb-7Zr-5Ta e o TiCP
formaram um grupo homogéneo com médias maiores e diferente
estatisticamente do grupo composto apenas pela liga Ti-6Al-4V, com
a menor média. Este resultado coincide com o relatado por outros
autores, os quais atribuem a baixa viabilidade celular apresentada
pelas células cultivadas sobre amostras de Ti-6Al-4V aos possiveis
efeitos inibitérios dos elementos aluminio e vanadio as funcdes
osteoblasticas ( Thompson, Puelo, 1996; Lincks et al., 1998; Cortizo
et al., 2000; Hallab et al., 2002; Park et al., 2011)

Em um estudo in vivo com implantes de TiCP, Ti-Zr e
Ti-6Al-4V, Saulacic et al. (2012) observaram a presenca de células
gigantes multinucleadas (CGMN) localizadas na periferia dos
implantes da liga Ti-6Al-4V nos periodos apds 2, 4 e 8 semanas apos
a cirurgia de colocacdo do implante. Diante deste achado, os autores
afirmaram que este fato diminuiu e retardou a osseointegracdo. Alguns
autores justificaram a presenca de CGMN devido a ocorréncia de
pequenas particulas livres de metal ou a liberagdo de ions metalicos,
porém Saulacic et al. (2012) ndo relataram ter encontrado tais
particulas na regido peri-implantar (Han et al., 1998; Johansson et al.,
1998; Bainbridge et al., 2001).

Quando os fatores tempo de cultura celular e tipo de
liga de Ti foram associados, a liga Ti-6Al-4V apresentou as menores
médias nos periodos de 10 e 14 dias, o que constituiu diferenga

estatistica na comparagdo com todas as ligas estudadas, sendo que a
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liga que demonstrou maior média foi a Ti-35Nb-7Zr-5Ta aos 10 dias
de cultura. Aos 3 dias de cultura celular, no entanto, nao houve
diferenca entre as ligas. Este desempenho inferior demonstrado pela
liga Ti-6Al1-4V nas duas comparacdes a que foi submetida pode ser
atribuido aos fato da citotoxicidade dos ios al e v, justificado pelos
estudos prévios acima citados e explicados (Thompson, Puelo, 1996;
Lincks et al., 1998; Han et al., 1998; Johansson et al., 1998; Cortizo et
al., 2000; Bainbridge et al., 2001; Hallab et al., 2002; Park et al.,
2011; Saulacic et al., 2012). Tais argumentos podem ser aplicados e
justificados por estudos que anteriormente observaram que a
citotoxicidade dos ions Al e V aumentam progressivamente com o
tempo, o que também foi observado neste estudo (Morais et al., 2007;
Saulacic et al., 2012). No entanto, o oposto foi observado por
Karahalil et al. (2014), os quais notaram leves diferencas quanto a
genotoxicidade das ligas TiCP e Ti-6Al-4V, porém sem diferencas
estatisticas entre ambas. Os autores levantaram duas hipdteses: ou os
niveis de liberacdo de fon al e v s3o muito baixos para serem
detectados ao teste de micronucleo, ou estas ligas exibem grande
resisténcia a corrosao no ambiente oral.

O conteudo de proteina total representa a capacidade
de sintese das células e pode ser considerado pardmetro importante de
avaliacdo da osteogénese in vitro (Beloti, Rosa, 2005). Neste estudo,
o teste de conteudo de proteina total revelou que, em relagido ao tipo
de liga de Ti, a liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta foi a que apresentou a maior
média, e diferiu estatisticamente do TiCP e das ligas Ti-13Nb-13Zr e

Ti-6Al-4V. Estes resultados confirmaram o preconizado pelo estudo
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de Samuel et al. (2010) com cultura de células primdrias de rato, o
qual comparou por meio de testes de citotoxicidade as ligas Ti-6Al-4V
e Ti-35Nb-7Zr-5Ta e o TiCP produzidas por deposicdo de metais a
laser. Os autores concluiram que a liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta foi
biocompativel, auxiliou tanto na proliferacdo celular quanto na
diferenciacdo celular e exibiu potencial para diferenciacdo celular
substancialmente melhor do que a liga Ti-6Al-4V, o que indica que a
liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta é uma grande potencial para o emprego em
implantes biomédicos.

Quando se comparou as médias dos periodos de 3 e 10
dias verificou-se que houve diferenca estatisticamente significante
entre estes dois periodos, sendo que as médias aumentaram
proporcionalmente ao tempo de cultura celular. O mesmo foi
observado quando a comparagao foi feita através da interacdo dos
fatores periodo de tempo de cultura e liga de Ti. Nesta comparacao, as
médias de contetdo de proteina total de todas as ligas foram maiores
aos 10 dias de cultura, no entanto s6 foi observada diferenca estatistica
neste periodo entre as ligas Ti-35Nb-7Zr-5Ta (sendo esta a maior) e
Ti-35Nb, constituintes do grupo homogéneo “a” e Ti-6Al-4V, tnica
constituinte do grupo “bc”. Aos 3 dias de cultura, a maior média foi
novamente atribuida a liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta, porém desta vez, todos
os grupos foram estatisticamente semelhantes.

Existem muitos estudos atuais envolvendo as ligas de
Ti tipo B, classificacdo na qual se enquadram as duas ligas com maior
potencial de conteudo de proteina total verificado neste estudo: Ti-

35Nb-7Zr-5Ta e a liga Ti-35Nb. As propriedades e indicacdes da liga
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35Nb-7Zr-5Ta ja foram abordadas e descritas detalhadamente
anteriormente, visto que por vezes esta liga tem se apresentado entre
as maiores médias dos testes realizados neste estudo. Da mesma
forma, a liga Ti-35Nb tem atraido interesse na drea de biomateriais. O
Ni € um elemento abundante na Terra, € leve em peso, barato e, como
a literatura tem relatado, exibe excepcional biocompatiblidade. A
grande maioria destes estudos, assim como o verificado por este
trabalho, relata bons resultados envolvendo a citotoxicidade das ligas
compostas por Nb (Zhao et al., 2013; Park et al., 2013). Um estudo
recente avaliou amostras porosas da liga Ti-25Nb, quanto ao potencial
toxico e concluiu que independente do grau de porosidade, Ti-25Nb €
uma liga biocompativel que atendeu aos pré-requisitos para aplicacao
biomédica e a porosidade de 70% apresentou propriedades mecanicas
e tamanho dos poros ideal (Xu et al., 2013).

De um modo geral, todas as ligas submetidas ao teste
de conteudo de proteina total exibiram capacidade significante de
produzir proteinas,seja no periodo de 3 ou de 10 dias, sendo este um
fator importante que parece estar relacionado ao processo de
osteogénese.

De acordo com Simao et al. (2007) o papel da fosfatase
alcalina ndo esta claro devido a complexidade no processo de extragao
e solubilizacdo dessa enzima, presente em tecidos Osseos e/ou
cartilaginosos. Tal processo pode alterar sua estrutura, sua atividade
catalitica e outras propriedades relacionadas a sua fungdo. Sabe-se que
a fosfatase alcalina € um importante marcador de diferenciacdo

osteobldstica e que existe uma correlacio entre a atividade de
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fosfatase alcalina e a producdo de matriz mineralizada (Sugawara et
al., 1999; Beloti, Rosa , 2005).

Neste estudo, quando se comparou as ligas de Ti,
verificou-se a formacdo de trés grupos homogéneos distintos, sendo
que a liga que apresentou a maior média de producdo de fosfatase
alcalina foi a Ti-6Al-4V, estatisticamente semelhante as ligas Ti-
13Nb-13Zr e Ti-35Nb-7Zr-5Ta, e com diferenca estatistica
significante somente em relacdo as ligas com menores médias, TiCP e
Ti-35Nb. Somente a liga Ti-6Al-4V apresentou diferenga estatistica
significante em relacao as ligas TiCP e Ti-35Nb.

Quando o fator tempo foi avaliado, observou-se a que
os periodos de 3 e 10 dias foram diferentes estatisticamente entre si,
sendo que aos 3 dias de cultura celular houve maior atividade da
fosfatase alcalina.

Diferentemente dos outros testes, ndo houve diferenca
estatistica quando a associacdo do periodo de cultura celular e liga de
Ti foi avaliada.

Os resultados obtidos a partir deste teste contrariaram
os resultados relatados por Lincks et al. (1998), no qual os niveis de
fosfatase alcalina foram maiores para o TiCP quando comparado a
liga Ti-6Al-4V, o oposto ao verificado pelo presente estudo. De
acordo com o estudo de 1998, a fosfatase alcalina é um marcador
inicial da diferenciacdo osteobldstica e quando a atividade desta
enzima ocorre em todas as membranas celulares ela € encontrada em
maiores quantidades nas células que mineralizam sua matriz, como 0s

osteoblastos. Por outro lado, os resultados obtidos neste estudo
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corroboram com os apresentados por Guo et al. (2013b) os quais
verificaram que as médias da atividade da fosfatase alcalina foram
maiores para Ti-35Nb-3Zr-2Ta do que para a liga Ti-6Al-4V a partir
do periodo de 4 dias de cultura celular.

As médias da atividade de fosfatase alcalina das ligas
Ti-6Al1-4V e Ti-13Nb-13Zr foram proximas e semelhantes
estatisticamente de acordo com os resultados deste estudo. No entanto,
Samuel et al. (2010) observaram em seu estudo também com cultura
priméria de células derivadas da calvéria de ratos, que a atividade
desta enzima foi consideravelmente maior para a liga Ti-13Nb-13Zr,
indicando maior diferenciagdo para células 6sseas apds o periodo de 6
dias. No presente estudo houve maior atividade de fosfatase alcalina
no periodo de 3 dias de cultura celular.

De maneira geral, todas as ligas estudadas permitiram
atividade satisfatoria da fosfatase acalina, sendo que suas médias
foram estatisticamente semelhantes. Este resultado € importante ja que
evidencia o potencial dos osteoblastos formarem matriz mineralizada
sobre amostras de todas as ligas estudadas.

A mineralizacdo da matriz € o evento final da formagao
Ossea (Rosa et al., 2008). Em estudos utilizando culturas osteogénicas
a mineraliza¢do € considerada como parametro funcional, e, in vitro,
reflete o avancgo da diferenciacao das células (Hoemann et al., 2009).

Neste estudo, em relagdo a formagdo dos nddulos de
mineralizacdo, a andlise intergrupos mostrou que a liga Ti-35Nb-7Zr-
5Ta foi a que apresentou maiores médias, seguida pela liga Ti-35Nb,

semelhantes estatisticamente. O TiCP e a liga Ti-13Nb-13Zr
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apresentaram as menores médias, e foram estatisticamente diferentes
entre si e entre Ti-35Nb-7Zr-5Ta e Ti-6Al-4V.

Quando se fixou o periodo de tempo de cultura,
verificou-se diferenca estatistica entre 14 e 21 dias, sendo que as
maiores médias de formagcdo de nddulos de mineralizacdo foram as
obtidas aos 14 dias de cultura celular.

Quanto a associagdo entre periodos de cultura e tipo de
liga de Ti, as ligas Ti-35Nb-7Zr-5Ta e Ti-35Nb aos 14 dias foram
semelhantes entre si e diferiram estatisticamente de todos os demais
grupos em ambos os periodos.

Os resultados de formacdo de nddulos de
mineralizagcdo expostos neste estudo concordam em parte com o
apresentado por Guo et al. (2013a) no qual a liga Ti-35Nb-3Zr-2Ta
apresentou maior deposicdao de matriz mineralizada do que a liga Ti-
6Al-4V. No entanto, ao contrario do que se pode observar neste
estudo, Guo et al. (2013) verificaram que as médias de formacdo de
matriz mineralizada aumentaram com a progressao do tempo.

Assim como foi expresso nos testes anteriores, a
liberacao de Al e V também pode influenciar negativamente as médias
de formacdo de matriz mineralizada, j4 que pode alterar também a
expressao do fendtipo osteobldstico em células mesenquimais
indiferenciadas, comprometendo a formacdo de tecido 0sseo normal
(Park et al., 2013).

Em vista dos resultados apresentados nos testes de
atividade da fosfatase alcalina e formagdo de nddulos de

mineralizacio, pode-se sugerir que possa haver a relagdo entre os dois,
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ja que a liga Ti-35Nb-7Zr-5Ta apresentou a maior média para a
formacao de nodulos de mineralizagdo e exibiu uma das maiores
médias no teste de atividade da fosfatase alcalina, estatisticamente
semelhante a liga com maior média. Da mesma forma, a liga Ti-6Al-
4V apresentou a maior média no teste de fosfatase alcalina e foi
semelhante estatisticamente a segunda maior média no teste de
formacao de nddulos de mineralizacdo. Estes resultados concordaram
com o descrito por Sugawara et al. (1999), que observaram que a
atividade da fosfatase alcalina € essencial no processo de
mineralizacdo da matriz e sugeriram que o aumento na atividade da
fosfatase alcalina implica em maior formacdo de matriz mineralizada.
No entanto, de acordo com Simao et al. (2007), esta correlacdo ainda
ndo esta totalmente esclarecida.

A principal causa da perda de implantes € a reacao
inflamatéria causada pela liberacdo de particulas do material do
implante para os tecidos adjacentes, os quais sao compostos
principalmente de macrofagos ativados e fibroblastos, além de alguns
linfécitos T (Goodman, 2007; Taki et al., 2007) A cascata de eventos
por trds da perda do implante inclui a liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias pelos macréfagos e a producdo de citocinas pro-
reabsortivas pelos osteoblastos e fibroblastos (Okafor et al., 2006;
Taki et al., 2007). Experimentos in vivo € in vitro tem demonstrado
que particulas de diversas caracteristicas sdo fagocitadas pelos
macrofagos, levando a ativacdo da producdo de uma variedade de
citocinas inflamatérias e enzimas proteoliticas, incluindo as

interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e etc) e o fator de necrose
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tumoral a (TNF- a), as quais induzem a diferenciacdo e maturagao
osteocldstica e subsequente reabsor¢do Ossea (Trindade et al., 2001;
Masui et al., 2005; Goodman et al., 2006; Vallés et al., 2006). Estes
mediadores apresentam uma variedade de efeitos, incluindo a
vasodilatacio e aumento da permeabilidade vascular, que
desencadeiam o actimulo de células imunes e inflamatorias na regido.
Adicionalmente, estudos sugerem que a resposta imune aos debris
metédlicos provenientes de implantes € inespecifica mediada por
macrofagos, sendo que quando hd a presenca de linfécitos, sdo
mediadas por estes (Wooley et al., 1996; Hercus, Revell, 2001).

A producao de IL-6 e TNF- a pode ser aumentada na
presenca de particulas de metais. Estas citocinas apresentam papel
crucial na resposta inflamatoria, pois podem levar a ostedlise ao redor
do implante. Em particular, TNF-a € um potente mediador da
reabsorc@o dssea e também libera sinais para a ativagdo dos linfocitos.
Por sua vez, IL-6 é uma citocina derivada dos linfécitos, que
influencia a atividade osteocldstica e remodelacdo 6ssea (Borish,
Steinke, 2003).

Cachinho et al. (2013) compararam a producdo de IL-
la, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y e TNF-a em Ti e suas ligas.
Seus resultados demonstraram que IL-6 foi a citocina detectada em
maior quantidade, porém sem diferengas estatisticas entre as ligas e
tempos de cultura. Estes resultados concordam parcialmente com o
verificado no presente estudo, ja que as ligas estudadas apresentaram

médias semelhantes, no entanto houve diferenca estatistica entre os
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periodos de 7 e 14 dias de cultura, com aumento da produgao desta
citocina proporcionalmente ao tempo.

Quanto a produc¢ao de TNF- a, Cachinho et al. (2013)
verificaram uma tendéncia a diminui¢do de sua produgcdo com a
progressdo do tempo, o que neste estudo foi observado somente com
as ligas Ti-35Nb-7Zr-5Ta e Ti-35Nb, porém sem diferengas
estatisticas. Em comparacdo com o controle poliestireno, que
apresentou as menores médias, as ligas Ti-35Nb-7Zr-5Ta e Ti-35Nb
foram estatisticamente diferentes. Estes resultados concordam com o
verificado por Cachinho et al. (2013), os quais concluiram que
producdo de IL-6 e TNF- o aumentou na presenca de particulas de
metais. No entanto, estas ligas apresentaram média de produgdo de
TNF- o selhantes ao TiCP, considerado o biomaterial mais inerte
utilizado para fins protéticos. De acordo com os resultados obtidos
neste estudo, e tendo como base o preconizado para o TiCP como
biomaterial, pode-se sugerir que a presenga de particulas provenientes
das ligas de Ti aumenta a producdo de IL-6 e TNF- o, porém em
niveis tolerdveis e que ndo comprometem a integridade do implante
em funcdo da resposta inflamatéria que originam.

O fator de crescimento transformador beta 1(TGF-1),
atua na osteogénese e na ativacdo dos osteoblastos para que produzam
a matriz 0ssea, completando, assim, a remodelagdo dssea iniciada pela
reabsorcdo decorrente da acdo das citocinas IL-6 e TNF- a. As
irregularidades presentes na superficie do osso, devido a atividade dos
osteoclastos, representam um fator importante para a formacgdo do

osso normal, pois durante o processo de remodelacdo e cicatrizagdo
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Ossea os osteoblastos maturam e mineralizam sua matriz extracelular
em areas em que o 0sso sofreu um pré-condicionamento pelos
osteoclastos. Esta acdo osteoclastica cria microporosidades, fazendo
com que as células alojadas nestas regides produzam maiores niveis
de fatores que potencializam a osteogénese, principalmente o TGF-1
(Bonewald, Dallas, 1994; Boyan et al., 2003; Janssens et al., 2005)

Em um estudo recente realizados por Olivares-
Navarrete et al. (2013), os autores verificaram que a superficie porosa
potencializou a produgdo de TGF-f1 em ligas de Ti, quando
comparada a superficie lisa. De acordo com estes autores, 0s
osteoblastos produzem TGF-B1 na forma latente e a estocam na matriz
extracelular. Em sua forma ativa, TGF-f1 estimula a diferenciagcao
osteoblastica e sintese de matriz, enquanto inibe a atividade dos
osteoclastos, fechando o ciclo da remodelacao 6ssea. Neste estudo, as
células cultivadas diretamente sobre o fundo do pogo de poliestireno
apresentaram médias semelhantes estatisticamente as células
cultivadas sobre as amostras porosas das novas ligas propostas. Além
disso, estas ligas apresentaram médias de producdo de TGF-1
semelhantes as ligas consagradas como biomateriais, em ambos 0s
periodos de cultura. Pode-se verificar também neste estudo, que a
producdo deste fator de crescimento aumentou conforme o tempo de
cultura, comprovado pela andlise estatistica.

Os testes realizados nesta dissertacio demonstraram
que as ligas com estrutura porosa propostas ndo apresentaram
citotoxicidade, e apresentam propriedades favordaveis ao

desenvolvimento, proliferacio, manutencdo da viabilidade celular,
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sintese de proteina total, atividade da fosfatase alcalina, formacgao de

matriz mineralizada e producao de TNF-a, IL-6 e TGF-p1.



7 CONCLUSAO

Diante dos resultados expostos nesta dissertacdo foi
possivel concluir que amostras porosas do TiCP e das ligas Ti-6Al-
4V, Ti-13Nb-13Zr, Ti-35Nb e Ti-35Nb-7Zr-5Ta permitem a adesao,
proliferacdo, viabilidade celular, sintese de proteina total, atividade de
fosfatase alcalina, formacdo de ndédulos de mineralizacdo e ainda a
producdao de TNF-a, IL-6 e TGF-B1 por células osteogénicas da
calvéria de ratos neonatos. Concluiu-se também que as ligas Ti-13Nb-
13Zr, Ti-35Nb e Ti-35Nb-7Zr-5Ta foram semelhantes ou superaram
as propriedades avaliadas em comparacao com as ligas ja consagradas
Ti-6Al-4V e TiCP. Desta forma, estas novas ligas possuem grande

potencial para emprego em implantes biomédicos.
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