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RESUMO

Objetivo: Estudo in vitro sobre a zirconia estabilizada com itria, impressa em 3D (3YSZ),
de forma a investigar adesdo, viabilidade, proliferacdo e resposta osteogénica dos

osteoblastos MG-63, quando comparada com o titanio.

Materiais e métodos: No nosso estudo avaliamos a morfologia de superficie dos
materiais através de imagens obtidas por SEM. A adesdo e a viabilidade celular foram
avaliadas aos 30m, 2h e 4h, através de analise no microscépio invertido. A quantificacio
da adesdo as 24h efetuou-se pelo teste MTT. A proliferagdo celular foi também avaliada
pelo teste MTT ao 1° 3° e 7° dia. Para a determinacdo da resposta osteogénica
determinou-se quantitativamente o fosfato de calcio presente nas amostras ao 7° ¢ 14° dia.
A andlise de resultados foi feita pelo teste de -Student e Mann-Whitney, considerando os

valores de p <0,05 significativos.

Resultados: Na adesao celular aos 30m, 2h ¢ 4h o nimero de células aderidas a 3YSZ
foi superior ao titanio. O titdnio apresentou um valor de células aderidas superior ao 3YSZ
as 24h. A viabilidade celular em 3YSZ foi similar ou superior ao titanio. Do 3° para o 7°
dia verificou-se um aumento muito significativo na proliferacdo celular no material
3YSZ. Os niveis de célcio ao 7° dia para a 3YSZ e titanio, foram de 62,1 pg/(mL.cm?) e
6,96 pg/(mL.cm?) e ao 14° dia foram de 130,7 pg/(mL.cm?) e 64,9 pg/(mL.cm?),
respetivamente (p<0,001). Os niveis de fosfato ao 7° dia para a 3YSZ e titanio, foram de
81,2 pg/(mL.cm?) e 4,9 pg/(mL.cm?) e no 14° dia foram de 51,1 pg/(mL.cm?) e 4,1
ug/(mL.cm?), respetivamente (p<0,01).

Conclusio: O estudo mostrou que os osteoblastos aderem, proliferam e mineralizam nas
superficies de 3YSZ, sugerindo que o material ceramico poderd apresentar boa
biocompatibilidade e osteointegracdo. Os resultados obtidos sdo promissores para uma

futura aplicacao de 3YSZ, no ambito da implantologia, em doentes.

Palavras-chave: zirconia; itria; impressao 3D; osteointegracao






ABSTRACT

Purpose: /n vitro study of adhesion, viability, proliferation and osteogenic response of
MG-63 osteoblasts in contact with yttria-stabilized zirconia (3YSZ), printed in 3D,

comparing with titanium.

Materials and methods: In our study, we evaluated the surface morphology of the
materials through images obtained by SEM. Adhesion and cell viability were evaluated
at 30m, 2h and 4h, by inverted microscope analysis. The quantification of the 24h
adhesion was performed through the MTT test. Cell proliferation was also evaluated by
the MTT test on the 1%, 3™ and 7" days. To determine the osteogenic response, the
calcium phosphate present in the samples was determined quantitatively at day 7 and day
14. The results were analysed using Student's t-test and Mann-Whitney test, considering

significant values of p <0,05.

Results: In the cell adhesion test at 30m, 2h and 4h the number of cells adhered to 3YSZ
was higher than titanium. The titanium presented a value of adhered cells superior to
3YSZ at 24h. Cell viability in 3YSZ was similar or greater than titanium. From the 3™ to
the 7™ day there was a significant increase in cell proliferation. The levels of calcium at
day 7 for 3YSZ and titanium were 62,1 pg/(mL.cm?) and 6,96 pg/(mL.cm?) and at day
14 were 130,7 pg/(mL.cm?) and 64,9 pug/(mL.cm?), respectively (p<0.001). The levels of
phosphate at day 7 for 3YSZ and titanium were 81.2 pg/(mL.cm?) and 4.9 pg/(mL.cm?)
and on day 14 were 51.1 pug/(mL. cm?) and 4.1 pg/(mL.cm?), respectively (p<0.01).

Conclusions: The study showed that osteoblasts are capable of adhering, proliferating
and mineralizing on the surfaces of 3YSZ, suggesting that the ceramic material may have
good biocompatibility and osseointegration. The results obtained are promising for a

future application of 3YSZ in patients.

Keywords: yttria doped zirconia, 3D printing, osseointegration
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Introdugdo

1 INTRODUCAO

1.1 Desafios da Implantologia

Existe uma grande necessidade clinica de descobrir as melhores técnicas para
substituir, restaurar ou regenerar o tecido 0sseo e os tecidos dentarios (Brydone, Meek,
& Maclaine, 2010).

Atualmente, quando nos deparamos com situa¢des de defeitos 6sseos decorrentes de
traumas, acidentes, tumores, infe¢des ou doengas dsseas, verificamos que a substituicao,
restauragdo ou regeneracdo do osso e a substituicdo de dentes perdidos, representam
dificeis desafios clinicos. Com vista ao seu tratamento, tem vindo a ser desenvolvido,
desde os anos 70, diversos materiais ceramicos para a substituicdo de partes do corpo
humano destruidas ou sem funcdo (Figura 1) (Brydone ef al., 2010; Hadjicharalambous,
Mygdali, et al., 2015).

Nesse sentido, a zirconia tem-se destacado pelas semelhangas com o tecido 0sseo, pelo
bom desempenho funcional e estético, pela resisténcia mecanica e biocompatibilidade.
Na reparacao do osso ¢ na reabilitagdo dentaria, podem ser usados varios biomateriais,
sendo um deles a zirconia (Hochscheidt, Alves, Bernardes, & Hochscheidt, 2011).

Presentemente, os padrdes de implantes comercialmente disponiveis proporcionam
opgoes de design limitadas em relagdo ao comprimento, didmetro e parametros de rosca.
Devido a grande variedade de condigdes orais e situagdes clinicas individuais, os
implantes personalizados tém a capacidade de colmatar esses padrdes disponiveis e
proporcionar uma condi¢do individual para cada tipo de doentes (Osman, van der Veen,
Huiberts, Wismeijer, & Alharbi, 2017).

Uma das principais dificuldades na area da implantologia, independente do material

utilizado ¢ a garantia do sucesso da osteointegracao.
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Impressdo 3D de Zirconia estabilizada com itria — “Estudo in vitro”

Figura 1 - a) Representac@o de uma tomografia computadorizada de um cranio exibindo um defeito
0sseo; b) reconstrugdo do scaffold pela deposigdo controlada de camada a camada usando a técnica da
impressdo a 3D; ¢) defeito dsseo visualizado noutra perspetiva; d) aplicagdo do implante feito sob
medida, demonstrado pelas setas (Velasco, 2008).

1.2 Osteointegracio

Para o desenvolvimento de materiais clinicamente eficazes, que possam ser utilizados
numa reconstru¢do 6ssea ou implantados no 0sso, € necessario compreender a capacidade
que os osteoblastos possuem para responder aos diferentes materiais € 0s mecanismos
relacionados com osteointegragdo (Hadjicharalambous, Mygdali, et al., 2015).

Na produ¢do de um material para colocagdo dssea ¢ fulcral que se assegure que a
superficie do material garanta uma resposta especifica e ideal das células alvo, ndo sendo
apenas relevante que o mesmo apresente boas condi¢cdes no que respeita a sua dureza e
resisténcia (Chappuis et al., 2015).

Para se lograr essa desejada resposta das células alvo, € necessario ter especial ateng@o
no que concerne as propriedades quimicas, fisicas e mecanicas do material utilizado, uma
vez que as mesmas vao ter influéncia no que respeita a adesao, morfologia, proliferagao
e diferenciacao das células dsseas e na formagao da matriz extracelular, sendo importante
que os mesmos apresentem boas propriedades bioldgicas e mecanicas para facilitar a
regeneragdo Ossea. Sendo que a capacidade que esse material tem para despoletar a
osteointegracdo ¢ a caracteristica mais importante no desenvolvimento de um material
para implantacdo dssea (Gebran & Wassal, 2007; Hadjicharalambous, Mygdali, et al.,
2015).

12



Introdugdo

No caso especifico da interagdo osso-implante, a interface entre ambos deve permitir
que, durante o processo de osteointegracdo, haja a sintese de matriz dssea pelos
osteoblastos e consequentemente a formacdo de novo osso em redor de toda a superficie
do mesmo (Altmann et al., 2016).

Adicionalmente a topografia da superficie afeta as interacdes entre as moléculas
presentes na superficie e as células. Neste sentido, varios autores demonstram o possivel
uso de fatores de crescimento e moléculas da matriz para aumentar e melhorar a formagao
de novo osso (Gebran & Wassal, 2007).

Para além dos aspetos referidos, o material ndo deve provocar nenhuma resposta
anormal (quer local ou sistémica), e ndo deve sofrer degradacdo quando exposto aos
fluidos e tecidos circundantes (Felgueiras, 2011).

O sucesso na osteointegracdo implica uma o6tima adesado celular, para que se obtenha
a prolifera¢dao e posteriormente a diferenciacdo das células Osseas (Bergemann et al.,
2015). Desta forma para que o processo de osteointegragdo decorra com sucesso ter-se-a

que verificar todos os mecanismos celulares decorrentes do mesmo.

1.2.1 Mecanismos celulares durante a osteointegracio

Os mecanismos envolvidos durante a osteointegracdo aquando da inser¢do de um
implante sdo caracterizados por trés fases, a saber: i) fase inflamatoria; ii) fase
proliferativa; iii) fase de maturagdo (Vaidya, Mahale, Kale, & Patil, 2017).

A fase inflamatdria caracteriza-se pela formacao de um coagulo sanguineo, apos o
preparo do leito cirurgico e instalagdo do implante, resultante do encontro das plaquetas
com uma superficie sintética. As mesmas vao libertar serotonina e histamina originando
maior agregacao plaquetaria (Vaidya et al., 2017).

Durante a fase proliferativa, surge uma neovascularizacdo nos tecidos vitais
circundantes, no qual o metabolismo das células inflamatérias locais e as células
progenitoras vao criar uma area de hipoxia, que vai despoletar a diferenciacdo das células
mesenquimais em fibroblastos, osteoblastos e condroblastos (Vaidya et al., 2017).

O primeiro contacto entre o substrato e as células ¢ denominado por adesdo celular
(Ruoslahti & Pierschbacher, 1987). A adesdo celular define-se como a capacidade que
uma Unica célula tem para se conectar a outra célula ou a uma matriz extracelular. Para a
sobrevivéncia dos fibroblastos e osteoblastos, células dependentes da “ancoragem”, os

mesmos necessitam de estabelecer a adesao, o que, tal como referido supra, reforga a
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ideia de que as caracteristicas da superficie do material constituem um elemento chave
para o controlo de um resultado com sucesso (Sagvolden, Giaever, Pettersen, & Feder,
1999).

A forma como as células se ligam a matriz de suporte vai determinar o destino destas
no que respeita a proliferacdo, a manutencao da fun¢do celular e a integridade do tecido
6sseo (Haj, Wood, Thomas, & Yang, 2005; Khalili & Ahmad, 2015).

A adesdo dos osteoblastos a superficie do biomaterial realiza-se através de adesdes
focais. As adesoes focais funcionam como elos estruturais entre o citoesqueleto e a matriz
extracelular, permitindo que a célula se adapte a superficie do material. Este tipo de
adesdo ativa vias de sinalizacdo, como a MAPK e JNK, as quais, em combinac¢io com os
recetores do fator de crescimento, regulam a atividade do fator de transcrigdo,
direcionando o crescimento e a diferenciacdo celular (Felgueiras, 2011; Garcia & Reyes,
2005; Giancotti & Ruoslahti, 1999).

Os osteoblastos sao células derivadas de células-tronco mesenquimais pluripotenciais,
as quais tém a capacidade para se diferenciar em varias linhagens. Estas células tém a
capacidade de sintetizar a matriz extracelular e controlar a sua mineralizagdo, assumindo,
relacionado com outros fatores, um papel determinante no sucesso ou insucesso da
interface entre osso-implante (Figura 2) (Baxter, Frauchiger, Textor, Gwynn, & Richards,

2002; Davies, 1996).

Figura 2 - Imagem obtida por microscopia eletronica de varrimento de uma célula osteoblastica aderida
a0 0sso (Gschmeissner,S., consultado no site Sciencephoto, 23/10/2017).
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Durante a adesao celular, verificam-se varios acontecimentos que surgem quando uma
superficie de um substrato ¢ envolvida por um biofluido, quer seja sangue in vivo ou de
um meio contendo células in vitro (Kasemo & Gold, 1999).

Apos a colocagdo de um biomaterial no 0sso, este entra em contacto com o sangue
surgindo, de imediato, a hidratagdo da superficie com moléculas de agua. Nesse
momento, por um lado, forma-se uma camada de moléculas de dgua hidrofilica que
incorpora os ides cloro, sodio e calcio, como ides hidratados e, por outro, as proteinas do
sangue que também se adsorvem a superficie do implante. Deste modo, quando as células
atingem a interface com o material, deparam-se com um revestimento idnico e proteico
para a sua ligacdo, que foi determinado pelas propriedades iniciais do material (Figura 3)
(Felgueiras, 2011; Hosseini et al., 2015).

Com efeito, as células vao-se ligar indiretamente a um substrato, sendo esta ligagao
um elemento chave para determinar o tipo de tecido que cresce ao redor da superficie do
material, por exemplo, se ira ser tecido fibroso ou tecido désseo maduro. Para a adesdo
celular se completar com eficacia, posteriormente todo este processo tem de permitir
eventos celulares tais como a proliferacao e diferenciacdo em células maduras sobre a
superficie do material, que, idealmente, devera iniciar-se de imediato e, cuja duracao,
deverd ocorrer no mais curto espago de tempo possivel (Hosseini, Kazemian, &

Ghorbanzadeh, 2015; Kasemo & Gold, 1999).
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Figura 3 - Interacdes na superficie de um implante (consultado no site Scientific Biolin, 21/9/2017).

Apos a diferenciacao dos osteoblastos em células maduras secretoras, estas aderem a
superficie do implante para produzir fibras de colagénio e proteinas, no qual se forma
uma fina camada de matriz 6ssea. Seguindo-se a deposicdo de ides de calcio e fosfato na
matriz organica, que contém também proteinas 6sseas nao colagenosas e proteoglicanas,

formando o osso imaturo. A precipitacdo de ides de calcio € o passo mais crucial,

15



Impressdo 3D de Zirconia estabilizada com itria — “Estudo in vitro”

iniciando-se a nucleagdo para a formagdo da hidroxiapatite. A deposicao de calcio €
seguida pela chegada de fosfato, dando origem ao fosfato de calcio. Nesta altura, acredita-
se que surge uma apatite semelhante a do osso nas superficies dos materiais implantados,
sitio onde mais tarde vai cristalizar a estrutura de hidroxiapatite (Liu, Huang, Ding, &
Chu, 2006).

Na fase da maturagao ocorre, como o nome indica, o0 amadurecimento da matriz, com
formagao dos cristais de hidroxiapatite. Apos alguns dias, o 0sso imaturo e osso trabecular
reparador surgem no espago criado aquando a inser¢ao do implante, ou seja, entre o
implante e o tecido dsseo. O osso trabecular vai sendo progressivamente substituido por
0sso lamelar maduro, através de processos dindmicos da osteogénese e reabsor¢ao 0ssea
(Hosseini et al., 2015; Vaidya et al., 2017; Wrobel, Witkowska-Zimny, & Przybylski,
2010).

1.3 Materiais utilizados em implantes

1.3.1 Titénio e ligas de titinio — O reconhecimento da necessidade de

materiais alternativos

O titanio e as ligas de titanio sdo dos materiais mais utilizados para implantagao Ossea.
Em Medicina Dentéria, sdo frequentemente utilizados sob a forma de implantes para
substitui¢io de dentes perdidos, ou como ancoragem para ortodontia (Ozkurt &
Kazazoglu, 2011).

Utilizado ha varias décadas, tem sido entendido que o titanio puro e as ligas de titdnio
sd0 uma boa opg¢ao no que respeita a sua aplicagdo no ambito da implantacao Ossea (S.
Han et al., 2011; Steinemann, 1998).

Todavia, também se verificam desvantagens na utilizagdo de titanio ao nivel 6sseo.
Este material apresenta a possibilidade de provocar reagdes de hipersensibilidade ou
inflamacao dos tecidos circundantes. Estas reacdes devem-se a certas substancias como
fluoreto e peroxido de hidrogénio ou pela corrosdo da superficie do titanio na cavidade
oral (Nair et al., 2015).

Acresce que, da aplicacdo destes materiais para a implantagdo Ossea, resulta a
disseminagdo de titdnio, aluminio ou vanadio para a corrente sanguinea, resultando em
citotoxicidade e em reagcdes mutagénicas e carcinogénicas (J. J. Wang, Sanderson, &

Wang, 2007).
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Em relagdo a utilizacdo de titdnio para substituicdo de dentes, em situagdes de
inflamacao tecidular pode levar a perda dssea alveolar e consequente recessdo gengival,
com a revelacdo da porcdo metalica do implante. O bidtipo gengival fino e a linha do
sorriso alta constituem um desafio para a utilizagao deste material, pois € frequentemente
visivel a cor escura acinzentada do titanio (C.-T. Lee, Huang, Zhu, & Weltman, 2017;
Nair et al., 2015; Ozkurt & Kazazoglu, 2011).

Com efeito, afigura-se que, as referidas desvantagens da aplicacdo do titdnio na
implantologia, com destaque para a hipersensibilidade, a corrosao do titanio através da
degradacdo gradual do material, a sua disseminagdo para a corrente sanguinea e o fator
estético, representam verdadeiros elementos encorajadores para a pesquisa de materiais
alternativos ao mesmo, o que consubstanciou um importante fator motivacional para a
presente investigagao.

Nesse sentido, 0s novos materiais, como ceramicas biocompativeis e substratos de
vidro bioativo, com uma cor semelhante aos dentes naturais, sdo considerados como
excelentes candidatos a materiais alternativos ao uso de titdnio na implantologia (Y. Cho

etal.,2015).

1.3.2 Zirconia

Ha cerca de 30 a 40 anos foram introduzidos regularmente na pratica clinica os
materiais ceramicos, os quais, nos ultimos 10 anos, tem vindo a ganhar destaque no
ambito da implantologia (Buser, Sennerby, & Bruyn, 2017; Osman, Swain, Atieh, Ma, &
Duncan, 2014).

O dioxido de zirconio foi descoberto originalmente pelo o quimico alemdo Martin
Heinrich Klaproth (1743-1817) em 1787 em Berlim, extraido do mineral zircao (silicato
de zirconio, ZrSiOs). Zircdo ja € conhecido hd muito tempo, tendo o seu nome, origem
numa palavra ardbica “zargun” que tem como significado “cor dourada”. O zirconio
nunca ¢ descoberto na natureza como um metal nativo, apenas pode ser obtido
principalmente através do mineral zircao. O processo atual para se obter o zirconio € a
partir da aglomeracdo das aguas costeiras, desta forma o mineral solido zircao ¢
purificado através de concentradores para remover o excesso de areia e cascalho, de
seguida passa por separadores magnéticos para remover ilmenite e rutilo. O zircio
refinado € o primeiro mineral a ser purificado em zirconio puro, através de cloro ou outros

agentes, de seguida ¢ sinterizado até ser suficientemente ductil para ser trabalhado. Martin
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Heinrich Klaproth em 1789 através do aquecimento de algumas gemas, obteve como
produto da reacdo, a zirconia (ZrO2). A zircoénia provém do zirconio e ¢ um 6xido branco
cristalino (Ali, Karthigeyan, Deivanai, & Mani, 2014; Assal, 2013; Hisbergues,
Vendeville, & Vendeville, 2008).

Este material ja ¢ utilizado hd mais de duas décadas pelos médicos dentistas,
principalmente, em coroas e pontes, tendo-se verificado um crescente interesse na sua
utilizagdo como material para implantacdo 6ssea (J. Han et al., 2016).

Em situagdes de colocagao de implantes de zirconia, a inflamacao e a reabsor¢ao Ossea
induzida pelas particulas de ceramicas sdo menores do que as induzidas por particulas de
titanio, sendo considerado por alguns autores como o material ceramico que apresenta
melhor biocompatibilidade (Cho et al., 2015; Ozkurt & Kazazoglu, 2011). De acordo com
as pesquisas de Nair et al. (2015) as ceramicas de zirconia ndo provocam reagdes
inflamatorias, alérgicas, imunologicas, toxicas, mutagénicas ou carcinogénicas nos
tecidos conjuntivos, ou 6sseos (Nair ef al., 2015).

A zirconia é considerada um material quimicamente inerte e osteocondutor. E um
material inerte uma vez que ndo se liga ao osso por interagdo bioquimica, mas
simplesmente por meio de fixagdo morfoldgica. A osteocondugado consiste na capacidade
de o material servir como um scaffold para as células e os vasos capilares, o que
proporciona uma excelente interagdo com os osteoblastos, criando assim condi¢des para
a formacdao da matriz 6ssea (Y. Cho er al, 2015; Martin & Bettencourt, 2017;
Montazerian & Zanotto, 2016; Nair et al., 2015).

A zircOnia pura existe em trés formas cristalinas: monoclinica, cubica e tetragonal.
Como explicado na Figura 4, encontra-se na forma monoclinica (estavel) até cerca de
1170°C, tetragonal de 1170°C até 2370°C e cubica de 2680°C até a temperatura de fusao
(2680°C). A fase tetragonal transforma-se na fase monoclinica no momento do
resfriamento por meio de transformagdo martensitica, que consequentemente pode
fraturar um corpo sinterizado. Desta forma existe a necessidade de adicionar
estabilizadores nomeadamente CaO, MgO, Y203, CeO2 que estabilizam as fases de alta
temperatura (tetragonal e cubica) (Ali et al., 2014; Gautam, Joyner, Gautam, Rao, &
Vajtai, 2016; Yoshimura, Molisani, Narita, Gongalves, & Campos, 2007).

A zircoOnia estabilizada mantém-se na fase tetragonal até a temperatura ambiente ou
inferior, exibindo, desta forma, propriedades mecanicas superiores em relacdo a zirconia

pura, tornando-a vantajosa para as aplicagdes na ortopedia (Piconi & Maccauro, 1999).
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Figura 4 - Mudanga de fases da estrutura cristalina da zirconia com o aumento da temperatura
(Gautam, Joyner, Gautam, Rao, & Vajtai, 2016).

Neste sentido, Heuer et al. (1986) corroboram estes resultados ao demonstrar que a
zirconia estabilizada apresenta melhores caracteristicas em compara¢do com a zirconia
pura (Heuer, Lange, Swain, & Evans, 1986).

Na literatura a =zirconia ¢ apresentada como um material suficientemente
biocompativel e mecanicamente resistente para ser utilizado na drea da implantologia
(Bergemann et al., 2015). A zirconia possui boas caracteristicas fisicas, com destaque
para o valor da dureza 1200 HV 0,1, a alta resisténcia a flexdo de 900-1200 MPa, o
moédulo de Weibull de 10-12, a resisténcia 4 fratura de 8 MPavm e o baixo poder de
corrosdo (Qahtani ef al., 2016). Contudo, este material apresenta como desvantagem a

sua degradagdo a baixa temperatura.

1.3.2.1 Degradacio a baixa temperatura

Apesar das qualidades mecanicas das ceramicas de zirconia, hd desvantagens, como a
possibilidade de existirem alteracdes na superficie do material. Este tipo de material
submetido a temperaturas baixas e a ambientes himidos pode sofrer transformacdo da
fase tetragonal para a fase monoclinica (Tabari, Ansari, Siavashani, & Eskandarion,
2014). Este fenomeno, conhecido como a degradagdo a baixa temperatura (LTD), leva a
mudanga de fases, esta tem inicio na transformac¢ao de um grao que ¢ acompanhada pelo
aumento de volume e que vai induzir tensdes nos graos circundantes. Isso vai levar a
microfissuras que permitem a entrada de agua para o interior do material, permitindo que
a transformacao avance em todo o material e origine pequenas fendas e diminuicao da
resisténcia. Embora a LTD reduza as caracteristicas mecanicas da zirconia essa reducao

cai em valores clinicamente aceitaveis (Ali et al., 2014).
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Com efeito, afigura-se ser necessario desenvolver um material que tenha maior
resisténcia, tenacidade, melhor performance para resistir a fadiga, e maior capacidade de
resistir & temperatura e consequente degradacao (J. Han et al., 2016 ; Tabari et al., 2014).

De acordo com Gremillard e Chevalier em 2008 e Lughi e Sergo em 2010, os relatos
de falhas clinicas originadas pela degradacao a baixa temperatura indicam a necessidade
de melhorar a estabilidade estrutural deste material (Gremillard & Chevalier, 2008;Lughi
& Sergo, 2010).

Futuras pesquisas poderdao descobrir novas aplicagdes para a zircoOnia, tendo este

material um futuro muito promissor (Ali et al., 2014).

1.3.2.2 Tipos de ceramicas de zirconia disponiveis para aplicacées

dentarias

Presentemente sdo utilizados diversos tipos de sistemas ceramicos que contém
zircOnia, contudo apenas trés tém tido aplicagdo no ambito da Medicina Dentaria: a
zircOnia parcialmente estabilizada com magnésio (Mg-PSZ), a zirconia reforcada com
alumina (ZTA) e os policristais de zirconia tetragonal de itria (3Y-TZP) (Figura 5) (Ali
etal.,2014).

1.3.2.2.1 Zircénia parcialmente estabilizada com magnésio

Na zirconia parcialmente estabilizada, a estabilizagdo do material ndo € totalmente
atingida. A estabilizacdo compreende a adi¢do do estabilizador MgO (8-10% mol) com
concentragdes inferiores as exigidas para alcancar a estabilizacdo completa da fase cubica
da zirconia (c-ZrO2) (Heuer, 1987;Kelly & Denry, 2008; Khamverdi & Moshiri, 2013).

A zirconia parcialmente estabilizada com magnésio, comporta-se como um
aglomerado de cristais tetragonais dentro de uma matriz ctibica de zirconia (Khamverdi
& Moshiri, 2013).

Nao se tem verificado um recurso de referéncia a este material na area da implantologia
devido a sua porosidade. Acresce que o grande tamanho de grao (30-60 um), pode incitar
a um desgaste do material, o que vai levar a diminuicao da estabilidade e propriedades
mecanicas comparativamente a zirconia estabilizada com itria (Ali et al., 2014;

Khamverdi & Moshiri, 2013).
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1.3.2.2.2 Zirconia reforcada com alumina
Na zirconia reforgada com alumina existe uma dispersao das particulas de zirconia que
se vao combinar com uma matriz de alumina. Ao contrario das outras duas classes (i. ¢.
zircOnia estabilizada com itria e zirconia parcialmente estabilizada com magnésio), a
estabilidade da fase tetragonal a temperatura ambiente ndo envolve maioritariamente o
uso de estabilizadores, sendo sim, controlada pelo tamanho, morfologia e localizacdo das

particulas (Ali et al., 2014; Kelly & Denry, 2008).

Figura 5 - Representacdo das caracteristicas micro-estruturais das trés principais categorias de zirconia:
a) imagem de TEM da fase tetragonal precipitada em Mg-PSZ; b) imagem de SEM de Y-TZP e c)
imagem de SEM de ZTA (Hannink, Kelly, & Muddle, 2000).

1.3.2.2.3 Zirconia estabilizada com itria

A ceramica de zirconia estabilizada com itria tem sido empregue em implantes dsseos
devido ao seu excecional comportamento mecanico (Hadjicharalambous, Mygdali, ef al.,
2015).

Ao comparar a alumina com a zirconia estabilizada com itria, esta apresenta melhores
propriedades, tem uma maior resisténcia a flexao, um menor modulo de elasticidade e
maior resisténcia a fratura (Kelly & Denry, 2008). A zirconia estabilizada com itria em
compara¢gdo com outras combinag¢des de zircOnia, apresenta melhores propriedades.
Atualmente, este biomaterial ¢ considerado como um dos que tem maior potencial no que
respeita a sua aplicagdo para finalidades médicas (Y. Cho et al., 2015; Manicone,
Iommetti, & Raffaelli, 2007).

O aparecimento dos implantes de zirconia tetragonal estabilizada com itria estimulou

o seu uso clinico, sendo, desde o final da década de 1980, utilizada no fabrico de cabecas

21



Impressdo 3D de Zirconia estabilizada com itria — “Estudo in vitro”

femorais para substitui¢ao total da anca (Andreiotelli & Kohal, 2009; Depprich et al.,
2008; Kohal, Att, Bichle, & Butz, 2008; Ozkurt & Kazazoglu, 2011).

A maioria da zirconia utilizada no ambito da area da implantologia encontra-se na
forma de zirconia tetragonal estabilizada com itria policristalina (3Y-TZP) (J. Han et al.,
2016).

O 3Y-TZP ¢ constituido por uma matriz de pequenos graos (0,2 a 0,5 mm de diametro)
estabilizados com a adi¢do de 3% mol de 6xido de itrio. O tamanho dos graos depende

da temperatura de sinterizagao (Ali ef al., 2014).

1.3.2.2.3.1 O po6 da zirconia estabilizada com itria 3 mol % impressa em

3D
O p6 3YSZ beneficia de propriedades quimicas (Tabela 1) e fisicas melhoradas
(Tabela 2), pois este material apos a sua sinterizacdo exibe uma maior dureza, tem
resisténcia a flexdo e resisténcia ao desgaste. Este excelente desempenho permite ser

aplicado em situacdes fisicamente exigentes (Innovnano).

Tabela 1 - Andlise quimica do p6 de zirconia estabilizada com itria 3 mol % (3YSZ) (consultado no site
Innovnano, 25/9/2017).

ZrO:+HfO:z+ Y203+ALO3 (Wt.%) >99,9

HfO: <3.0
Y203 5,2+0,2
ALO3 0,4+0,1
SiO: <0,015
Fe20 <0,02

Tabela 2 - Propriedades mecénicas do p6 de zirconia estabilizada com itria 3 mol % apos sinterizagao
(3YSZ) (consultado no site Innovnano, 25/9/2017).

Tamanho do grao (nm) <250
Densidade (g/cm?) 6,07
Dureza (HV10) 1350
Resisténcia a flexdo (MPa) 1800
Resisténcia a fratura (HV10)(MPa.m"%) 5
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1.3.2.2.4 Estudos in vitro e in vivo de implantes de zirconia

A biocompatibilidade de 3Y-TZP tem vindo a ser estudada através de testes in vitro e
in vivo, verificando-se a inexisténcia de reagdes adversas com células ou tecidos (Ali et
al.,2014).

Scarano et al. (2003) avaliaram a resposta 0ssea na colocacao de implantes de zirconia
apods as quatro semanas da inser¢do, tendo alcangado uma grande quantidade de osso
recém-formado na superficie da zirconia, com uma percentagem de contacto dsseo-
implante de 68,4% * 2,4%, nao se tendo verificado nenhuma célula inflamada ou
multinucleada. O estudo permitiu concluir que o material ¢ biocompativel e
osteocondutor (Scarano, Di Carlo, Quaranta, & Piattelli, 2003).

Mellinghoff (2006) relatou a probabilidade de sobrevivéncia de implantes de zirconia,
e esta foi de 93%, apds um ano de terem sido colocados (Mellinghoff, 2006).

Wenz et al. (2008), descreveram periodos de observagdo de osteointegracdo do
material de Y-TZP em diferentes animais que variavam de quatro semanas a 24 meses.
Em relacdo ao contacto dsseo-implante apresentava-se acima dos 60% em quase todos os
implantes, o que demonstra sucesso na osteointegracdo. Em comparagdo com o titanio,
os implantes de Y-TZP demonstraram resultados semelhantes ou superiores ao titanio
(Wenz, Bartsch, Wolfart, & Kern, 2008).

Também, Hoffmann et al. (2008) avaliaram histologicamente o grau de aposi¢ao Ossea
as duas e quatro semanas em torno do material de zirconia implantado. Neste estudo
verificou-se que os implantes de zirconia apresentavam um grau de aposicao Ossea
superior, 54,80% - 55,40%, comparativamente ao titdnio que apresentavam 42,80% -
52,50% as duas semanas. Contudo, as quatro semanas a aposi¢do dssea foi maior nos
implantes de titdnio (68% - 91,70%) do que nos implantes de zirconia (62,20% - 80,70%)
(Hoffmann, Angelov, Gallez, Jung, & Weber, 2008).

Thaleia Vagkopoulou et al. (2009), concluiram, através de estudos in vitro e in vivo,
que a biocompatibilidade de Y-TZP era elevada. Segundo Thaleia Vagkopoulou et al.
(2009), Y-TZP possui um grande poder de aderéncia celular e ndo desenvolve reagdes
adversas locais ou sistémicas (Vagkopoulou, Koutayas, Koidis, & Strub, 2009).

Nevins et al. (2011) descreveram resultados de avaliagdes histologicas e clinicas de
um implante de duas pecas fabricadas em zirconia comparativamente com as de um
implante de titdnio. Estes autores observaram, na avalia¢ao histologica do implante de
zircOnia, a existéncia de contacto dsseo-implante, o que permitiu aferir a capacidade de

osteointegracdo do material. Adicionalmente, este material demonstrou capacidade de
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cicatrizagdo perante tecidos moles e duros (Nevins, Camelo, Nevins, Schupbach, & Kim,
2011).

Investigacdes in-vivo feitas em animais, observou-se que a biocompatibilidade e a
osteointegragdo da Y-TZP era superior a do titanio (Bergemann et al., 2015; Osman et
al.,2014).

De acordo com as pesquisas que Han et al. concretizaram em 2016, confirma-se que
3Y-TZP ndo induz ou provoca reacdo inflamatoria. Adicionalmente, também se observa
a adsor¢ao das proteinas, o estabelecimento da ligacdo celular entre os osteoblastos, a
proliferagdo e a diferenciacdo. Acresce ainda, que as taxas do contacto e a forca de ligagado
osseo-implante demonstram ser semelhantes aos implantes de titanio (J. Han et al., 2016).

Strickstrock et al. (2017) efetuaram um estudo in vitro € in vivo, no qual avaliaram Y-
TZP com diferentes graus de aspereza em discos e implantes e concluiram que as células
exibiam viabilidade (>95%), e os implantes revelaram um contacto Osseo-implante
comparavel ao titdnio SLA (sandblasted, large grit, acid etched) (Strickstrock et al.,
2017).

Em 2017, Curd Bollen, refere que a empresa Straumann® realizou um estudo
comparativo entre o implante SLA-titanio e o implante ZLA-zirconia. Os resultados
obtidos demonstraram caracteristicas melhores nos implantes de zirconia (Tabela 3)
(Bollen, 2017). A Tabela 3 representada ¢ adaptada a tabela de Bollen (2017),

adicionando 3YSZ de forma a comparar as suas caracteristicas.

Tabela 3 - Comparagdo entre as caracteristicas do titanio grau I, Y-TZP e 3YSZ. Tabela adaptada (Bollen,

2017).
Titanio grau I Y-TZP 3YSZ
Densidade 4,5 g/cm? 6,05 g/cm’ 6,07 g/cm®
Resisténcia/Dureza 250 HV 1100-1500 HV 1350 HV
Resisténcia a flexdo/Forca 680 MPa 1200 MPa 1800 MPa

Curd Bollen (2017) também afirma que zirconia ¢ um material claramente
biocompativel, uma vez que ndo liberta ides e ndo revela citotoxicidade, adicionalmente
a adesdo precoce e a colonizacdo de bactérias nas superficies de zirconia ¢ muito menor

que o titanio (Tabela 4) (Bollen, 2017).
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Tabela 4 - Comparacdo da biocompatibilidade entre o titanio e a zirconia (Bollen, 2017).

Titanio Zirconia

Libertacao de ides Sim Nao
Toxicidade Baixa Nao
Adesao de placa Baixa  Muito baixa

Em 2017, foi realizada uma meta-analise por A. Hafezeqoran e R. Koodaryan, em que
a sintese dos dados mostrou valores de contacto Osseo-implante significativamente
melhores nos implantes de zirconia com tratamento acid etch na superficie superficie em
comparacgao com implantes de titanio, e valores superiores em implantes de zirconia com
superficies ndo modificadas comparando com implantes de zirconia com superficie

modificada (Hafezeqoran & Koodaryan, 2017).
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Tabela 5 - Resultados obtidos da pesquisa bibliografica de investigagdes in vitro e in vivo da zirconia.

Autores Material Tipo de Grupo Tratamento Tempo de Observacdes Conclusodes
estudado investigacio controlo de observacio
superficie
Scarano et Zircénia  Animal Nao Nao 4 semanas Reagdo BIC de 68%; sem
al. (2003) inflamatoriaea  inflamacgdo e
cicatrizagdo biocompatibilidade
Ossea da zirconia
Mellinghoff 5% Y- Humano Nao Nao 1 ano Probabilidade Sobreviveram 93%
(2006) TZP sobrevivéncia dos implantes
colocados
Wenzetal Y-TZP Revisdo de Nao pode ser
(2008) literatura recomendado para
uso clinico de
rotina
Hoffmann Zirconia  Animal Titdnio  Zr: aspera 2a4 Aposicdo 6ssea  Aposicdo dssea
et al. (2008) Ti: semanas mais cedo ao semelhante ao
sandblasted, redor da redor de implantes
acid etched zirconia de zirconia e em
implantes de
titdnio
Nevins et al.  Zirconia  Humano Titanio  N&o 6 meses Cicatrizagdo Demonstrou
(2009) ossea e dos osteointegragdo,
tecidos moles capacidade de
em torno do cicatrizacdo de
implante tecidos moles e
duros, e
biocompatibilidade
Strickstrock Y-TZP Invitro e Titanio  Zr: 7 dias Comportamento  Viabilidade > 95%,
etal. (2017) animal SLA sandblasted 4 meses celular e contato dsseo-
Ti: aposigdo O6ssea  implante
sandblasted, ao redor do comparavel ao
large grit, implante titdnio SLA
acid etched
Osmanetal. 3-YSZ In vitro Propriedades DLP ¢ eficiente
(2017) mecanicas e para a impressao
precisdo de implantes de

dimensional de
um implante
impresso em
3D em zircOnia

zirconia. Forgas de
resisténcia a flexdo
proximas das
ceramicas
produzidas
convencionalmente
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Para se desenvolverem implantes inovadores, tendo em vista o sucesso numa aplicacao
clinica, ¢ fundamental que exista um foco na composi¢ao quimica e no tipo de superficie
para se poder originar uma resposta adequada dos tecidos. Para se conseguir alcangar os
melhores implantes para aplicacdes clinicas, os estudos in vitro t€m demonstrado ser um
instrumento indispensavel. Com intuito de investigar a quimica e a relacdo da superficie
dos implantes com os tecidos moles, serd necessario o estudo inicial dos sistemas
celulares in vitro. Os testes in vitro resultam em conclusdes sobre a rea¢do que o material
vai gerar, sendo inicialmente também uma forma de economizar recursos (Altmann et al.,
2016).

Todavia, para que um implante possa ser recomendado para uso clinico, as
investigagdes em animais € em ensaios clinicos devem ser executados com um
acompanhamento a longo prazo, por forma a perceber se os resultados se traduzem num
sucesso clinico (Gungor, Aydin, Yilmaz, & Gul, 2014).

Desta forma, ainda se afigura ser relativamente desconhecido, se os implantes de
zirconia poderdo tornar-se num material alternativo que possa ser utilizado na

implantologia como substituto valido (a longo prazo) do titanio (Buser et al., 2017).

1.4 A nova realidade - Impressao em 3D

Com o rapido avanco tecnologico dos biomateriais de implantes e da tecnologia
CAD/CAM (desenho guiado por computador / fabricagdo guiada por computador) surgiu
o interesse na realizagao de implantes personalizados para combater a incongruéncia entre
a geometria do implante convencional € o osso disponivel. A impressao em 3D veio
permitir a personalizag¢do, produzindo um implante com qualquer geometria (Figura 6)

(Chen et al., 2014).
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Figura 6 - Representacdo de um implante standard tendo em conta o osso disponivel (consultado no
site Biolmplant, 27/9/2017).

A técnica mais utilizada para fabricar pegas em zirconia consiste no fresamento.
Porém, este processo de fabricacdo tem alguns inconvenientes, nomeadamente a
necessidade de quantidades substanciais de matéria-prima, € o seu consequente
desperdicio, precisdo limitada e o facto de ser um processo demorado. No entanto, a
impressao em 3D de cerdmicas avangadas apresenta a vantagem de permitir a
prototipagem rapida e, assim, competir com as técnicas de fresagem normalmente
utilizadas para fabricar pegas em zirconia (Anssari Moin, Hassan, & Wismeijer, 2016).

Existem varios processos de impressdo que estdo a ser testados em combinagdao com
diferentes biomateriais para a impressao em 3D de pegas especificas para cada doente.
Esta técnica de impressdo pode facilitar a reabilitacdo, em situagdes de reabilitacdo
protética ou cirtirgica em doentes comprometidos sob ponto de vista maxilo-facial (Figura

7) (Anssari Moin et al., 2016).

Figura 7 - Simulagfo através de um modelo tridimensional de um defeito 6sseo na mandibula, a)
representacdo artificial em 3D do osso no modelo, b) simulag@o do osso artificial com base na TAC, c)
imagem macroscépica do osso artificial impresso em 3D (Saijo et al., 2009).

28



Introdugdo

Este processo de impressdo tem um especial interesse em comparacdo com 0S
processos tradicionais de fabricagdo, pois permite originar diversas e complexas
estruturas através do design assistido pelo computador e da constru¢do espacial do
material, camada a camada, com um controlo preciso sobre a composi¢ao espacial e a
distribuicao da microestrutura (Anssari Moin et al., 2016; Jakus, Rutz, & Shah, 2016).

Presentemente, muitos materiais ceramicos, polimeros, compoésitos e metalicos podem
ser utilizados na impressao em 3D. Prevé-se que, futuramente, a engenharia biomimética
terd grande influéncia na regeneragdao de estruturas dentarias, exigindo materiais 3D
porosos (Bose, Vahabzadeh, & Bandyopadhyay, 2013; Montazerian & Zanotto, 2016).

Prevé-se que até 2020, o recurso a amalgama e restauragdes a base de resina irdo sofrer
um decréscimo, sendo substituidas por materiais criados por CAD/CAM, impressao em
3D e engenharia de tecidos. Os materiais que se afiguram a apresentar um ““futuro
promissor” neste sentido sdo a zirconia (ZrO;), as vitroceramicas e as ceramicas
infiltradas com vidro (Montazerian & Zanotto, 2016).

O possivel sucesso futuro da impressdo a 3D de biomateriais deverd passar pela
capacidade de controlo: do desgaste do material, das propriedades mecanicas, fisicas,
bioquimicas, e propriedades elétricas com vista a se lograr um maior controlo e
otimiza¢do da interacdo celular e com o meio circundante do biomaterial, de modo a
proporcionar a regeneracdo e funcdo dos tecidos (Jakus et al., 2016). A possivel
modificacdo da microestrutura e porosidade ainda carece de uma investigagdo mais
aprofundada, por forma a conseguir controlar, por completo, os processos de

osteointegragdo e a biologia peri-implante (Anssari Moin et al., 2016).

1.4.1 Producio de implantes em 3D — testes in vitro

Em 2014, Chen et. al. desenvolveram um implante em 3D personalizado e testaram o
desempenho mecanico e biomecanico em estudos experimentais e simulagdes in vitro. Os
mesmos concluiram que a impressao pela técnica seletiva de fusdo a laser provou ser um
meio eficiente de impressao de implantes dentarios personalizados, totalmente densos,
com alta resisténcia e com precisdo dimensional, exibindo uma melhor distribuicao de
stress ¢ estabilidade primaria do que um implante com caracteristicas standard (Chen et
al.,2014).

Lee & Jiang, fabricaram e testaram implantes de zirconia através de um sistema de

impressao em pasta tridimensional. A partir dos resultados obtidos, foram conclusivos
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quanto a qualidade dos implantes, provando que este tipo de impressao possui boa
capacidade para fabricar implantes de zirconia em 3D (S.-Y. Lee & Jiang, 2015).
Osman et al. em 2017, investigaram a topografia da superficie e a precisdo dimensional
de um implante de zirconia impresso em 3D, com medidas personalizadas e as
propriedades mecanicas de discos de zirconia impressos através da técnica de
processamento de luz digital (DLP) (Figura 8). A DLP demonstrou ser eficiente para a
impressdo de implantes dentarios personalizados de zirconia revelando precisdo

dimensional suficiente (Osman et al., 2017).

) I (b)

Figura 8 - Designs de a) implante 3D-CAD e b) implante impresso em 3D (Osman et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo o estudo in vitro da zirconia estabilizada com
itria, impressa em 3D (3YSZ), de forma a investigar adesdo, viabilidade, proliferacao e

resposta osteogénica dos osteoblastos MG-63, quando comparada com o titanio tipo V.

O apuramento sobre a viabilidade do uso do mencionado material de reabilitacao
afigura-se de manifesta atualidade no ambito da reabilitagdo com implantes dentarios. A
atualidade e acuidade do tema ¢ evidenciada pelo facto de a zirconia estabilizada com
itria impressa em 3D poder ser utilizada em situagdes clinicas que podem desaconselhar
outro tipo de interveng¢do, tendo igualmente vantagens ao nivel estético, além de que, no
limite, prevemos uma redugao do custo de produgao.

Nestes termos, assumimos a pretensdo de que a presente investigacao possa ter o nosso
contributo cientifico na discuss@o do tema, tendo a firme determinagdo de que este
trabalho possa vir a colaborar para a implementacao da pratica futura de novas técnicas
no ambito da reabilitacio com implantes dentarios, com recurso a nova geracdo de
dispositivos médicos/biomateriais osteo-implantaveis.

Exposto o objetivo do presente projeto, e tendo sido evidenciada a atualidade e
relevancia do mesmo, cabera passar ao enquadramento comparativo dos materiais,
técnicas e suas respostas biologicas, procurando sempre evidenciar a analise dos
resultados obtidos na investigacao levada a cabo, para, por fim, apresentar aquelas que

sdo as nossas conclusoes cientificas da mesma.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Tipo de estudo

O projeto trata-se de um estudo de fase um, para testar a capacidade de osteointegracao
do material zirconia estabilizada com itria, impresso em 3D, para uma posterior aplicagao

no ambito da implantologia.

3.2 Local de realizacao do estudo

Esta investigagao foi realizada no Instituto Superior de Ciéncias da Satde Egas Moniz,
no departamento Centro de investigacdo interdisciplinar Egas Moniz (CiiEM), durante
sete meses. O material estudado foi produzido e impresso em 3D, como demonstrado na
Figura 9 (material fornecido pela empresa Innovnano), pelo departamento de Ciéncias

dos Materiais da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia (FCT).

3.3 Amostra estudada

Foram produzidas 21 placas em forma de paralelepipedo de 18 mm de lado e 2 mm de
altura e 15 cilindros com 9 mm de didmetro e 2 mm de altura de zirconia estabilizada com
itria impressa em 3D (3YSZ). Esta técnica consiste na impressdo de uma pasta que ¢
impressa a partir da fusdo de um filamento polimérico através de uma impressora 3D
(Figura 10 e Figura 11). O titanio de grau V (6AL-4V ELI) comercializado pela empresa
SignoVinces foi utilizado neste trabalho como material de controlo. Desta forma, foram
fabricadas 21 placas em forma de paralelepipedo de 23 mm de comprimento, 18 mm de

largura e 2 mm de altura (Figura 10).

Figura 9 - Impressdo em 3D de um cilindro do material 3YSZ, produzido pelo o departamento de
Ciéncias dos Materiais da FCT.
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Figura 10 - Amostras de titanio (esquerda) e 3YSZ (centro e direita).

Figura 11 - Imagem macroscopica da superficie da amostra de 3YSZ.

3.4 Preparacio das amostras

A esterilizacdo dos materiais foi iniciada em isopropanol a 70% (Gibco) durante 15
minutos e de seguida ficaram submersas durante a noite em PBS (Solucdo Salina
Tamponada com Fosfato, Gibco). Por fim, as amostras foram colocadas na autoclave para

garantir a completa esterilizagao.

3.5 Analise por microscopia eletronica de varrimento

A morfologia da superficie das amostras foi avaliada a partir de imagens obtidas
através do microscopio eletronico de varrimento (JSM-5400). Para isso, utilizou-se uma
amostra de 3YSZ e uma amostra de titanio, ambas com a mesma forma de paralelepipedo.
Iniciou-se a fixacdo com a submersdo das amostras em glutaraldeido 2,3% em tampao de
cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,3 (Panreac Applichem), permanecendo nesta solugao
durante a noite. No dia seguinte removeu-se esta solu¢ao tampao e adicionou-se 2,5 mL
de tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,3 (Panreac Applichem). As amostras ficaram
nesta solucdo a uma temperatura de 4°C até se proceder a desidratacdo. Os materiais

foram desidratados em etanol, em concentracdes ascendentes (70%, 95% e 100%). De
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seguida, embebeu-se por duas vezes as amostras em Treptanol liquido (Merck KGaA),
colocando-se a 4°C e aguardando até a sua solidificacdo. Posteriormente colocaram-se as
amostras no vacuo. Finalmente, ap6s o revestimento por pulverizagdo com paladio, os
materiais foram examinados com um microscopio eletronico de varrimento acoplado com

uma camara fotografica.

3.6 Preparaciao da cultura celular

Na investigacdo, as células osseas testadas foram MG-63 (ATCC® CRL1427TM),
adquiridas na ATCC (Manassas, VA, USA). Esta linha provém de um osteossarcoma de
um ser humano, com 14 anos e género masculino. O meio de crescimento utilizado para
esta linha celular foi o Eagle's Minimum Essential Medium (ATCC). Optou-se por esta
linha celular de osteoblastos MG-63, uma vez que as células do osteossarcoma sio
derivadas de tumores malignos compartilhando algumas caracteristicas osteoblasticas
(Pautke et al., 2004).

As células foram mantidas congeladas em azoto liquido e para iniciar a cultura, estas

foram descongeladas em banho maria a 37°C (durante 1-2m), e de seguida adicionadas a
9 mL de meio completo de DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium (Gibco),

constituido por 88% DMEM; 1% Penicillin-Streptomycin (Gibco); 1% Fungizone
(ATCC) e 10% Fetal Bovine Serum (ATCC) num frasco de cultura (25 cm? de 4rea) e
incubadas a 37°C com 100% de humidade atmosfera e 5% de CO». As células aderentes
foram mantidas até que atingissem a confluéncia de 80%, sendo nessa altura realizadas
subculturas.

Para controlo a cultura celular foi observada ao microscopio otico invertido, Figura
12. Para subcultivar as células, o meio foi removido e as células foram lavadas com trés
vezes o volume de PBS. Para libertar as células da parede do frasco usou-se tripsina-
EDTA (Gibco) durante 5 minutos, a 37°C e 5% de CO-. Para interromper a atividade
enzimdtica da tripsina foi adicionado trés vezes o volume de meio completo.
Posteriormente, as células foram recuperadas por centrifugagao (125 rpm, durante 7m30s
a 25°C), ressuspendeu-se cuidadosamente em meio completo pré-aquecido, depois foram
colocadas em novos frascos para posterior cultura, ou usadas nas respetivas experiéncias.
Para manter a viabilidade, seja durante as experiéncias seja entre subculturas, o meio foi

mudado duas vezes por semana.
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Por fim, procedeu-se a quantificagdo das células existentes na suspensao. Para essa
contagem das células retirou-se 20 pl da suspensdo e adicionou-se 20 pl de azul de tripano
(Sigma-Aldrich) a suspensdo anterior para se poder distinguir, as células viaveis das ndo
vidveis. Adicionou-se uma amostra de suspensao num hemacitometro para a estimativa
da densidade celular. Apds a contagem do niimero total de células, estas foram utilizadas

paras as experiéncias.

Figura 12 - a) Morfologia das células osteoblasticas em meio completo de DMEM, aderidas ao
poliestireno do frasco de cultura; b) Morfologia das células osteoblasticas, quando estdo submersas em
tripsina. Observagao a fresco em microscopio invertido x10.

3.7 Adesao celular

Na primeira avaliacao da adesdo celular foram utilizadas uma amostra de 3YSZ e uma
de titdnio em forma de paralelepipedo. Estas foram colocadas em placas de seis pogos e
foram semeadas com 2,6 X 10° células em cada poco.

A quantificacdo da adesdo foi realizada aos 30 minutos, 2 e 4 horas (Felgueiras, 2011).
Apo0s cada periodo pretendido, o meio foi recolhido em tubos de ensaio para posterior
contabilizacdo. De seguida, as células foram lavadas com trés vezes o volume de PBS.
As amostras de 3YSZ e titdnio foram colocadas em novos pocos e adicionou-se 2 mL de
tripsina-EDTA em cada pogo (de forma a cobrir completamente a amostra). As placas
foram colocadas na estufa durante 20 minutos, a 37°C e 5% de CO». Depois adicionou-
se 2 mL de meio completo para inativar a tripsina € removeu-se a suspensao para os

respetivos tubos (amostra € pogo), para a quantificagdo das células (Figura 13).
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» Células no Meio
» Células na Amostra

— W Células no Pogo

Figura 13 - Representag@o esquematica, numa visualizacdo lateral da placa de um pogo com uma
amostra e meio de cultura. Demonstra os locais principais de onde as células sdo removidas e depois
quantificadas.

Na quantificagdo das células aderidas aos 30 minutos, 2 e 4 horas, utilizou-se a técnica
de contagem através do microscopio invertido a partir do hematocitdémetro. Durante a
quantificagdo também se procedeu a investigacao da viabilidade celular, contabilizando
as células vidveis e a células mortas (nucleo colorido).

Realizou-se uma segunda avaliagdo de adesdo celular, com uma nova passagem de
células independente, onde a adesdo foi quantificada as 24 horas, em cinco amostras de
3YSZ e cinco amostras de titanio, em forma de paralelepipedo. Foram semeadas 1,6 x 10°

células em cada pogo com a respetiva amostra (Figura 14).

Figura 14 - Placas de 6 pogos com as amostras a) 3YSZ e b) titanio imersas na suspensdo contendo os
osteoblastos células MG-63.

As células, apos as 24 horas, foram quantificadas através da utilizagdo do sal amarelo
tetrazolio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT, Sigma-Aldrich) que, na
presenca de células viaveis, ¢ reduzido por uma desidrogenase mitocondrial formando
cristais de formazan, de cor roxa, insoluveis em dgua (Mosmann, 1983). A quantidade de
absorvancia do formazan reflete o nivel de metabolismo celular, o que permite aferir

sobre o nimero de células vidveis. Este teste foi feito para cada amostra independente em
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triplicado. A 130 pl num eppendorf adicionou-se 1/10 de volume de solugdo stock de
MTT (5 mg/mL) e foram incubados na estufa durante 2 horas e 30 minutos, a 37°C e 5%
de CO,. Apos esse tempo, centrifugou-se a 8000 rpm durante 7m30s. Eliminou-se o
sobrenadante e de seguida adicionou-se igual volume de dimetilsulfoxido que dissolve os
cristais de formazan (DMSO, Sigma-Aldrich). Seguidamente ficaram em repouso, sem
luz, durante 30 minutos. O meio de cultura foi analisado simultaneamente para ser usado
como brancos. Por fim, leu-se a absorvancia a 492 nm com um leitor de microplacas
(Platos R 496).

As amostras de 3YSZ e titanio, como se pode ver na Figura 10, ndo tém precisamente
a mesma area. De forma a conseguir comparar os materiais, procedeu-se a normalizacao
dos resultados obtidos das absorvancias em relagdo a area de contacto. Para isso utilizou-

se o valor 2,89 cm? para a amostra de 3YSZ e o valor 4,14 cm? para a amostra de titanio.

3.8 Proliferacao celular

A avaliagdo da proliferagao celular foi efetuada ao longo de sete dias. Utilizaram-se
cinco amostras cilindricas de 3YSZ, em cada um dos dias de avaliacao, no 1°, 3° ¢ 7° dia.
Estas foram colocadas em placas de 24 pocos e foram semeadas com 6,0 X 10* células
em cada pogo com a respetiva amostra. A proliferagdao foi avaliada na superficie da
amostra de 3YSZ e na superficie controlo (poliestireno do frasco de cultura), sitio onde
foram cultivadas células sem qualquer amostra. Depois do periodo pretendido removeu-
se 0 meio de cada pocgo, lavou-se com PBS, e de seguida pela acdo da tripsina as células
foram desagarradas e quantificadas (procedimento realizado de modo semelhante descrito
em 3.7 Adesdo celular). Para a quantificagdo das células, utilizou-se o teste de MTT
(procedimento mencionado anteriormente, em 3.7. Adesdo celular). Este teste foi feito

para cada amostra em triplicado.

3.9 Biomineralizac¢ao

Para investigar a capacidade que os osteoblastos MG-63 tem para formar osso em
contacto com 3YSZ e o titanio, procedeu-se a uma medida indireta por quantificacao do
mineral de fosfato de célcio depositado. Para este teste utilizaram-se cinco amostras de
3YSZ e cinco de titdnio, ambas em forma de paralelepipedo, em cada um dos dias de

avaliacdo, 7° e 14° dia de mineralizacdo. Para estas experiéncias os osteoblastos foram
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cultivados em meio completo suplementado com 50 mM acido ascorbico (Sigma-
Aldrich) e 10 mM B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich) (Felgueiras, 2011). O procedimento
para a quantifica¢do do calcio foi seguido de acordo com o método de Felgueiras (2011),
com algumas alteracdes. Todas as solugdes utilizadas foram preparadas com agua Milli-
Q. Apos os tempos pretendidos, o meio foi removido, e lavou-se com trés vezes o volume
de TBS (Solugao salina tamponada com Tris, Sigma-Aldrich). De seguida, colocaram-se
as amostras em novas placas de seis pocos e adicionou-se 2 mL de 4cido tricloroacético
15% (TCA, Sigma-Aldrich) e incubou-se durante uma hora. Para a detecdo de calcio,
retirou-se 200 ul e destes foram analisados 10 pl em triplicado. Em cada triplicado foi
adicionado 1 mL de Arsenazo Il (Sigma-Aldrich) preparado em 0,2 mM de PBS e
incubou-se durante 15 minutos. Os niveis de calcio (Ca®") foram quantificados por
absorvancia, usando um espectrofotometro (Helios Epsilon) a 650 nm de absorvancia.
Foi realizada para cada analise uma curva de calibragdo a partir de uma série de solugdes
com cloreto de célcio (CaClz) em TCA 15%, com as concentragdes de calcio: 0, 50, 100,
200, 500, 600, 800 e 1000 ng/mL (Felgueiras, 2011).

Para a detecdo de fosfato, as amostras foram analisadas apos 48 horas de incubagdo
em TCA. Retirou-se 100 pl de cada suspensdo das amostras de titdnio e 50 pl de cada
suspensao das amostras de 3YSZ sendo estas tltimas diluidas com 50 pl de TCA 15%. A
cada amostra, adicionou-se, 800 pl de solugdo AAM (esta solucdo continha: dois volumes
de acetona (Carlo-Erbra), um volume de 4cido sulfurico (Acros) 2,5 mol/l e um volume
de 10 mM de molibdato de amonio) e agitou-se vigorosamente. De seguida adicionou-se
80 ul de acido citrico (Sigma-Aldrich) a 1 mol/l e agitou-se de novo fortemente. Esperou-
se durante 30 minutos em repouso. Os niveis de fosfato produzido foram quantificados
por absorvancia, usando um espectrofotometro (Helios Epsilon) a 355 nm. Foi realizada
para cada andlise uma curva de calibragdo com uma série de solugdes de
(di)hidrogenofosfato de sddio (NaH2POs) em TCA 15%, com as concentragdes de
fosfato: 0, 10, 20, 40, 100, 120, 160 e 200 ng/mL (Felgueiras, 2011).

3.10 Analise estatistica
Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software IBM SPSS™
(Statistical Package for the Social Sciences) versao 24 para Windows® e Microsoft

Excel® versio 2016.
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Para o teste de adesao foi aplicado o teste de Mann-Whitney uma vez que nao havia
distribuicdo normal nas amostras de titdnio. Nas restantes investigacdes aplicaram-se os
testes de normalidade e #-Student para amostras independentes. Os resultados foram
expressos em médias e desvio padrao. Os testes foram aplicados com nivel de confianca

de 95% e um nivel de significancia de 5% (0,05).
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4 RESULTADOS

De acordo com o que ja foi mencionado, o principal objetivo desta investigagdo
consiste na avaliacdo da resposta dos osteoblastos MG-63 em contacto com um novo
material de implantologia, a zirconia estabilizada com itria impressa em 3D (3YSZ).

Numa primeira abordagem, analisou-se a superficie de cada material, posteriormente
foram descritos os resultados do momento em que os osteoblastos entram em contacto
com o material e a sua viabilidade, de seguida analisou-se se o material em questdo tinha
capacidade para que as células proliferassem. Por fim, de modo a testar a capacidade de
mineralizagdo, procedeu-se a quantificacdo de fosfato de calcio produzido pela linha de

osteoblastos MG-63.

4.1 Analise por microscopia eletronica de varrimento

A microscopia eletronica de varrimento revelou diferencas entre as superficies de
3YSZ e titanio, Figura 15. A superficie do material 3YSZ exibiu uma superficie rugosa e
porosa, contendo poros de tamanho diferentes. Em contraste na amostra de titanio,
observou-se uma superficie mais suave, com alguns sulcos e depressdes. Constatou-se
também uma diferenca evidente na area disponivel que o material 3YSZ apresentava,

observou-se um aumento de area superficial em relacdo a superficie do titanio.

20kV X750 18rm 707212 20kV X150 ieeprm 70722

Figura 15 - Microestrutura da amostra a) 3YSZ e b) titdnio, determinada por microscopia eletronica de
varrimento.
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4.2 Adesao celular

A adesdo celular dos osteoblastos MG-63 aos materiais 3YSZ e titanio foi analisada
aos 30 minutos, 2 e 4 horas apos contacto com 3YSZ e titanio. A sua quantificagdo foi
efetuada a partir da contagem do niimero de células ao microscopio invertido, conforme
demonstrado na Figura 16.

Na Figura 16 a) esté representado o processo de adesao ao longo do tempo para o caso
controlo. Neste ensaio foram quantificadas as células em suspensdo e as aderidas ao
material de poliestireno do pogo, representando o comportamento esperado. Aos 30
minutos a maioria das células encontravam-se no meio em suspensao, com o avangar do
tempo verificou-se que a quantidade de células em suspensdo diminuiu acentuadamente
e o numero de células aderidas ao po¢o aumentou.

Em ambas as amostras, 3YSZ (Figura 16 b)) e titanio (Figura 16 c)), verificou-se um
comportamento semelhante ao do controlo em que a maioria das células aos 30 minutos
estavam em suspensdo e com o passar das horas observou-se um declinio destas ¢ um
aumento no numero de células que aderiam ao pogo e as amostras. Em relagao as amostras
de 3YSZ e titanio, observou-se uma diferenca no niimero absoluto de células. Na Figura
16 b) aos 30 minutos a amostra de 3YSZ apresentava 3,08 X 10° células aderidas e na

Figura 16 ¢) a amostra de titAnio apesentava 2,06 X 10° células aderidas.
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Figura 16 - Progresso da adesdo celular na superficie a) controlo, b) 3YSZ e c) titanio aos 30m, 2h e
4h.
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O material 3YSZ apresentava as 2 horas um numero superior, 9,2 X 10° células
aderidas a superficie, comparativamente ao titinio, 4,1 X 10° células. As 4 horas
verificou-se 0 mesmo, ou seja, um numero maior de cé¢lulas aderidas ao material
3YSZ, 1,9 x 10* células, e menor para o titinio, 8,2 X 10° células. Em simultaneo, na
mesma experiéncia, a viabilidade das células foi determinada com base na técnica do
azul de tripano, tendo-se obtido para o material 3YSZ uma viabilidade entre os 75% e

100%, e para o titanio entre 66% e 100% (Tabela 6).

Tabela 6 - Viabilidade em percentagem das células MG-63 em contacto com o material 3YSZ e titanio,
aos 30m, 2h e 4h.

3YSZ Titanio

30 Minutos 100% 100%
2 Horas 75% 66%
4 Horas 100% 100%

Dado o baixo nimero de células que foi possivel contar para periodos tdo curtos, este
ensaio foi repetido com quantificacdo da adesdo apos 24 horas. Na investigacdo da adesao
das células as 24 horas, utilizou-se o teste de MTT para quantificar o nimero de células
aderidas. E comum utilizar-se o teste de MTT para quantificar o nimero de células numa
razdo diretamente proporcional a absorvancia. De forma a confirmar esta correlagdo entre
o valor de absorvancia e o numero de células existentes, esta foi testada nas condigdes do
laboratdrio para esta linha celular (Figura 17). Neste grafico observa-se que quanto maior

o namero de absorvancia maior o numero de células existentes.
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Figura 17 - Relacdo entre a absorvancia e o nimero de células do Teste de MTT realizada com as
células MG-63 osteoblastos.

Os resultados da adesao celular as 24 horas, estao representados na Figura 18 em forma
de absorvancia para cada amostra e controlo (po¢o sem amostras apenas com células). Os
valores de absorvancia foram normalizados pela area da superficie em cada caso para
serem comparaveis. Em relagdo as amostras verificou-se uma diferenca significativa
(p=0,032) entre os materiais. O titanio apresentou um valor superior de 18% de células
aderidas em relag¢do ao material 3YSZ. O controlo apresentou uma maior taxa de células

aderidas relativamente aos pogos que continham as amostras, como previsto (Figura 18).
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Figura 18 - Adesdo dos osteoblastos MG-63 as 24h nas amostras de 3YSZ, de titanio (Ti) e no controlo.
Os valores correspondem a médias + DP (n=5), *p=0,032.

45



Impressdo 3D de Zirconia estabilizada com itria — “Estudo in vitro”

4.3 Proliferacio celular

Um material com boas caracteristicas deve permitir a proliferacao celular, desta forma
a seguinte investigacdo debrugou-se sobre a proliferacdo dos osteoblastos MG-63 no
material 3YSZ, tendo sido avaliada ao 1°, 3° e 7° dia. Esta quantificacdo foi feita a partir
das células aderidas na amostra de 3YSZ e na superficie de controlo (material
poliestireno). No 1° e 3° dia, a proliferacao foi significativamente menor na superficie de
3YSZ (p=0,001) em relacao a superficie de controlo (Figura 19). No intervalo de tempo
do 1° para o 3° dia, houve um aumento de 5% da prolifera¢do na superficie de 3YSZ. No
entanto, do 3° para o 7° dia verificou-se um aumento de 637% da proliferagdo na amostra

de 3YSZ.
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Figura 19 - Analise da proliferacao celular (MG-63 osteoblastos) nas amostras de 3YSZ e no controlo
ao 1°, 3° e 7° dia. Os valores correspondem a médias + DP (n=5), *p=0,001, ** p=0,001 e ***p=0,022.

4.4 Biomineraliza¢ao

De forma a perceber a capacidade de mineralizagdo de 3YSZ, quantificou-se o célcio
e fosfato produzido pelas células osteoblasticas MG-63 ao 7° e 14° dia de contacto com

os materiais 3YSZ e titanio.
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Na quantificagdo de calcio (Figura 20), observou-se um aumento relevante ao longo
do tempo, sendo que ao 7° dia, foi determinada uma quantidade de 62,1 pg/(mL.cm?) para
3YSZ e de 6,96 pg/(mL.cm?) para o titinio. No 14° dia foi observada uma quantidade de
130,7 pg/(mL.cm?) na amostra de 3YSZ e 64,9 pug/(mL.cm?) na amostra de titanio. Tanto
no 7° como no 14° dia, foi notoria a diferenca significativa (p<0,001) entre os materiais.
Nos dias avaliados a amostra de 3YSZ apresentou um niimero significativamente maior
na produgdo de calcio em comparacdo com o titanio.

Na quantificagao do fosfato no 7° dia, (Figura 21) amostra de 3YSZ apresentava uma
quantidade de 81,2 pg/(mL.cm?) e 4,9 pg/(mL.cm?) na amostra de titAnio. No 14° dia
verificou-se 51,1 pg/(mL.cm?) na amostra de 3YSZ e 4,1 ug/(mL.cm?) na amostra de
titanio, de fosfato produzido. Neste dia existiu uma ligeira redu¢do na produgao de fosfato
em ambas as amostras. Nos dias avaliados houve uma diferenca significativa entre os
materiais (p<0,001). A quantidade de fosfato no titanio desde o 7° até ao 14° dia, foi muito
constante e relativamente baixa, em contrapartida com 3YSZ que desde o 7° até ao 14°

dia exibiu valores muito mais elevados na producdo de fosfato.
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Figura 20 - Evolugdo da produgdo de Ca*'pelas células MG-63 com o tempo nas amostras de 3YSZ e
titdnio (T1). Os valores correspondem a médias = DP (n=5), *p<0,001 e **p<0,001.
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Figura 21 - Evolugdo da produgio de PO4* pelas células MG-63 com o tempo nas amostras de 3YSZ e
titdnio (T1). Os valores correspondem a médias + DP (n=5), *p<0,001 e **p<0,001.
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5 DISCUSSAO

Os materiais aplicados em implantologia devem facilitar o processo da regeneragao
Ossea, e consequentemente a proliferagao celular, a diferenciacao e a formagao de matriz
Ossea.

A linha celular que se utilizou no nosso estudo, de osteoblastos MG-63 com
caracteristicas osteoblasticas (Pautke et al., 2004), apresentou maior afinidade para
adesdo ao material 3YSZ, nos diferentes tempos estudados 30 minutos, 2 ¢ 4 horas,
quando comparada com o titanio. Este resultado foi semelhante ao obtido por Yamashita
et al. (2009) que avaliaram a diferenga na taxa de adesdo celular a 1h, 3h e 6h, no 3Y-
TZP (uma zirconia estabilizada com 3% mol de itria) e no titanio puro, e verificaram que
esta era superior para a 3Y-TZP (Yamashita et al., 2009).

No decorrer dos nossos estudos, foi evidente o grande numero de células MG-63
aderidas ao pogo das placas, quando comparado ao nimero de células aderidas as
amostras. Esta observacao pode ser explicada pelo facto do poliestireno, material de que
sao feitas as placas de cultura, possuir carga negativa, o que vai propiciar a adesdo celular
(Curtis, Forrester, Mclnnes, & Lawrie, 1983; Teixeira, Anjos, Soares, Jr., & Conz, 2009).

Na avaliacao da viabilidade das células em contacto com 3YSZ, pela técnica do azul
de tripano, realizada em simultdneo com a contagem ao microscopio da adesdo aos 30
minutos, 2 ¢ 4 horas, a amostra de 3YSZ revelou valores de viabilidade entre os 75% ¢
100%, e o titanio entre 66% e 100%. Esta primeira anélise permite aferir que 3YSZ exibe
um intervalo de viabilidade comparavel ou superior ao titdnio. Estes resultados sdo
coincidentes com estudos que confirmam a viabilidade celular em contacto com pds de
zirconia testados com diferentes linhas celulares através de varios métodos (viabilidade
de células e testes de MTT) (Dion et al., 1994; Gautam et al., 2016; Li, Liu, Hermansson,
& Soremark, 1993). Strickstrock et al. (2017) também avaliaram a viabilidade dos
osteoblastos em contacto com diferentes graus de rugosidade de zirconia policristalina
tetragonal estabilizada com itria (Y-TZP), e chegaram a conclusdo que as células exibiam
viabilidade superior a 95% sem efeitos citotoxicos (Strickstrock et al., 2017). Ainda
assim, ¢ necessario um numero maior de amostras (n=1) para aferir sobre a viabilidade
do material 3YSZ.

Por ser um método mais rigoroso de contagem celular qualitativa optou-se pelo teste
de MTT na avaliacdo da adesdo celular as 24 horas. Mosmann, em 1983, refere que o

teste de MTT possui varias vantagens, tais como: a capacidade que tem para clivar todas
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as c¢lulas vivas, a velocidade a que as amostras podem ser processadas resultando na
possibilidade de gerir grandes quantidades de dados e uma quantificagdo precisa
(Mosmann, 1983).

Na avaliagdo de adesao celular as 24 horas, o controlo apresentou um nimero maior
de células do que as amostras de 3YSZ e de titanio devido a maior afinidade para o
material dos frascos de cultura. Em rela¢do a quantidade de células que se encontravam
aderidas as amostras verificou-se um ligeiro aumento (18%) no ntimero de células
aderidas na amostra de titdnio. Uma possivel explicag¢ao para este facto, de acordo com a
literatura, podera ser devido as diferentes topografias que os materiais apresentam (3YSZ
exibe uma superficie mais irregular). De acordo com Harvey et al. (2013), as
caracteristicas topograficas tais como os sulcos ou elevacdes podem influenciar o
comportamento da adsor¢ao das proteinas. Adicionalmente, a curvatura da superficie
pode, posteriormente, tornar os recetores para as células mais acessiveis ou menos
acessiveis. Esses pontos de ancoragem permitem que as c€lulas se consigam mover e
espalhar pela superficie (Harvey, Hill, & Bayat, 2013). Segundo Felgueiras (2011) e
Guifang et al. (2016) no titanio e nas suas ligas, quando sdo expostos ao ar ou a agua,
forma-se espontaneamente uma camada de dioxido, ao qual se d4 o nome de condicdo
passiva de titanio. O surgimento desta camada de 6xido superficial pode acentuar a
biocompatibilidade e osteointegracao do titanio (Felgueiras, 2011; G. Wang et al., 2016).
Surge desta forma outra explicacdo para a diferenca referida entre o material 3YSZ e
titdnio. Ja Depprich ef al., em 2008, obtiveram resultados em sentido contrario através da
analise de discos de Y-TZP e titdnio puro, ambos com tratamento acido na superficie, as
24 horas. Nessa avaliacao registaram um maior nimero de células aderidas ao Y-TZP do
que ao titanio (Depprich et al., 2008).

Os diferentes métodos de quantificagdo, o processo de recuperagdo das células
aderidas as amostras e o facto do material 3YSZ ser um material mais poroso que o titdnio
podera estar na origem das diferentes taxas de adesdo de células entre os 30 minutos, 2,
4 e 24 horas.

Uma das limitagdes do nosso trabalho foi o reduzido nimero de amostras no teste de
adesdo aos 30 minutos, 2 e 4 horas e no teste de viabilidade, pelo que os testes deverdo
ser repetidos com 0 mesmo processo de quantificagao celular (teste de MTT) utilizado no
teste de adesdo as 24 horas. Uma vez que 3YSZ ¢ um material poroso seria também
vantajoso a observacdo das amostras ao microscopio eletronico de varrimento, de forma

a perceber se as células encontram-se aderidas em profundidade (dentro dos poros) na
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amostra. Se se repetir o teste de adesdo aos 30 minutos, 2 ¢ 4 horas e se verificar que
3YSZ continua com valores superiores ao titAnio, mesmo apresentando as 24 horas 3YSZ
valores inferiores ao titdnio, uma possivel explicacao sera pela porosidade que o material
tem. Através da porosidade as células vao conseguir migrar mais em profundidade,
tornando a sua recuperagdo através da técnica da tripsina, um processo mais dificil. Em
contrapartida, se no teste de adesdo aos 30 minutos, 2 ¢ 4 horas se obtiver um niimero
inferior de células aderidas a 3YSZ, continuando as 24 horas com valores inferiores ao
titanio, surge como possivel explicagdo a topografia do material 3YSZ, que
possivelmente ndo serd a mais vantajosa para a adesao celular.

Uma forma de perceber se o material permite uma osteointegragdo com sucesso,
consiste na capacidade de as células proliferarem sobre o material. No nosso estudo,
verificdmos que a proliferacdo celular ao longo do tempo aumentou, o que seria de esperar
que acontecesse num material com boas propriedades de osteointegracdo. Do primeiro
para o terceiro dia, observou-se um aumento discreto de 5% de células em contacto com
a amostra de 3YSZ, o que podera estar relacionado com a fase lag do crescimento celular.
A fase lag do padrdo caracteristico do crescimento celular corresponde ao periodo de
adaptacdo, no qual ndo se observa variacdo no nimero de células (Freshney, 2010). Do
terceiro para o sétimo dia houve um aumento exponencial do crescimento celular.
Observou-se uma diferenca significativa entre o0 3YSZ e o controlo. Tal como para a
adesdo, o material de controlo apresentou em todos os dias de avaliagdo, um niimero
superior de células. Este fendémeno pode ser justificado pelo material dos frascos de
cultura e pelas suas caracteristicas favoraveis as culturas celulares.

Os resultados do estudo de Depprich et al. (2008), com Y-TZP, estdo em concordancia
com os que nods obtivemos, aumento evidente do terceiro para o sétimo dia. Idénticos
resultados foram obtidos por Han ef al. (2011) ao comparar Y-TZP com titanio, tendo
verificado que a zirconia apresentava um numero significativamente maior de células ao
sétimo dia (S. Han et al., 2011). Recentemente, o trabalho de Hadjicharalambous et al.
(2015), também apresentou semelhancas com os resultados que obtivemos para a
proliferagdo celular. Na avaliagdo da proliferacdo entre duas ceramicas, uma estabilizada
com itria e outra com magnésio, YSZ e MgSZ, o numero de células vidveis foi maior em
YSZ durante todo o periodo de cultura (Hadjicharalambous, Mygdali, et al., 2015).

Outro fator que nos parece importante salientar e que poderd influenciar a proliferacao
celular ¢ a porosidade. Hadjicharalambous ef al. (2015), testaram diferentes porosidades

de zirconia estabilizada com itria, e chegaram a conclusdo que a proliferacdo ao oitavo
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dia era superior nos materiais em que a porosidade aumentou de 23% para 49%. Uma vez
que a porosidade ¢ uma caracteristica intrinseca no material 3YSZ, admitimos que
proliferagdo ao 7° dia pode estar relacionada com o grau de porosidade que o material
exibe. Através do SEM, observou-se que 3YSZ ¢ um material poroso e rugoso e o titanio
exibe uma superficie mais lisa. Hadjcharalambous et al. (2015) chegaram a conclusdo
que biomateriais porosos permitem boas respostas bioldgicas e possuem propriedades
mecanicas semelhantes ao 0sso cortical, sugerindo o seu potencial para usar como matriz
para a regeneragao ossea. Hadjicharalambous et al. (2015), demonstraram que na zirconia
estabilizada com itria, mais porosa, havia uma maior interconexao entre os poros dentro
da amostra, resultando numa melhor circulacdo de meio nutritivo para as células, tendo
como consequéncia promover a migracdo e o desenvolvimento das células
(Hadjicharalambous, Mygdali, et al., 2015).

Assim, e pela semelhanca dos nossos resultados com os de outros estudos, podemos
inferir que o material 3YSZ permite uma boa proliferacao das células osteoblasticas num
curto espaco de tempo, podendo-se considerar que possui uma das caracteristicas ideais
para o desenvolvimento de uma osteointegracdo bem-sucedida.

Outra particularidade importante para a osteointegra¢ao de um material € o seu poder
osteogénico, € no 3YSZ, existiu uma diferenca significativa entre 3YSZ e titanio,
relativamente as quantidades observadas de célcio e fosfato, no sétimo e no décimo quarto
dia. A quantidade de fosfato de célcio produzida pelos osteoblastos no 3YSZ foi superior
aos valores quantificados no titanio. Como na adesdo celular as 24 horas se verificou um
numero de células aderidas ao titanio superior relativamente ao 3YSZ, seria de esperar
que existisse maior quantidade de fosfato de célcio no titdnio. Mesmo apresentando
menos osteoblastos aderidos, o 3YSZ apresentou maior quantidade de fosfato de calcio.

De acordo com a literatura, existem diferentes marcadores para investigar a atividade
osteoblastica, nomeadamente a producao de colagénio, a mineralizacdo do calcio ¢ a
atividade da fosfatase alcalina (pico de producao por volta do sétimo dia, em média). No
inicio da mineralizagdo da matriz também sdo expressos os genes que codificam a
osteocalcina, a sialoproteina Ossea e a osteopontina (Y. D. Cho et al, 2014;
Hadjicharalambous, Buyakov, Buyakova, Kulkov, & Chatzinikolaidou, 2015). Outro
método aceite para avaliacdo da atividade osteogénica e por nos utilizado ¢ a
quantificagdo de fosfato de célcio que para o 3YSZ demonstrou sempre ser superior
relativamente ao titdnio. Hadjicharalambous et al. (2015) verificaram uma maior

atividade osteoblatica em ceramicas YSZ, quando comparadas com MgSZ e observaram
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maior quantidade de calcio depositado (Hadjicharalambous, Mygdali, et al., 2015).
Assim, em relagdo a resposta osteogénica estes resultados sdo concordantes com os
nossos. Recentemente, Hadjicharalambous ef al. (2015) testaram diferentes materiais
ceramicos, nomeadamente a alumina, a zirconia estabilizada com itria € o compdsito
zirconia—alumina com porosidades semelhantes, em contacto com pré-osteoblastos. Apos
catorze dias, a deposi¢cdo de célcio foi quase duas vezes maior dentro das superficies
porosas (Hadjicharalambous, Buyakov, et al., 2015). Em 2017, Gapski e Martinez
avaliaram a resposta osteogénica dos osteoblastos as 24, 48 e 96 horas, nas superficies de
zircOnia e titanio. Os mesmos também verificaram que a zirconia, tal como os nossos
resultados, apresentava niveis superiores em relagdo ao titanio (Gapski & Martinez,
2017). German et. al (2014), avaliaram qualitativa e quantitativamente a mineralizagao
da matriz, e verificaram que no titdnio s6 se observou a partir do décimo quarto dia
(German, Osei-Bempong, Knuth, Deehan, & Oldershaw, 2014). Estes valores vao de
encontro aos nossos resultados obtidos na quantifica¢ao de fosfato de calcio pelo titanio.
O 3YSZ impresso em 3D exibiu valores de célcio e fosfato muito superiores ao titanio,
demonstrando ainda uma reposta de mineralizagdo promissora para a producdo de

material de implante.
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6 CONCLUSAO

Com base no nosso trabalho podemos inferir que:

e O material 3YSZ aparenta ser biologicamente, se ndo comparavel, superior ao
titanio;

e O material 3YSZ demonstrou uma adesdo celular nos periodos iniciais (30
minutos, 2 e 4 horas), superior ao titanio. As 24 horas, o titdnio demonstrou um
ligeiro aumento de 18% de células aderidas em relacdo a 3YSZ;

e Na avaliacdo da viabilidade, 3YSZ revelou intervalos de viabilidade superiores
ou comparaveis ao titanio;

¢ O material 3YSZ demonstrou ser um material que permite a proliferagao celular,
verificando-se um evidente aumento de células proliferadas do terceiro dia para
o sétimo dia;

e As imagens obtidas através do SEM mostraram que 3YSZ apresentava
porosidade, rugosidade e exibia uma area superficial superior ao titanio;

e A aptiddo de 3YSZ para originar biomineralizagdo foi evidente, uma vez que
mostrou grandes quantidades de fosfato de célcio produzido pelas células

osteoblasticas, apresentando diferengas significativas relativamente ao titanio.

O presente estudo mostrou que os osteoblastos MG-63 sdo capazes, in vitro, de se
aderir, proliferar e mineralizar em superficies de zirconia estabilizada com itria impressa
em 3D, sugerindo que o material ceramico testado poderd apresentar boa
biocompatibilidade e osteointegracdo. Os resultados obtidos sdo promissores para uma
futura aplicacdo da zirconia estabilizada com itria impressa em 3D, no ambito da

implantologia, em doentes.

Perspetivas futuras

Seré necessario realizar testes in vitro com um nimero maior de amostras de zirconia
estabilizada com itria impressa em 3D. S3o necessarios mais testes que permitam
conhecer ao pormenor o comportamento deste material, uma vez que este se pode tornar
num possivel substituto do titanio em situagdes selecionadas.

Os testes in vitro, em geral, sdo estaticos, uma vez que nao se consegue simular a

dinamica bioldgica, ou seja, as condi¢des a que um material fica sujeito quando ¢ inserido
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num organismo vivo. E importante compreender o comportamento em condigdes
bioldgicas de 3YSZ, nomeadamente o poder de osteointegracdo in vivo. A relevancia
clinica dos resultados obtidos devera ser confirmada em estudos realizados em animais e
posteriormente em aplicacdes clinicas a longo prazo.

De acordo com a literatura a zirconia apresenta um melhor comportamento do ponto
de vista microbiolégico em relacdo ao titanio. Se o material 3YSZ cumprir a funcio
temporal, poderd ser um possivel substituto do titdnio em situagdes selecionadas.

A introdugdo da personalizagdao dos implantes através da impressdao em 3D, tera num
breve futuro um lugar muito promissor. Em relag¢do ao custo da maquina¢do do material,
este ndo sera uma barreira intransponivel, pois com o avangar da tecnologia, com uma
maior preferéncia pela qualidade e com um aumento da producdo, o preco tenderd a
baixar. No entanto ainda sao necessarios mais estudos para recomendar o seu uso clinico.
O presente estudo abre um caminho para futuras investigagdes do material zirconia

estabilizada com itria impressa em 3D.
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ANEXOS
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Curva de calibragdo com uma série de solugdes de (di)hidrogenofosfato de sddio (NaH,PO4) em
TCA 15%.

y =0,0009x + 0,4997
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Calibragdo feita a partir de uma série de solugdes com cloreto de calcio (CaCl,) em TCA 15%.



