UNIVERSIDADE DE UBERABA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
MESTRADO ACADEMICO

BRUNO LEONARDO RIBEIRO OLIVEIRA

INFLUENCIA DO OXIDO DE TANTALO SOBRE A VIABILIDADE E
CITOTOXICIDADE EM CELULAS DE MAMIFEROS IN VITRO

UBERABA - MG
2025






BRUNO LEONARDO RIBEIRO OLIVEIRA

INFLUENCIA DO OXIDO DE TANTALO SOBRE A VIABILIDADE E
CITOTOXICIDADE EM CELULAS DE MAMIFEROS IN VITRO

Trabalho apresentado ao Programa de
P6s-Graduagdo em  Odontologia -
Mestrado Académico em Odontologia da
Universidade de Uberaba, como requisito
parcial para obtencao do titulo de Mestre
em Odontologia, na area de concentracéo
em Clinica Odontoldgica Integrada.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Rodrigues
Pinto

UBERABA - MG
2025



Catalogacio elaborada pelo Setor de Referéncia da Biblioteca Central UNIUBE

Oliveira, Bruno Leonardo Ribeiro.
041 Influéncia do oxido de tantalo sobre a viabilidade e citotoxicidade em
células de mamiferos in vitro / Bruno Leonardo Ribeiro Oliveira. — Uberaba,
2025.
36 f :il, p&b.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade de Uberaba. Programa de Pos-
Graduagio em Odontologia. Mestrado Académico em Odontologia. Area de
Concentragdo em Clinica Odontologica Integrada.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Rodrigues Pinto.

1. Materiais dentarios. 2. Materiais biomédicos. 3. Oxidos. 4. Implantes
dentarios. I. Pinto, Marcelo Rodrigues. II. Universidade de Uberaba.
Programa de Pos-Graduagdo em Odontologia. Mestrado Académico em
Odontologia. Area de Concentragdo em Clinica Odontologica Integrada. III.
Titulo.

CDD 617.6

Tatiane da Silva Viana — Bibliotecaria — CRB-6/3171

il



BRUNO LEONARDO RIBEIRO OLIVEIRA

INFLUENCIA DO OXIDO DE TANTALO SOBRE A VIABILIDADE E
CITOTOXICIDADE EM CELULAS DE MAMIFEROS IN VITRO

Dissertacao apresentada como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de
Mestre em Odontologia do Programa de
Po6s-Graduagdo em  Odontologia —
Mestrado da Universidade de Uberaba

Area de concentracao: Clinica

Odontoldgica Integrada

Aprovado(a) em: 29/08/2025

BANCA EXAMINADORA:
; |

\

Prof. Dr_Maredlo Rodrigues Pinto

Orlentador
Universidade de Uberaba

2 .
F A
Prof. Mbpro Antbnio Borges
Universidade de Uberaba
.

Y {
B ¢ \« MCRAAKS \‘&40 Vi
Prof. Dr. qun;';o Galo
Faculdade de Odontdlagia e Ribeirdo Preto - USP

iii






AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, o prof. Dr. Marcelo Rodrigues Pinto pelo apoio e orientagéo
durante todo o processo. A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de

Nivel Superior (CAPES), pela concessao do apoio financeiro através da bolsa de
mestrado PROSUP/TAXA.

v






RESUMO

O oxido de tantalo (Ta205) € um composto proveniente do tantalo, e apresenta
caracteristicas promissoras. Tais caracteristicas incluem alta resisténcia a
corrosao, biocompatibilidade, estabilidade quimica e propriedades dielétricas,
que possibilitam seu uso tanto em implantes quanto em dispositivos eletronicos
biomédicos. Além disso, o Ta20s possui potencial para modificacdo de
superficies, possibilitando agregar suas propriedades a outros materiais. Diante
0 exposto, o presente estudo teve por objetivo principal avaliar a resposta
citotdxica e inflamatoria de células de mamiferos expostas a superficies de titanio
revestidas com Ta20s. Para isso, foram realizados testes de viabilidade com
células VERO e ensaios de citotoxicidade e imunomodulagdo com células
mononucleares de sangue periférico (PMBCs). Como controle, foram utilizados
discos nao revestidos com Ta20s, placa de cultura sem amostra e adigéo de
Concanavalina A (ConA) a cultura como controle de ativagdo de PBMCs. As
analises foram realizadas no programa GraphPad Prism 8.0, sendo assumido a=
0,05. Os dados mostraram que a superficie revestida com Ta205 preserva a
viabilidade celular (98%) e induz baixos niveis de apoptose. Nesse sentido, a
deposicao de 6xido de tantalo (Ta20s5) sobre superficies como a do Ti, agrega
caracteristicas desejadas para os biomateriais por apresentar baixa
citotoxicidade, preservar a viabilidade celular e ndo induzir resposta imune

exacerbada mediante ativacao de populagdes de linfécitos T.

Palavras-chaves: Biocompatibilidade. Biomaterial. Modificacdo de Superficie.
Oxido de Tantalo.






ABSTRACT

Tantalum oxide or pentoxide (Ta20s) is a compound derived from tantalum and
has promising characteristics. These characteristics include high resistance to
corrosion, biocompatibility, chemical stability and dielectric properties, which
enable it to be used in both implants and biomedical electronic devices. In
addition, Ta20s5 has the potential to modify surfaces, making it possible to add its
properties to other materials. In view of the above, the main objective of this study
was to evaluate the cytotoxic and inflammatory response of mammalian cells
exposed to titanium surfaces coated with Ta20s. To this end, viability tests were
carried out with VERO cells and cytotoxicity and immunomodulation tests with
peripheral blood mononuclear cells (PMBCs). Uncoated Taz20s disks, a culture
plate without a sample and the addition of Concanavalin A (ConA) to the culture
were used as controls for PBMC activation. The analyses were carried out using
the GraphPad Prism 8.0 program, with a= 0.05 assumed. The data showed that
the Ta20s-coated surface preserves cell viability (98%) and induces low levels of
apoptosis. In this sense, the deposition of Ta20s5 on surfaces such as Ti adds
desirable characteristics for biomaterials as it has low cytotoxicity, preserves cell
viability and does not induce an exacerbated immune response through the
activation of T lymphocyte populations.

Keywords: Biocompatibility; Biomaterial, Surface modification; Tantalum oxide.
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1 INTRODUGCAO

O tantalo (Ta) e seu o6xido, o pentdxido de tantalo (Ta,Os), tém emergido como
materiais de grande interesse em diversas areas da ciéncia e engenharia devido as
suas propriedades singulares. O tantalo, um metal de transigao relativamente raro,
notabiliza-se por sua grande resisténcia a corrosao, alta biocompatibilidade, elevada
densidade e ponto de fusdo extremamente alto (Fialho et al., 2022).

Os recursos de tantalo mais abundantes sdo a Australia e o Brasil. O simbolo do
elemento é Ta e o numero atémico € 73. Possui excelente ductilidade; no estado frio,
sem recozimento intermediario, pode ser laminado em uma folha fina de menos de
0,01 mm e seu ponto de fusdo é de aproximadamente 3000 -C. O tantalo metalico é
estavel no ar em temperatura ambiente e quando aquecido acima de 500 °C, a
oxidagao é acelerada para produzir Ta205 (Habashi, 2013; Minagar et al., 2015).

Na sua forma elementar, o tantalo possui boa biocompatibilidade devido a
formagdo de uma camada passiva de Oxido de tantalo em sua superficie quando
exposto ao ambiente biologico. Essa camada impede a liberagdo de ions metalicos
téxicos e promove a osseointegragao, o processo pelo qual o 0sso cresce diretamente
na superficie do implante (Branemark, 1983). A alta resisténcia a corrosao garante a
longevidade dos dispositivos implantados, minimizando a degradagao e a resposta
inflamatdria em longo prazo (Black, 1988). Além disso, a biocompatibilidade do tantalo
foi comprovada em estudos que demonstram a auséncia de reacdes adversas ou
rejeicdo por parte do organismo, tornando-o uma interessante a outros metais
utilizados em implantes, como o titanio (Black, 1994; Huang et al., 2021; Wang et al.,
2023).

Na forma de pentéxido (Ta,Os), o tantalo, apresenta excelentes propriedades
dielétricas, boa estabilidade, indice de refracdo elevada, fotoatividade, resisténcia
mecanica e uma superficie que favorece a adesao celular, facilitando a integragao
com tecidos biolégicos (Fernandez-Lizarraga et al., 2022; Lu et al., 2023; Mashtalyar
et al., 2024; Mohapatra & Sulka, 2024). Em suas diversas formas (amorfa, cristalina,
etc.), Ta,Os demonstra biocompatibilidade e bioatividade em certas configuragdes.
Sua natureza ceramica, por exemplo, confere dureza e estabilidade quimica,
enquanto sua porosidade controlada pode promover a adeséao e proliferagao celular
(Habibovic & De Groot, 2007; Fernandez-Lizarraga et al., 2022; Cui et al., 2023).
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A estrutura porosa do tantalo tem demonstrado ser muito vantajosa para
aplicacbes em implantodontia e cirurgia bucomaxilofacial. Sua porosidade
interconectada permite a infiltragdo de células &ésseas e vasos sanguineos,
promovendo uma osseointegracgao robusta e acelerada (Fraser et al., 2020; Wang et
al., 2022; Wang et al., 2023). Estudos tém investigado a eficacia do tantalo poroso em
implantes dentarios em areas com o0sso de baixa densidade, demonstrando resultados
promissores em termos de estabilidade primaria e sucesso em longo prazo (Bencharit
et al., 2015). De fato, o tantalo poroso tem sido utilizado como substituto de enxerto
06sseo em procedimentos de aumento alveolar e preenchimento de defeitos 6sseos.
Sua capacidade de atuar como um scaffold tridimensional para o crescimento ésseo,
aliada a sua biocompatibilidade, o torna uma alternativa interessante aos enxertos
autogenos e alogenos, evitando a morbidade do sitio doador e o risco de transmissao
de doengas (Fraser et al., 2019; Carraro & Bagno, 2023; Cui et al., 2023). Pesquisas
recentes exploram a combinacdo do tantalo poroso com fatores de crescimento ou
materiais bioativos para potencializar ainda mais a regeneragdo o6ssea (Wang et al.,
2018; Guo et al., 2019; Huang et al., 2022; Cui et al., 2023).

Na area médica, o tantalo tem sido amplamente utilizado na fabricagdo de
implantes ortopédicos, como hastes intramedulares, parafusos e placas para fixacao
de fraturas, e componentes de préteses articulares. Sua alta radiopacidade permite
facil visualizagao por raios-X, facilitando o posicionamento preciso durante a cirurgia
€ 0 acompanhamento pos-operatorio. A natureza porosa do tantalo trabecular, obtida
por técnicas como metalurgia do po, oferece uma estrutura tridimensional que
estimula o crescimento 6sseo e a vascularizagdo, promovendo uma forte fixagao
bioldgica. Implantes de tantalo poroso tém demonstrado resultados promissores em
revisbes de artroplastia do quadril e do joelho, onde a perda 6ssea € um desafio
significativo (Huang et al., 2021; Kenyon et al., 2022; Argyropoulou et al., 2024; Fan
et al., 2024; Ifijen et al., 2024). Além da ortopedia, o tantalo encontra aplicagdes em
implantes cardiovasculares, como stents coronarios e marcadores radiopacos para
cateteres (Barth et al., 1990; Watson et al., 1998).

Na odontologia, o tantalo tem sido utilizado principalmente na forma de
implantes dentarios. Sua excelente biocompatibilidade e capacidade de
osseointegragao o tornam um material ideal para substituir dentes perdidos (Wang et
al., 2022; Fan et al., 2024). O 6xido de tantalo, especialmente em nanoestruturas, tem

ganhado destaque como modificador de superficie de implantes de titédnio (Xu et al.,
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2015). A aplicacéo de revestimentos de Ta,O5 pode alterar a topografia e a quimica
da superficie do implante, influenciando a adesao, proliferagao e diferenciacéo de
células osteoblasticas (Xu et al., 2015; Wang et al., 2022). Estudos in vitro e in vivo
tém demonstrado que superficies modificadas com nanoestruturas de Ta,O5; pode
acelerar a osseointegracdo e aumentar a resisténcia da interface osso-implante (Shi
et al., 2017; Cui et al., 2023).

Além de melhorar a osseointegragdao, o 6xido de tantalo também tem sido
investigado por suas propriedades antimicrobianas. A funcionalizagao de superficies
de implantes com nanoparticulas de Ta,Os; pode reduzir a formacao de biofilme
bacteriano, um fator crucial na prevencao da peri-implantite. Nanoparticulas de 6xido
de tantalo com propriedades antimicrobianas estdo sendo investigadas para
aplicagbes em materiais restauradores e cimentos odontoldgicos, visando reduzir o
risco de carie secundaria e infec¢des peri-implantares (Huang et al., 2019; Hosseini et
al., 2025). Além disso, o Ta,O5 tem sido explorado como um componente em materiais
para regeneracao periodontal devido a sua bioatividade e capacidade de promover a
formacao de novo cemento e ligamento periodontal (Wu et al., 2022).

O tantalo e seus derivados também tém sido explorados em membranas
utilizadas em técnicas de Regeneracéo Tecidual Guiada (RTG) e Regeneracdo Ossea
Guiada (ROG). A biocompatibilidade e a capacidade de manter o espago para o
crescimento tecidual sdo caracteristicas importantes para o sucesso dessas técnicas.
Membranas de tantalo poroso ou revestidas com oxido de tantalo podem oferecer uma
barreira eficaz contra a migragcdo de células epiteliais e do tecido conjuntivo,
permitindo que as células 6sseas preencham o defeito (Fan et al., 2021; Wang et al.,
2023; Mohapatra & Sulka, 2024; Yu et al., 2024).

Apesar de o Brasil possuir 49,4% das reservas munidas de tantalo, o custo
relativamente elevado de extracdo pode limitar sua aplicacdo em dispositivos de
grande escala. Entretanto, as promissoras aplicagdes deste elemento especialmente
nas areas médica e odontolégica devem ser para compreender completamente os
mecanismos de interagao entre as diferentes formas do tantalo e os tecidos biolégicos.

O desenvolvimento de novas técnicas de fabricagdo como a impressao 3D,
pode permitir a produgéo de implantes com geometrias complexas e personalizadas,
adaptadas as necessidades especificas de cada paciente. A funcionalizagcdo da
superficie do tantalo e do 6xido de tantalo com fatores de crescimento ou outros

agentes bioativos pode melhorar ainda mais a osseointegracdo e a regeneragao
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tecidual. A exploracdo das propriedades antimicrobianas do 6xido de tantalo em
materiais odontolégicos pode levar ao desenvolvimento de solugbes mais eficazes

para prevenir infeccoes.
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2 OBJETIVO

2.10Objetivo Geral

Avaliar a resposta citotoxica e inflamatdéria de células de mamiferos expostas
a superficies de titanio revestida com Taz20s.

2.10bjetivos Especificos

v' Avaliar a viabilidade de células da linhagem VERO-CC1-81 expostas a
superficie revestida com Ta20s;

v Avaliar a citotoxicidade do Ta20s sobre células mononucleares de sangue
periférico (PBMCs);

v' Avaliar o perfil de ativagdo de linfécitos TCD4* e CD8* expostos ao
revestimento de Taz20s.



13

3 JUSTIFICATIVA

A reabilitagcao protética através da instalagdo de implantes dentarios apresenta
um importante procedimento de escolha na substituicdo de elementos dentais
perdidos. No entanto, o sucesso deste tratamento depende da relacdo entre o osso
alveolar e a superficie do implante. Tal relacdo depende de diversos fatores, dentre
estes estdo a rugosidade e composigcdo da superficie do implante. Dessa forma, a
oferta de novos biomateriais aplicados a superficie de implantes € de extrema
importancia para o desenvolvimento de materiais inovadores e economicamente
viaveis. Contudo, quaisquer materiais sejam implantes ou similares, devem passar por
inumeros testes antes de chegarem ao paciente. Assim, o presente estudo se destaca
na ampliacdo do conhecimento a respeito do 6xido de tantalo como biomaterial e

potencial aplicabilidade nas areas biomédica e odontologica.



14

3 HIPOTESE

O presente trabalho partiu da hipétese de que o é6xido de tantalo (Ta20s) se

comportaria de modo inerte frente aos tipos celulares testados.
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4 CAPITULO 1 - ARTIGO

Titulo: Influéncia do o6oxido de tantalo sobre a viabilidade e
citotoxicidade em células de mamiferos in vitro

Bruno Leonardo Ribeiro Oliveira*
Marcelo Rodrigues Pinto*

* Mestrado académico em odontologia, Universidade de Uberaba, Minas Gerais, Brazil
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e-mail: marcelo.rodrigues@uniube.br

RESUMO

O 6xido de tantalo (Ta20s5) demonstra atributos relevantes, como elevada resisténcia
a corrosdo, biocompatibilidade, estabilidade quimica e propriedades dielétricas,
conferindo-lhe potencial para aplicagbes em implantes e dispositivos eletronicos
biomédicos. Adicionalmente, sua capacidade de modificagdo superficial permite a
incorporacao de suas propriedades a outros materiais. No presente estudo, discos de
titdnio foram revestidos com Ta20s5, e os dados mostraram que a camada de Ta20s
criada nao interfere no metabolismo celular, apresenta baixa citotoxicidade e nao
induzir resposta imune modulada por linfécitos T CD4* e CD8". Tais caracteristicas
sdo desejaveis para os biomateriais, tornando-o potencial para aplicagbes nas areas

biomédica e odontoldgica.
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INTRODUGAO

O tantalo (Ta) € um metal de transicdo reconhecido por sua excelente
resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade, caracteristicas que o tornam um
candidato promissor para aplicacbes biomédicas, especialmente em implantes
ortopédicos e odontolégicos. O Oxido de tantalo (Ta20s5), em particular, tem atraido
atencao devido as suas propriedades dielétricas e estabilidade quimica, que podem
ser vantajosas na interface com tecidos biolégicos (Carraro & Bagno, 2023). No
entanto, a compreensado aprofundada da interagdo entre o Ta20s e o ambiente
bioldgico é essencial para assegurar sua eficacia e seguranga como biomaterial.

A resposta imune do organismo a materiais implantados € um fator
determinante para o sucesso clinico de dispositivos biomédicos. Materiais que
induzem uma resposta inflamatoéria exacerbada ou prolongada podem comprometer a
integracao tecidual e levar a falha do implante. Estudos com outros 6xidos metalicos,
como o dioxido de titanio (TiO2), demonstraram que nanoparticulas podem
desencadear respostas inflamatérias variaveis, dependendo de suas caracteristicas
fisico-quimicas e das condi¢gbes do microambiente tecidual (Neta et al., 2020).

Portanto, € imperativo investigar se o Ta20s possui propriedades
imunomoduladoras que favoregcam a integragdo com os tecidos circundantes. A
citotoxicidade é outro aspecto critico na avaliacdo de biomateriais. Materiais
citotoxicos podem induzir morte celular ou inibir a proliferagcéo celular, prejudicando a
regeneragao tecidual e a osseointegragcao. Ensaios de citotoxicidade realizados
conforme a norma ISO 10993-5 sdo amplamente utilizados para avaliar a
compatibilidade de materiais em contato com tecidos vivos. Por exemplo, esferas de
tantalo foram submetidas a esses ensaios para assegurar que nao liberam
substancias em niveis que possam comprometer a viabilidade celular. Contudo, dados
especificos sobre a citotoxicidade do Ta20s ainda sao limitados, ressaltando a
necessidade de investigagdes adicionais (Paula et al., 2021; Komeri et al., 2022; Kim
et al., 2023).

Diante do exposto, o presente estudo investigou a influéncia do Ta20s5 sobre
células de mamiferos, e permitiu demonstrar que superficies revestidas com Ta20s

agregam caracteristicas desejaveis aos biomateriais por apresentar baixa
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citotoxicidade, preservar a viabilidade celular e n&o induzir resposta imune

exacerbada mediante ativagdo de populagdes de linfocitos T CD4* e CD8".

METODOLOGIA

ENSAIOS DE VIABILIDADE EM CELULAS VERO (CCL-81) COM DISCO DE
TITANIO REVESTIDO OU NAO COM OXIDO DE TANTALO

Células da linhagem VERO (ATCC CRL-1587) foram usadas em meio Roswell Parl
Memorial Institute (RPMI) com 10% de soro bovino fetal (FBS) (RPMI 10%) e 20 pg/mL
de Gentamicina. Elas foram cultivadas em frascos de cultura de 25 mm3 e mantidas
em estufa a 37 °C com 5% de dioxido de carbono (CO2). Quando colhidas ou usadas
no dia do experimento, as células foram destacadas da parede dos frascos com
solucao salina e tripsina/EDTA 1X. Para descobrir quantas células havia no frasco, ele
foi diluido em solugéo de Turk e entdo procedemos com a contagem na Camara de
Neubauer para calcular as concentragbes desejadas. As células VERO foram
semeadas em triplicata sobre discos de Ti (d13 x 2 mm) revestidos ou ndo com Ta20s)
numa concentragdo de 5 x 10° células por poco, em placas de 24 pogos, sendo
mantidas em uma incubadora com 5% de CO2 a 37 °C. A exposigao foi realizada por
um periodo de 24 h e, apds a adi¢cao de 5 uL de resazurina, a fluorescéncia foi lida

usando um espectrofluorémetro (EnSpire Perkin-Elmer, Waltham, MA, EUA).

OBTENGAO DE PBMCs

Os testes com PBMCs foram realizamos mediante autorizagdo do comité de ética em
pesquisa (CEP), (CAAE — 30474020.2.0000.0008 e Numero do Parecer: 3.957.676).
As células mononucleares do sangue periférico — PBMCs — foram isoladas por
gradiente de densidade utilizando-se Ficoll-Hypaque (PHARMACIA-SUECIA). A
quantidade de células foi determinada através de contagem em cédmara de Neubauer
e a amostra ajustada com meio DMEM completo, contendo 50 mm de Hepes (GIBCO,
EUA), 5% de soro fetal bovino inativado (EUROBIO, FRANCA), 2 mM de L-glutamina
(GIBCO, EUA), 40 ug/mL de gentamicina (ARISTON, BRASIL), a fim de se obter uma
concentracao final de 108/mL.
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CULTURA DE PBMCs

As PBMCs foram cultivadas em placas de cultura 24 pocos, nas condicdes descritas
a seguir, e mantidas em estufa a 37°C, 5% de COz, por 24 horas. Apds, as células

foram utilizadas para estudos de citotoxicidade e ativagao celular.

EXPOSIGAO DE PBMCs DE DOADORES SAUDAVEIS SOBRE DISCOS DE
TITANIO REVESTIDOS OU NAO COM OXIDO DE TANTALO

As PBMCs derivadas de doadores saudaveis foram isoladas, cultivadas e expostas
aos discos revestidos ou ndo por um periodo de incubacado de 24 horas conforme
descrito. Os tratamentos realizados foram nas seguintes condi¢des: (1) Disco de
Titanio revestido com 6xido de Tantalo; (2) disco de titdnio sem revestimento (puro),
e (3) PBMCs sem amostras. Apos 24 horas o sobrenadante foi recolhido para
dosagens futuras e as células foram avaliadas quanto a morte celular e apoptose por

citometria de fluxo.
AVALIA(;AO DA ATIVA(;AO CELULAR E APOPTOSE

Para avaliar a ativagao celular e apoptose em subpopulacdes de linfocitos apds
24 horas de cultura, foi realizado um ensaio de citometria de fluxo utilizando as PBMCs
marcadas com anticorpos especificos. Inicialmente, as PBMCs foram isoladas por
gradiente de densidade com Ficoll-Hypaque e ajustadas para uma concentracéo de 1
x 106 células/mL em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 50 mm de Hepes
(GIBCO, EUA), 5% de soro fetal bovino inativado (EUROBIO, FRANCA), 2 mM de L-
glutamina (GIBCO, EUA), 40 pg/mL de gentamicina (ARISTON, BRASIL).

As células foram incubadas por 24 horas em condi¢des controladas (37°C, 5%
CO2), sendo submetidas a diferentes condigbes experimentais: disco recoberto com
oxido de tantalo, disco de titanio puro, incluindo um estimulo positivo (Concavalina A)
e um controle ndo estimulado (apenas PBMCs). Para andlise de marcadores de
superficie, as PBMCs foram primeiramente incubadas com PBS-1X suplementado
com 10% de soro humano inativado (AB+) por 30 min. As células foram entdo
marcadas com anticorpos direcionados as seguintes moléculas de superficie: CD4
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PECY7, CD8 FITC, CD69 PE e ANEXINA V APC (BD Biosciences, San Jose, CA,
EUA). Os anticorpos foram escolhidos de acordo com a conveniéncia da analise a ser
realizada posteriormente. As células foram entdo lavadas (400 xg, 4 °C, 10 min),
fixadas e permeabilizadas com 250 pL de Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA), por 30 min a 4 °C. Em seguida, as células foram lavadas em
Permwash (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino
(SIGMA, San Luis, MO, EUA) e ressuspendidas até o momento da analise no
citobmetro de fluxo. A aquisi¢ado de eventos (50.000 eventos/amostra/tubo) foi realizada
em um citdbmetro FACSCanto Il (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) utilizando o
programa Cell Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). A andlise dos dados foi
realizada utilizando o programa FlowJo (TREESTAR, Woodburn, OR, EUA) a partir
da individualizacao da populagédo de leucécitos utilizando “Gates” estabelecidos de
acordo com os padrbes de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) compativeis com a
populagao de linfocitos, com quantificagdo da porcentagem de células CD4+ e CD8+,

da expressao de CD69+ em cada subpopulagao e da positividade para anexina V.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados no excel e exportados para o GraphPad Prism
8.0, utilizado para realizar as analises estatisticas, onde foi testada a distribuicao e
variancia em todas as variaveis. Quando a distribuicao foi considerada normal e
com variancia homogénea foi utilizado o teste paramétrico twoway ANOVA para
trés ou mais grupos e teste T de Student para dois grupos. Quando a distribuigdo
foi ndo gaussiana, se utilizou o teste nao paramétrico de Kruskal Wallis com post
teste de Dunns para trés ou mais grupos e teste Mann-Whitney para comparagoes
entre dois grupos. Foram consideradas significativas as diferengas com p < 0,05
(5%).
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RESULTADOS

O disco de oxido de tantalo ndo apresenta citotoxicidade contra as células
VERO

Foi avaliada a capacidade dos discos previamente caracterizados (Titanio e
Oxido de Tantalo) de reduzir a viabilidade das células VERO. O tratamento com os
discos por 24 horas nao resultou em uma diminuig&o significativa na viabilidade celular

para nenhum dos discos testados (Figura 1).
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Figura 1 — Avaliagdo da viabilidade de células VERO expostas a superficies revestidas ou ndo com

Ta20s. Barras representam a média e linhas representam o erro padrdo da média.

O disco de o6xido de tantalo n&do apresentou capacidade de alterar a ativagao

celular em linfocitos T CD4+

Nao verificamos diferengas significativas em relagdo a ativagao celular de
linfocitos CD4, apesar das células expostas ao disco revestido com Ta20s5 terem
apresentado niveis menores de marcagao para CDG69, tanto em linfocitos T CD4+

quanto em outros tipos celulares.
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Figura 2 — Avaliagao dos linfocitos TCD4 em cultura de 24 horas de PBMCs tratados com os discos.
A) avaliagdo de células CD4+/CD69-; B) avaliagdo de células CD4+/CD69+; C) avaliacdo de células
CD4-/CD69+; D) avaliagao de células CD4-/CD69-. Analise estatistica realizada por Kruskall Wallis com

pos-teste de Dunns em C. Barras representam média e linhas representam o erro padrdo da média.

disco de oxido de tantalo ndo apresentou capacidade de alterar a ativacao

celular em linfécitos T CD8+

Nao verificamos diferengas significativas em relagcdo a ativagao celular de
linfocitos CD8, embora o disco de 6xido de tantalo tenha apresentado niveis menores
da marcacgao de CDG9, tanto em linfécitos T CD8 quanto em outros tipos celulares

(Fig.3).
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Figura 3 — Avaliagédo dos linfocitos TCD8 em cultura de 24 horas de PBMCs tratados com os discos.
A) avaliagdo de células CD8+/CD69-; B) avaliagdo de células CD8+/CD69+; C) avaliacdo de células
CD8-/CD69+; D) avaliagao de células CD8-/CD69-. Analise estatistica realizada por Kruskall Wallis com

pos teste de Dunns em C. Barras representam média e linhas representam o erro padrdo da média.

O disco de 6xido de tantalo apresentou percentagem menor de células em fase

de apoptose inicial, sejam elas linfocitos CD4+ ou outros PBMCs

As células apoptoticas foram analisadas por Anexina. Porcentagens
significativamente semelhantes de células CD4+ ndo foram marcadas com Anexina
(Fig. 4A). Os dados mostraram que uma menor quantidade de células (sejam elas
CD4+ ou nao) apresentou marcagao para Anexina quando cultivadas sobre discos de
titanio revestidos com Ta20s5, comparado aos grupos PBMC e ConA (Figura 4B e 4C).
Além disso, apresentou um numero total de células ndo marcadas significativamente

maior do que o grupo PBMC (Figura 4D).
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Figura 4 — Avaliagao dos linfocitos T CD4 marcados com anexina V em cultura de 24 horas de PBMCs
tratados com os discos. A) avaliacdo de células CD4+/Anexina V-; B) avaliagdo de células
CD4+/Anexina V+; C) avaliagédo de células CD4-/Anexina V+; D) avaliagdo de células CD4-/Anexina V-
. Analise estatistica realizada por Kruskall Wallis com pds teste de Dunns em C. Barras representam

média e linhas representam o erro padrao da média e * representa p <0,05.

O disco de 6xido de tantalo apresentou porcentagem menor de células em fase

de apoptose inicial, sejam elas linfocitos CD8+ ou outros PBMCs

Quantidades significativamente semelhantes de células CD8+ néo
apresentaram marcacgdo para Anexina (Fig. 5A). Uma menor quantidade de células
CD8+ apoptoticas foi detectada no grupo Ta205 quando comparado aos grupos PBMC
e ao grupo ConA (Figura 5B). Para outros tipos celulares, a marcagao para Anexina

foi significativamente menor no grupo T20s5 quando comparado ao grupo PBMC (Fig.
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5C). Além disso, uma maior quantidade de células ndo apoptéticas foi observada no

grupo Ta20s5, comparada ao grupo ConA (Fig. 5D).

A CD8+/Anexina- B CD8+Anexina+
40- 40~ ! x
1
w 30 o 30
5 5
= =
S 20- 3 20-
) [
-] T
= 10- = 10
0 T T \ 0-
PBMC ConA TiPuro Ta205 PBMC ConA TiPuro Ta205
c CD8-/Anexina+ D CD8-/Anexina-
60 * 80
1
[7;] 0 60
8 40 5
= =
S S 40-
@ ®
2 20- e
‘G\ =) 20_
0 T T T .i._‘ 0 T T
PBMC ConA TiPuro Ta205 PBMC ConA TiPuro Ta205

Figura 5 — Avaliagdo dos linfocitos TC8 marcados com anexina V em cultura de 24 horas de PBMCs
tratados com os discos. A) avaliacdo de células CD8+/Anexina V-; B) avaliagdo de células
CD8+/Anexina V+; C) avaliagédo de células CD8-/Anexina V+; D) avaliagdo de células CD8-/Anexina V-
. Analise estatistica realizada por Kruskall Wallis com pos teste de Dunns em C. Barras representam

média e linhas representam o erro padrao da média e * representa p <0,05.

DISCUSSAO
O oOxido de téantalo (Ta20s) tem se mostrado um material promissor em

implantes dentarios e revestimentos de proteses, devido ao seu perfil de segurancga e
biocompatibilidade. Contudo, estudos que correlacionam Ta20s5 a atividade
imunomodulatéria sdo escassos. Em nosso estudo, a natureza quimica praticamente

inerte do Ta20s5 foi observada em ensaios de viabilidade celular, e discos de titanio
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revestidos com Ta20s ndo induziram citotoxicidade e resposta imune exacerbada
sobre populagdes de linfécitos T CD4* e CD8".

A necessidade de materiais biocompativeis implica na necessidade de testes
que assegurem sua aplicagdo em modelos vivos. Nesse sentido, testes de
citotoxicidade utilizando células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC)
demonstraram que a exposi¢ao ao revestimento de T20s5 ndo induz apoptose. De fato,
a evidéncia cientifica demonstra que, na grande maioria dos casos, o Ta205 ndo exibe
citotoxicidade relevante, desde que sejam respeitados parametros como forma fisica,
concentracgao e tipo celular envolvido (Kang et al., 2017; Wang et al., 2020).

Uma variedade de reagdes ocorre entre a superficie dos implantes e o ambiente
biolégico apos estes serem implantados, sendo a morfologia da superficie e a
composi¢ao quimica dos materiais os principais fatores que afetam a osseointegragéo
(An et al., 2019). Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que superficies
modificadas com nanoestruturas de tantalo podem acelerar a osseointegracéo e
aumentar a resisténcia da interface osso-implante (Shi et al., 2017; Cui et al., 2023),
ja outros mostraram que estruturas nanoporosas e filmes finos de Ta20s5 séo
particularmente eficazes em promover a adesao e proliferagcao de células essenciais
para processos regenerativos, como fibroblastos, osteoblastos e células-tronco
mesenquimais. Esse comportamento esta diretamente relacionado a capacidade do
material em favorecer a deposi¢cdo de matriz extracelular e ativar vias de sinalizagao
pro-regenerativa, sem desencadear respostas inflamatorias significativas (Kang et al.,
2017; Huang et al., 2020; Uslu et al., 2020; Erdogan et al., 2023). Além disso, o tantalo
aumenta a hidrofilicidade da superficie, a rugosidade, a adsor¢ao de proteinas e as
propriedades mecanicas do material, estimulando a diferenciacédo osteogénica das
células, a formacg&o de novos 0ssos e a unido ossea in vivo (Park et al., 2019; Hu et
al., 2021).

O uso do oxido de tantalo tem sido alvo de investigagbes quanto aos seus
possiveis efeitos sobre o sistema imunoldgico, particularmente no que diz respeito a
modulagdo da resposta das células T. Estudos clinicos realizados em pacientes
portadores de implantes ortopédicos contendo tantalo avaliaram minuciosamente o
perfil imunoldgico desses individuos, com resultados que demonstram claramente a
auséncia de interferéncia significativa do material nos processos de diferenciagao e
ativagao linfocitaria. As analises hematologicas revelaram que as proporgdes das

diversas subpopulagdes de linfocitos T, incluindo células CD4*, CD8* e T reguladoras,
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mantiveram-se consistentemente dentro dos intervalos de normalidade, sem qualquer
desvio significativo nos padrdes de diferenciagao celular (Briggemann et al., 2019).
Esses achados indicam que o 6xido de tantalo ndo exerce influéncia detectavel na
homeostase dos perfis de linfocitos, sejam eles auxiliares ou citotoxicos. Ao
avaliarmos a interacao do Ta20s5 com células do sistema imunoldgico, como leucdcitos
sanguineos, foi observado que revestimentos desse 6xido ndo induzem resposta
imune mediada pela ativagao de linfocitos T CD4* e CD8"*, corroborando com recente
estudo que demonstrou Ta20s5 associado a uma baixa capacidade imunogénica
(Nakonechna et al., 2024).

A inflamacgao peri-implantar € uma causa importante de falha do implante, onde
muitos tipos de células, como monaocitos, linfécitos, adipdcitos e células endoteliais,
secretam fatores inflamatorios que participam do progresso da inflamacéo (Daubert et
al., 2015). A forma orquestrada com que diferentes tipos celulares, quinases, citocinas
e fatores regulatérios agem determinara o nivel de inflamagdo no tecido e,
consequentemente, a reparagao e consolidagdo do mesmo. Um estudo comparativo
entre tantalo poroso e hidroxiapatita demonstrou que o metal ndo induz ativacédo de
resposta inflamatéria mediada por fator nuclear kappa B (NF-kB) e quinase reguladora
extracelular (ERK); contudo, embora grau 1, houve estimulagdo de apoptose em
células THP-1, e os niveis de interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral a (TNF-
a), comumente relacionados a reabsorgao 6ssea na interface entre o implante e o
0Ss0, permaneceram aumentados em ambos (Yang et al., 2021).

A analise em outro tipo celular, os macrofagos, revelou um efeito
imunomodulador mais complexo e dependente da escala das particulas.
Nanoparticulas de tantalo (TaNPs) promoveram uma reducgdo significativa na
expressdao de mediadores pro-inflamatorios, incluindo IL-1B, TNF-a e iNOS,
concomitantemente com um aumento nas citocinas anti-inflamatérias TGF-B1 e IL-10.
Esse perfil esta associado a polarizagao dos macrofagos para o fenédtipo M2, que
desempenha um papel crucial na reparacao tecidual e na homeostase. Tal mecanismo
€ particularmente relevante para aplicagbes em regeneragdo Ossea, onde a
modulac&o da resposta imune pode favorecer os processos de osseointegragdo. E
importante destacar que nesse estudo, particulas de tantalo em escala micrométrica
nao apresentaram o mesmo efeito, indicando uma clara dependéncia do tamanho e
da combinagao entre as particulas na modulagao da resposta imunoldgica (Zhang et

al., 2020; Sun et al., 2022). Um estudo utilizando modelo de fémur de coelho mostrou
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que o tantalo combinado com zirconia (Ta-Zr) promove um aumento da reagéo
inflamatdria in vivo ao facilitar a secre¢ao de IL-6 e IL-10, estimulando o equilibrio
entre os fenotipos de macrofagos M1/M2 sem afetar sua polarizagdo. Além disso, o
material combinado apresentou excelente capacidade de ligacdo e formagao Gssea
(Ou et al., 2022).

Embora o Ta,O5; demonstre boa biocompatibilidade e resisténcia a corroséo,
suas propriedades mecanicas, como resisténcia a flexao e tenacidade, podem ser
inferiores as de outros biomateriais utilizados em odontologia, como a zircénia ou ligas
de titdnio. A melhoria dessas propriedades, especialmente para aplicagcbes que
envolvem maior carga mastigatdria, € um desafio. Nesse sentido, agregar as
propriedades do Ta20s5 a de outros elementos como titanio, torna-se uma estratégia
interessante para o aperfeicoamento e criagcdo de novos biomateriais.

De acordo com os dados obtidos, a deposicao de Ta20s5 na superficie do titanio
apresenta um perfil toxicolégico favoravel para aplicagbes na area da saude,
particularmente na odontologia. O fato de nao influenciar no metabolismo celular,
aliado a baixa citotoxicidade e minima indugdo da ativagao linfocitaria, posiciona-o
como material de escolha para estudos e aplicagbes clinicas. Recomenda-se,
contudo, atencdo as condicdes de uso, priorizando sempre formulagdes validadas
cientificamente e concentragcbes compativeis com a seguranga biologica. Essa
abordagem assegurara os melhores resultados tanto em termos de eficacia
terapéutica quanto de biosseguranga. Contudo, estudos envolvendo o comportamento
de células e fatores inflamatorios sdo importantes para melhor compreenséao da futura

interacéo a superficie modificada e o hospedeiro.

Conclusao

O oxido de tantalo € um biomaterial promissor devido a sua natureza nao
citotoxica e capacidade de modular as respostas imunes favoravelmente. Ele nao
altera a ativacao celular e nem induz apoptose em células T. Tornando-o potencial
adequado para aplicagdes em engenharia de tecidos Osseos, uso na area de

implantes odontolégicos e implantes ortopédicos.
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