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RESUMO 

 
A osseointegração dos implantes orais está diretamente relacionada à sua interação com 

as células dos tecidos peri-implantares, que ocorre por meio de eventos como adesão à 

superfície do implante e à produção de matriz mineralizada, além de modulação da 

resposta inflamatória. Modificações da superfície dos implantes podem promover melhor 

interação celular, acelerando o processo de reparo dos implantes osseointegrados. Este 

estudo avaliou o efeito da modificação de superfície de titânio por meio da alcalinização 

com hidróxido de sódio (NaOH), associada ou não à naringenina, para o desenvolvimento 

de superfícies bioativas, visando melhorar a adesão e o metabolismo de osteoblastos 

humanos, o que pode acelerar o reparo peri-implantar. Inicialmente, os osteoblastos 

humanos foram expostos a diferentes concentrações de naringenina por 24, 48 ou 72 h, a 

fim de selecionar concentrações não- citotóxicas de 10, 5, 1, 0,5 µg/mL. Discos de titânio 

usinados foram obtidos e padronizados com lixas d´agua 400,600,1200. Estes discos 

foram então submetidos à alcalinização com NaOH a 5 mol/L por 24 h, a 60oC. A 

topografia e rugosidade superficiais foram verificadas por meio de microscopia confocal. 

Os grupos experimentais foram divididos de acordo com os tratamentos propostos: discos 

alcalinizados, discos alcalinizados associados à naringenina. Os osteoblastos foram 

cultivados sobre os discos de titânio com diferentes superfícies (2 x 104 células/ disco), 

previamente colocados em placas de 24 compartimentos, utilizando meio de cultura 

DMEM completo. Após diferentes períodos, foram avaliadas: a adesão celular, 

viabilidade, síntese de metaloproteinase-2 (MMP-2), atividade de fosfatase alcalina 

(ALP), deposição de nódulos de mineralização e expressão gênica de ALP. A topografia 

dos discos e a adesão celular foram avaliadas qualitativamente; os dados de rugosidade 

superficial, viabilidade, atividade de ALP e deposição de nódulos foram submetidos ao 

teste estatístico t-Student, enquanto os dados de síntese de MMP-2 e expressão de ALP 

foram analisados por meio do teste ANOVA a dois fatores, com pós-teste de Tukey (nível 

de significância de 5%). Os osteoblastos cultivados sobre a superfície alcalinizada 

associada à naringenina apresentaram maior adesão e espraiamento, bem como maior 

viabilidade, expressão e atividade de ALP e deposição de nódulos de mineralização. Na 

presença de naringenina, também foi observada modulação negativa da síntese de MMP- 

2. Verificou-se que a biomodificacao da superfície de titânio com naringenina favorece a 

adesão e o metabolismo de osteoblastos, o que pode acelerar o reparo peri- implantar e 

consequentemente o processo de osseointegração. 

 
 

Palavras-chave: Implantes.Osteoblastos. Titânio. Flavonóides 



ABSTRACT 

 
Osseointegration of oral implants is directly related to its interaction with peri-implant 

cells that occurs through events such as adhesion to implant’s surface and synthesis of 

mineral matrix as also regulation of inflammatory response. Modifications of implants 

surface may improve cell interaction and accelerate repair process of osseointegrated 

implants. This investigation evaluated the effect of titanium modification by alkali 

treatment with NaOH, associated or not with naringenin to develop a bioactive surface 

aiming to improve the adhesion and metabolism of human osteoblasts, which may 

accelerate peri-implant repair. At first, human osteoblasts were exposed to different 

concentrations of naringenin for 24, 48 or 72 hours to select non-cytotoxic 

concentrations. Then, polished titanium discs were obtained and surface roughness was 

standardized by manual polishing in 400, 600 and 1200 sandpaper. These discs were 

submitted to alkali treatment with NaOH at 5 mol/L for 24 h at 60oC. Surface topography 

and roughness were evaluated by confocal microscopy. Experimental groups were 

divided according to treatment: alkali treated discs and alkali treated discs associated to 

naringenin. Osteoblasts were seeded onto distinct titanium discs (2 x 104 cells/ disc), 

previously allocated into 24-well plates using complete DMEM culture medium. At 

distinct periods cell adhesion, viability, synthesis of metalloproteinases-2 (MMP-2), 

alkaline phosphatase (ALP) activity, mineral nodule deposition and ALP gene 

expression were evaluated. Surface topography and cell adhesion were qualitatively 

analyzed; data of surface roughness, cell viability, ALP activity and mineral nodule 

deposition were subjected to t-Student statistical test, while data of MMP-2 synthesis 

and ALP gene expression were analyzed by ANOVA two-way and Tukey (5% 

significance level). Osteoblasts seeded onto alkali-treated surface associated with 

naringenin demonstrated higher adhesion, viability, expression and activity of ALP and 

mineral nodule deposition. At the presence of naringenin, down-regulation of MMP-2 

was also observed. Therefore, biomodification of titanium with naringenin favors 

adhesion and metabolism of osteoblasts, which may accelerate peri-implant tissue. 

Palavras-chave: Implants. Osteoblasts. Titanium. Flavonoids 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

O processo de osteointegração está relacionado a uma intima inter- relação entre o 

implante e o tecido ósseo alveolar. Após a instalação do implante, ocorre a formação do 

coágulo e de um tecido de granulação, responsáveis por manter o espaço funcional peri- 

implantar e, futuramente, ocorre a migração de osteoblastos e células indiferenciadas para 

a região peri-implantar. Estas células se depositam sobre a superfície de titânio e iniciam a 

síntese de uma matriz colágena, que será remodelada e mineralizada, para a obtenção de 

um tecido ósseo maduro (ZENG et al., 2019). 

Alguns fatores locais e sistêmicos podem interferir na formação do tecido ósseo 

(ROMANOS et al., 2019). Como fatores locais inerentes ao paciente, podemos citar a 

quantidade de osso disponível para receber o implante, vascularização local, sendo que este 

fator está relacionado a capacidade de reparo do tecido ósseo receptor, a condição 

odontológica avaliada na oroscopia do paciente, com principal relação à saúde periodontal, 

devido a estrita relação entre o implante e os tecidos de sustentação orais (KULLAR & 

MILLER, 2019). Considerando os fatores sistêmicos, estes incluem a capacidade de resposta 

imune inata do individuo, doenças sistêmicas como diabetes, cardiopatias, as discrasias 

sanguíneas, hepatopatias, alterações metabólicas como a osteoporose (KULLAR & 

MILLER, 2019), além do uso de medicamentos, como os bisfosfonatos (ROMANOS, 

2019). 

Ainda sobre os fatores locais, a manutenção prolongada de uma resposta 

inflamatória local, caracterizada pelo aumento da concentração local de mediadores pró- 

inflamatórios, pode atrasar a progressão do processo de reparo para a fase migratória e 

proliferativa, atrasando o processo de osseointegração (ROMANOS et al., 2019). A 

manutenção ou cronificação da resposta inflamatória está relacionada não só com a 

presença de altas concentrações e citocinas pró- inflamatórias, mas também de 

metaloproteinases da matriz (MMPs). Estas enzimas proteolíticas atuam fisiologicamente 

na remodelação tecidual, porém, em altas concentrações, podem levar a uma 

desorganização da matriz colágena, impedindo a formação de um tecido ósseo maduro 

(GOMES et al., 2019). 

Quando ocorre uma disbiose, isto é um desequilibrio da microbiota local, associado 

à presença e patogenicidade de agentes infecciosos, como bactérias envolvidas na peri- 

implantite, observa-se um aumento da concentração local de mediadores pró- 

inflamatórios, como MMPs e a extensão da fase inflamatória (GOMES et al., 2019). 



2 
 

Sendo assim, a regulação local da síntese e atividade de metaloproteinases pode interferir 

positivamente na aceleração do processo de reparo peri-implantar. 

Outros fatores importantes estão relacionados ao implante, como material 

utilizado, tipo de implante e presença e tipo de tratamento de superfície. 

A modificação de superfícies tem demonstrado efeitos significativos na melhora 

da adesão dos osteoblastos as superfícies de titânio e no processo de osseointegração 

(WENNERNBERG et al., 2009). Estas modificações visam principalmente aumentar a 

superfície de contato dos implantes com o tecido ósseo adjacente, por meio do aumento 

da rugosidade superficial (TRENTO et al., 2020). Tais modificações podem ser realizadas 

por meio de jateamento de partículas, polimento mecânico (ALLA et al., 2011), 

eletropolimento, oxidação anódica, tratamentos ácidos (LARSSON et al., 1996) ou ainda 

por tratamentos alcalinos (KOKUBO et al., 2004) e lasers de alta potência, (MARISCAL- 

MUÑOZ et al., 2015). 

Uma destas modificações é baseada na alcalinização superficial, que visa a 

criação de uma superfície hidrofílica e de maior rugosidade, que melhora a adesão e o 

metabolismo dos osteoblastos (NISHIGUCHI et al., 2003; TUGULU et al., 2010 

CARMARGO et al., 2017). Este tratamento alcalino também parece atuar de forma a 

facilitar adesão de moléculas orgânicas, o que pode biomodificar estas superfícies, 

transformando-as em bioativas, e desta forma, modular a resposta das células do tecido 

ósseo, bem como aos tecidos circunjacentes (CAI et al., 2006; ENGLE et al., 2008; 

ZENG et al., 2019) 

Assim, o tratamento da superfície de titânio por alcalinização tem se tornado um 

método para carrear biomoléculas e favorecer o reparo peri- implantar (GAGGERI et al., 

2013). Uma das biomoléculas que pode ser utilizada para tal fim são bioflavonóides 

(GAGGERI et al., 2013). 

Esses são compostos bioativos, ou seja, compostos que agem diretamente em uma 

célula, tecido e organismo vivo, com função antioxidante, anti-inflamatória, 

antibacteriana e podem prevenir doenças, como doenças cardiovasculares. São exemplos 

de alguns flavonoides a naringenina, a hesperetina, quercetina, o kaempferol, a miricetina, 

luteolina, apigenina e tangeretina, dentre outras ( YAO et al.,2021). 

Dentre estas moléculas, a naringenina, um flavonóide de origem cítrica, que pode 

ser obtida sinteticamente, parece ser uma molécula promissora na regulação do reparo 

tecidual, já que tem apresentado bons resultados na regulação da resposta inflamatória e 
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oxidativa das células a mucosa oral e outras células (GAGGERI et al., 2013) além de ser 

também capaz de modular negativamente a síntese e atividade de metaloproteinases da 

matriz por estas células (dados não publicados). Porém, ainda não há dados na literatura 

que avaliem os efeitos da naringenina como mediador da resposta de osteoblastos no 

reparo peri- implantar. A utilização deste composto sobre a superficie do implante poderia 

acelerar o reparo ósseo peri-implantar. 
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2. PROPOSIÇÃO 

 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 
 

O presente estudo teve com objetivo determinar o efeito da alcalinização da 

superfície de discos de titânio e da impregnação da naringenina na adesão, proliferação e 

metabolismo de osteoblastos humanos, visando estimular funções celulares relacionadas 

ao reparo peri-implantar. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 
Determinar as concentrações de naringenina que não apresentassem efeito 

citotóxico sobre osteoblastos humanos. 

Desenvolver e caracterizar a superfície bioativa por meio da alcalinização da 

superfície de titânio e da impregnação de naringenina sobre estas superfícies, por meio 

da análise da topografia e rugosidade superficial. 

Avaliar o efeito da alcalinização associada a impregnação da naringenina na 

adesão, proliferação de osteoblastos humanos, bem como a síntese de MMP-2, atividade 

de fosfatase alcalina (ALP), deposição de nódulos de mineralização e expressão gênica 

de ALP. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

3.1 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE DE OSTEOBLASTOS HUMANOS 

TRATADOS COM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE NARINGENINA 

Foram utilizados osteoblastos humanos da linhagem SaOs-2 (ATCC# HTB85). 

Estas células foram mantidas em frascos de cultura celular de 75cm2 em meio de cultura 

Dulbeco’s Modified Eagle Medium- DMEM (Gibco, Cralsbad, CA, EUA) contendo 1% 

de solução antibiótica (Gibco) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, 

Gibco) até que seja obtida confluência de 80%. Os subcultivos foram realizados utilizando 

tripsina/EDTA (Gibco). 

Para esse estudo foi utilizada a naringenina, obtida sinteticamente (Sigma- 

Aldrich, St Louis, MO, EUA). Este composto foi inicialmente diluído em 

dimetilsulfóxido (DMSO), na concentração estoque de 1mg/mL. As concentrações 

avaliadas foram diluídas diretamente em meio de cultura. 

A partir da obtenção do número de células necessário para o experimento, as células 

foram cultivadas em placas de 96 compartimentos (1x104 células/compartimento) em 

meio de cultura completo e incubadas por 24 h em incubadora de CO2 (5%) a 37 oC. Após 

este período, foram tratadas com as soluções aquosas de naringenina (NA) nas 

concentrações de 100, 50, 10, 5, 1, 0,5 µg/ml em meio livre de SFB. O grupo controle 

positivo foi mantido em meio livre de SFB, enquantoo grupo controle negativo foi tratado 

com peróxido de hidrogênio 3%. Após 24 h, 72 h e 7 dias foi determinada a viabilidade 

dos osteoblastos, utilizando o ensaio PrestoBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (Figura 

1). 
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Figura 1. Representação esquemática da avaliação do efeito da NA em diferentes concentrações sobre os 

 
osteoblastos. 

Fonte: autor 

 

 

Esse ensaio foi baseado na oxirredução da resazurina, resultando em um marcador 

fluorescente, sendo esta fluorescência diretamente proporcional ao número de células 

viáveis. Desta forma, a solução PrestoBlue foi adicionada às células na concentração de 

10% em meio DMEM (Gibco, Cralsbad, CA, EUA) livre de SFB. Após 1 h de incubação 

a 37oC, foi determinada a intensidade de fluorescência (560 nm/590 nm) (Synergy H1, 

BioTek, Winooski, VT, USA) A média dos resultados obtidos para o grupo controle 

positivo foi considerada como 100% de viabilidade e todos os grupos foram avaliados em 

comparação a este (Figura 2). 

Após essa avaliação, foi selecionada a maior concentração aplicada que não 

apresentasse efeito citotóxico sobre os osteoblastos humanos, de acordo com os padrões 

da ISO (ISSO 10993-522). 
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Figura 2. Representação esquemática do teste de PrestoBlue. 

 
 

 
Fonte: autor 

 

 
3.2 DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE SUPERFÍCIE BIOATIVA 

POR MEIO DA ALCALINIZAÇÃO DA SUPERFÍCIE DE TITÂNIO E DA 

IMPREGNAÇÃO DE NARINGENINA SOBRE ESTAS SUPERFÍCIES 

Após seleção da concentração de NA, os discos de titânio foram preparados, sendo 

obtidos os grupos experimentais apresentados na Figura 3. 

Figura 3. Definição dos grupos experimentais. 

 

Fonte: autor 

 

 

 

3.2.1 Obtenção dos Discos de Titânio 

 
 

Foram obtidos discos de Ti usinados com 8 mm de diâmetro e 2 mm de espessura. 

Todos os discos de Ti foram lixados com lixas d’água de granulação 400, 600 e 1.200, 

para obtenção de rugosidade superficial padronizada (Figura 4). Anteriormente ao cultivo 

celular, os discos foram avaliados quanto à rugosidade superficial em microscópio 
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confocal. 

 
Para remover qualquer material orgânico aderido à superfície, os discos foram 

submetidos à limpeza em ultrassom, de acordo com o seguinte protocolo (PANSANI et 

al., 2019): 

1) Imersão por 30 min em acetona; 

 

2) Imersão por 30 min em água destilada; 

 

3) Imersão por 30 min em etanol 100%; 

 

4) Imersão por 30 min em água destilada; 

 

Figura 4. Protocolo de padronização dos discos de titânio 

 

 
 

 
Fonte: autor 

 

 

 

3.2.2 Alcalinização das Superfícies de Titânio 

 
 

Para a obtenção de superfícies de maior rugosidade e maior afinidade a 

biomoléculas, foi utilizado o protocolo de alcalinização. Este consistiu na imersão dos 

discos de Ti em solução de hidróxido de sódio (NaOH) 5 mol/L (Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO, EUA) a 60oC por 24 h, sob agitação (CAMARGO et al., 2017) (Figura 5). 

Os discos foram esterilizados em autoclave previamente ao protocolo de 

alcalinização e após o protocolo, foram lavados em água deionizada esterilizada por 1 h, 

sob agitação. 
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Figura 5. Protocolo de alcalinização da superfície dos discos de titânio 

 

 
Fonte: autor 

 

 

3.2.3 Análise da Rugosidade Superficial 

 
 

Os discos foram então avaliados quanto a sua rugosidade superficial em 

microscópio confocal de materiais (n=6). Foi avaliada a rugosidade de 5 áreas lineares 

distintas de cada disco e a rugosidade de cada disco foi determinada pela média das 5 áreas 

(Figura 6). 

Figura 6. Análise da topografia e rugosidade superficial dos discos de titânio 

 

 

 
 

Fonte: autor 

 

 

 

3.2.4 Biomodificação da Superficie por Impregnação da Naringenina 

 

 
Para este protocolo, os discos alcalinizados foram recobertos com 20 µl da solução 

aquosas de naringenina, na concentração de 10 µg/mL. Os discos foram submersos nas 

soluções por 2 h, sob agitação, a temperatura ambiente. 
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3.2.5 Análise da Liberação de Naringenina em Solução Aquosa 

 
 

A efetividade da impregnação da naringenina e também o potencial de liberação 

foram avaliados por meio de avaliação em fotoespectrometria UVVIS 280 nm (n=8). Para 

tanto, após a impregnação, os discos foram colocados em dessecador por 24 h. A seguir, 

foram submersos em solução de tampão fosfato (PBS 1X) a 37oC. Inicialmente, a 

liberação de naringenina foi avaliada a cada 15 minutos, por 2 horas. Para esta avaliação, 

foram recolhidos 100 µL da solução de PBS (phosphate buffer solution), que foram 

avaliados por espectrofotômetro UVVis a 295nm. 

 

 
3.3 AVALIAÇÃO DO EFEITO DA ALCALINIZAÇÃO ASSOCIADA A 

IMPREGNAÇÃO DA NARINGENINA NA ADESÃO E METABOLISMO DE 

OSTEOBLASTOS HUMANOS 

 
3.3.1 Cultura de Osteoblastos Humanos 

 
 

Para determinar o efeito da impregnação da naringenina sobre os discos de titânio 

alcalinizados, foi utilizada a linhagem osteoblastica SaOs-2, que foi mantida conforme 

descrito no item anterior. 

Foram estabelecidos os grupos experimentais e análises apresentados na Figura 7. 

 

 
Figura 7. Distribuição dos grupos experimentais e análises propostas 

 

Fonte: autor 
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Para essa etapa do projeto, os discos usinados ou previamente alcalinizados, 

impregnados ou não com naringenina, foram colocados em placas de 24 poços e as células 

foram cultivadas sobre esses discos na densidade de 2x104 células/disco em meio de 

cultura DMEM completo, por 24 h, 48 h ou 7 dias (Figura 8). Após esses períodos, foram 

realizadas as avaliações propostas. 

 
Figura 8 Culttura de osteoblastos sobre os discos de titanio 

 

 
Fonte: Cardoso, 2020. 

 

 

 

3.3.2 Avaliação da Adesão Celular 

 
 

A adesão dos osteoblastos às superfícies de titânio foi determinada por 

fluorescência direta, utilizando um marcador de citoesqueleto (Actin Red, Invitrogen 650 

nm) e um intercalante de DNA (Hoescht, Invitrogen) (n=6). Em cada período proposto, 

as células foram fixadas em paraformaldeido 4% por 30 min, seguido de lavagem em PBS 

1x, permeabilização com Triton x-100 (0,1% - Sigma-Aldrich) e incubação com Actin 

Red por 30 min. A seguir, as células foram novamente lavadas em tampão fosfato e 

submetidas a marcação nuclear com Hoescht (1:5000) por 15 min. 

As amostras foram qualitativamente analisadas por microscopia de fluorescência. 

Cinco campos de cada amostra foram fotografados e analisados quantitativamente em 

software ImageJ (Figura 9). 



12 
 

Figura 9. Representação esquemática da análise da adesão dos osteoblastos sobre as superfícies de titânio 

por meio de fluorecencia direta com marcação de citoesqueleto e nucleo. 

 

 

 

 
Fonte: autor 

 

 

 

3.3.3 Avaliação da Proliferação Celular 

 
 

A proliferação dos osteoblastos foi determinada pelo ensaio PrestoBlue (n=8), 

conforme protocolo apresentado no item 3.1 . 

 

 
3.3.4 Síntese de Metaloproteinases 

 
 

O efeito da naringenina sobre a síntese de metaloproteinase 2 (MMP- 2) por 

osteoblastos foi determinado por meio do imunoensaio ELISA, seguindo recomendações 

do fabricante. O período de análise foi determinado a partir de um estudo piloto, 

utilizando o fator de necrose tumoral alfa como controle positivo (Figura 10). 

Figura 10. Representação esquemática da análise da síntese de MMP pelo imunoensaio ELISA 

Fonte: autor 
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3.3.5 Análise da Síntese de Fosfatase Alcalina 

 
 

A capacidade de mineralização celular foi determinada por meio da análise da 

atividade da enzima fosfatase alcalina, que participa da mineralização da matriz colágena 

e é encontrada na membrana celular. Este teste foi realizado utilizando um ensaio de ponto 

final, baseado na clivagem de timolftaleína. (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) (Figura 

11). Para este teste, foi necessario realizar a lise celular com um solvente de Lauril Sulfato 

de Sódio a 1%, por 40 minutos. Para cada amostra, foram preparados tubos contendo 

tampão e susbstrato (timolftaleína), que foram pré-aquecidos a 37oC por 2 minutos. A 

seguir, foram adicionados 50 µL de cada amostra. Após 10 min de incubação a 37oC, foi 

adicionado o reagente colorimétrico, seguido de plaqueamento e análise por meio de meio 

de absorbância. A concentração de ALP para cada amostra foi determinada a partir de 

curva-padrão. 

Figura 11. Representação esquemática da análise da atividade de ALP 

 

 

 

Fonte: autor 

 

 

 

3.3.6 Deposição de Nódulos de Mineralização 

 
 

Para avaliar a deposição de nódulos de mineralização sobre os discos de titânio, 

após os tratamentos propostos, as células foram fixadas em etanol 70%, por 1 h. A 

formação dos nódulos de mineralização foi observada por meio do Teste de Alizarin Red, 

como descrito a seguir: 

Após a fixação, as células foram lavadas com água deionizada por 5 min. A seguir, 

foi adicionada a solução de Alizarin Red (40 mmol/L; pH 4,2) (Sigma- Aldrich), por 20 

min, sob agitação. As amostras foram, então, lavadas com água deionizada por 5 min. 

Com o objetivo de analisar quantitativamente a formação dos nódulos, as amostras foram 

solubilizadas em 1 mL de cloreto de cetilpiridíneo a 10% (Sigma-Aldrich), por 15 min, 

sob agitação. 
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Após verificação da homogeneidade das soluções, três alíquotas de 100 μL de cada 

compartimento foram transferidas para uma placa de 96 compartimentos (Costar Corp.), 

seguido de análise espectrofotômetro a 562 nm(Synergy H1) (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Representação esquemática da análise da deposinção de nódulos de mineralização sobre as 

amostras 

 

 

 
Fonte: autor 

 

 
 

3.3.7 Expressão Gênica de Marcador de Diferenciação Osteoblástica 

 
 

A expressão do marcador de diferenciação, fosfatase alcalina (ALP) foi 

determinada por meio do PCR em tempo real, após 7 dias do cultivo dos osteoblastos 

sobre as superfícies funcionalizadas. 

O isolamento do RNA total foi realizado utilizando o Kit RNAqueous (Applied 

Biosystems), através de um sistema de filtração, conforme as recomendações do 

fabricante. A seguir, a concentração de RNA de cada amostra foi determinada em 

espectrofotômetro (Take 3 System – Synergy H1). Para cada amostra de RNA obtida, foi 

sintetizado o DNA e amostras foram submetidas ao ciclo de amplificação recomendado 

pelo fabricante (Applied Biosystems): 25°C (10 minutos), 37°C (120 minutos), 85°C (5 

segundos), 4°C (∞). 

As reações foram preparadas com reagentes padronizados para PCR em tempo real 

Syber Green Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), adicionando os conjuntos 

de primers específicos para cada gene (Tabela 1). As leituras de fluorescência foram 

realizadas a cada ciclo de amplificação, utilizando-se para isto o equipamento Step One 

Plus (Applied Biosystems) e, posteriormente, analisadas pelo Step One Software 2.1 

(Applied Biosystems). Todas as reações foram normalizadas pelo sinal do corante de 

referência passiva ROX para correção de flutuações na leitura decorrentes a variações de 
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volume e evaporação ao longo da reação, e o resultado, expresso em valor de CT 

(referente ao número de ciclos de PCR necessários para que o sinal fluorescente atinja o 

limiar de detecção) foram normalizados de acordo com a expressão do gene endógeno 

selecionado (RPL13). 

 

 

Tabela 1. Sequencia dos primers utilizados para cada gene alvo 
 

 
Gene alvo Sequencia de primers 

hRPL13 Forward – 5’ CCGCTCTGGACCGTCTCAA 3’ 

Reverse – 5’ CCTGGTACTTCCAGCCAACCT 3’ 

hALP Forward – 5’GACAAGAAGCCCTTCACTGC 3’ 

Reverse – 5’ AGACTGCGCCTGGTAGTTGT3’ 
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3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 

O conjunto dos demais dados foi avaliado quanto à sua distribuição. Havendo 

aderencia à curva normal e homocedasticidade por meio de Levene, foram selecionados 

testes paramétricos. Os dados de rugosidade superficial, viabilidade, atividade de ALP e 

deposição de nódulos de mineralização foram analisados por meio do teste t- Student, 

enquanto os dados de síntese de MMP-2 e expressão genica de ALP foram analisados por 

meio do teste ANOVA a dois critérios e pós-teste de Tukey. Todos os testes estatísticos 

foram considerados ao nível de significância pré- determinado de 5%. 
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4. RESULTADOS 

 
 

4.1 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE DE OSTEOBLASTOS HUMANOS 

TRATADOS COM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE NARINGENINA 

A análise do efeito das diferentes concentrações de NA sobre os osteoblastos em 

cultura demonstrou que, para os períodos de 24 e 48 h, as concentrações de 50 µg/mL e 

100 µg/mL reduziram significativamente a viabilidade destas células, enquanto 

concentrações de 10, 5, 1 e 0,5 µg/mL foram citocompatíveis. Desta forma, apenas estas 

concentrações foram aplicadas para avaliar a viabilidade dos osteoblastos expostos às 

diferentes soluções de NA pelo período de 7 dias. Nessa análise, por sua vez, foi 

demonstrado que a aplicação de NA em todas as concentrações avaliadas resultou em 

viabilidade semelhante ou maior que a do grupo controle (Figura 13). 
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Figura 13. Viabilidade dos osteoblastos tratados com diferentes concentrações de NA, pelos 

períodos de (a) 24 h, (b) 48 h e (c) 7 dias (PrestoBlue; n=6). Barras indicam média e desvio padrão. Grupos 

identificados por símbolos diferentes indicam diferença estatisticamente significante (n=6; ANOVA/Tukey, 

p < 0,05). 
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4.2 ANÁLISE DA TOPOGRAFIA E RUGOSIDADE SUPERFICIAIS 

 

A superfície submetida ao protocolo de alcalinização apresentou topografia mais 

irregular quando comparada à superfície polida. De forma semelhante, a rugosidade da 

primeira também foi significativamente maior (Figura 14). 

 
Figura 14. Topografia (a, b) e rugosidade superficiais (c) dos discos de Ti polidos e alcalinizados. Para a análise da 

rugosidade, barras indicam média e desvio padrão. Grupos identificados por símbolos diferentes indicam diferença 

estatisticamente significante (n=6; t-Student, p < 0,05). 
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Fonte: autor 
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4.3 AVALIAÇÃO DA ABSORBÂNCIA DE SOLUÇÕES DE NARINGENINA EM 

LEITOR UV-VIS 

 
 

Após leitura em 280 nm foi possível observar uma saturação do equipamento, a partir 

da concentração de 2,5 µg/mL. Portanto, após eliminação dos pontos de 5 e 10 µg/mL, 

foi possível determinar uma curva padrão, que permitiu a avaliação da liberação da NA 

a partir das superfícies de titânio submetidas a impregnação com este bioflavonóide (Figura 

15). 

 

 

Figura 15. Absorbância das soluções aquosas de NA em espectrofotômetro UV-Vis (280nm) 

(n=8). 
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Fonte: autor 

 

 
 

4.4 ADESÃO CELULAR 

 

A análise qualitativa da adesão dos osteoblastos às superfícies avaliadas 

demonstrou maior número de células sobre a superfície submetida a absorção com NA. 

Além disso, para ambos os períodos avaliados, nota-se maior espraiamento das células 

sobre essa superfície quando comparada à superfície alcalinizada (Figura 16). 
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Figura 16. Fotomicrografias dos osteoblastos aderidos às superfícies de Ti alcalinizadas e 

impregnadas ou não com NA, após 24 e 48 h de cultivo. Em vermelho, observa-se os filamentos de actina 

do citoesqueleto e em azul, o núcleo celular. (n=2) 
 

 

 
 

 

 

 

Fonte: autor 
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7 

4.5 VIABILIDADE CELULAR 

 

A viabilidade dos osteoblastos foi semelhante para as células cultivadas sobre os 

discos somente alcalinizados e impregnados com NA para os períodos de 24 e 48 h. 

Porém, após 7 dias do cultivo celular, a viabilidade dos osteoblastos cultivados sobre os 

discos impregnados com NA foi significativamente maior (Figura 17). 

 
Figura 17. Viabilidade dos osteoblastos cultivados sobre os discos de Ti alcalinizados e impregnados ou 

não com NA, pelos períodos de 24 h, 48 h e 7 dias (PrestoBlue; n=6). Barras indicam média e desvio padrão. 

Grupos identificados por símbolos diferentes indicam diferença estatisticamente significante (n=6; t- 

Student, p < 0,05). 
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4.6 SÍNTESE DE MMP-2 

 

 

 
A síntese de MMP-2 foi exacerbada na presença do fator necrose tumoral alfa, 

modulando a sintese destaa enzima. Foi utilizado como controle positivo do teste (Figura 

18). Para os demais grupos, não houve alteração significativa na síntese dessa enzima. 

 
Figura 18. Síntese de MMP-2 por osteoblastos cultivados sobre os discos de Ti alcalinizados e absorvidos 
ou não com NA, após 24 h (ELISA; n=6). Barras indicam média e desvio padrão. Grupos identificados por 
símbolos diferentes indicam diferença estatisticamente significante (n=6; ANOVA/Tukey, p < 0,05). 
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4.7 ATIVIDADE DE ALP E DEPOSIÇÃO DE NÓDULOS DE MINERALIZAÇÃO 

 

A análise do efeito da impregnação dos discos de Ti com NA sobre o 

metabolismo dos osteoblastos demonstrou que, após 7 dias de contato na presença do 

bioflavonóide, estas células apresentaram aumento significativo da atividade de ALP e da 

deposição de nódulos mineralizados (Figura 19). 

 

 
Figura 19. Atividade de ALP e deposição de nódulos mineralizados por osteoblastos cultivados sobre os 

discos de Ti alcalinizados e impregnados ou não com NA, por 7 dias (n=6). Barras indicam média e desvio 

padrão. Grupos identificados por símbolos diferentes indicam diferença estatisticamente significante (n=6; 

t- Student, p < 0,05). 
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4.8 EXPRESSÃO GÊNICA DA FOSFATASE ALCALINA 

 

As células cultivadas sobre os discos alcalinizados e tratados com NA apresentaram 

expressão semelhante ao grupo somente alcalinizado. No entanto, na presença do 

estímulo inflamatório, esta expressão foi significativamente maior para o grupo de discos 

submetidos ao tratamento com NA (p<0,05) (Figura 20). 

 
Figura 20. Expressão gênica de hALP por osteoblastos cultivados sobre os discos de Ti alcalinizados e 

impregnados ou não com NA, por 7 dias (n=6). Barras indicam média e desvio padrão. Grupos identificados por 

símbolos diferentes indicam diferença estatisticamente significante (n=6; ANOVA/Tukey, p < 0,05). 
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5. DISCUSSÃO 

 
 

O sucesso da instalação de implantes osseointegraveis depende de um selamento 

mucoso e ósseo eficazes, obtidos a partir da relação direta entre os tecidos peri- 

implantares e a superfície do implante (BRÅNEMARK et al., 1977). 

Alguns fatores podem interferir negativamente na formação desse tecido, como 

altas concentrações de fatores pró-inflamatórios, como citocinas (ROMANOS et al.,2019) 

e metaloproteinases da matriz (GOMES et al., 2019) que podem estar relacionadas à 

manutenção da fase inflamatória e atraso da fase proliferativa do processo de reparo do 

tecido ósseo, levando a maior tempo de osseointegração. 

Para a execução deste projeto in vitro, uma linhagem osteoblástica humana foi 

selecionada, sendo estas células cultivadas em modelo de cultura que tem por objetivo 

simular o contato das células com o implante, visando mimetizar o reparo peri-implantar, 

visto que estudos anteriores demonstraram que o fenótipo celular está diretamente 

relacionado com o substrato (ROSS et al., 2012). Este modelo experimental já foi 

aplicado e validado na literatura ( PANSANI et al. 2021). 

Bioflavonóides, como a naringenina, têm apresentado efeito significativo na 

modulação da resposta inflamatória e oxidativa de diferentes tipos celulares (GAGGERI 

et al., 2013) além de serem capazes de modular a síntese de metaloproteinases. Sendo 

assim, a aplicação destes compostos pode ser uma alternativa promissora para acelerar o 

reparo peri-implantar. 

Para otimizar a impregnação da naringenina sobre as superfícies de titânio e assim 

determinar o efeito deste bioflavonóide no metabolismo de osteoblastos, os discos foram 

submetidos à alcalinização com NaOH (YAMAGUCH et al., 2017; PANSANI et al., 

2021). O efeito da alcalinização da superfície de titânio no metabolismo de osteoblastos 

já foi demonstrado, corroborando os dados apresentados no presente estudo (MIAO et al., 

2017). Este efeito pode ser justificado pelo aumento da molhabilidade e da rugosidade 

superficial, que auxiliam na adesão e espraiamento celulares, melhorando o fenótipo das 

células osteogênicas (XING et al., 2014; MIAO et al., 2017). Tais resultados corroboram 

os dados obtidos neste estudo, em que houve alteração significativa da topografia e 

aumento da rugosidade superficial dos discos submetidos a alcalinização e aumentando 

assim, a adesão de osteoblastos á essas superficies. 

A análise de liberação do composto demonstrou que a naringenina foi liberada em 
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totalidade até 2 h depois da sua aplicação, o que permitiria sua interação com tecidos peri- 

implantares ainda em fases precoces do reparo tecidual. 

Após a seleção de concentrações não citotóxicas da naringenina, os resultados da 

impregnação da superfície de Ti por meio da aplicação direta de solução aquosa 

demonstraram que na presença da naringenina, um maior número de células 

permaneceram aderidas à superfície de Ti, sendo que estas células também apresentaram 

maior espraiamento, após 24 h. Assim, esses resultados estão de acordo com a literatura, 

uma vez que as superfícies funcionalizadas mostram uma maior adesão celular. 

(CORDOBA et al.,2015). Além disso, quanto cultivados sobre esta superfície (NaOH + 

NA) os osteoblastos apresentaram maior viabilidade. 

A superfície funcionalizada com bioflavonóides promoveu a diferenciação dos 

osteoblastos aumentando a expressão de marcadores osteogênicos, como a atividade da 

fosfatase alcalina e deposição de nódulos de mineralização (CORDOBA et al.,2015, assim 

como observado no presente estudo em que houve um aumento significativo da expressão 

de marcadores osteogénicos após 7 dias de contato, demonstrando que este bioflavonóide 

pode acelerar a deposição de matriz mineralizada e acelerar o reparo do tecido ósseo ao 

redor dos implantes. 

Estudos prévios confirmam que com o aumento da rugosidade da superfície, 

obtém aumento da expressão gênica, síntese protéica e atividade de ALP dos osteoblastos 

(MIAO et al., 2017), sendo este um marcador bioquímico da diferenciação de 

osteoblastos (MIRANDA et al., 2016). Este estudo também avaliou a expressão genica e 

atividade da ALP, demonstrando que na presença de NaOH e naringenina houve um 

aumento significativo destes parâmetros celulares após 7 dias de contato dos osteoblastos 

com a superfície tratada. 

No projeto em questão, o objetivo foi promover a impregnação de naringenina, 

para promover uma modulação da atividade de metaloproteinases da matriz e acelerar o 

processo de neoformação/remodelação tecidual. Estas enzimas proteolíticas atuam 

fisiologicamente na remodelação tecidual, porém, em altas concentrações, podem levar a 

uma desorganização da matriz colágena, impedindo a formação de um tecido ósseo 

maduro (GOMES et al., 2019). 

Foi observado aumento significativo da síntese de MMP-2 na presença do 

estímulo inflamatório com fator de necrose tumoral alfa, sendo esta síntese modulada 

negativamente na presença da naringenina, comprovando os efeitos deste bioflavonóide 
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na regulação de enzimas colagenoliticas, o que também pode estar associada a uma 

aceleração da fase inflamatória nos tecidos peri-implantares e pode favorecer o reparo 

peri-implantar (GAGGERI et al., 2013). 

Tendo em vista o objetivo desse estudo, obteve resultados positivos quando em 

contato com NAOH e a naringenina, melhorando a adesão e metabolismo de osteoblastos 

humanos, acelerando o reparo peri implantar e o aumento de ALP. Estes resultados podem 

estar relacionado com a topografia superficial, visto que houve um aumento da rugosidade 

devido a solução de NAOH, ocorrendo melhor adesão das células na superfície. Sugere 

se que a biomodificação da superfície de titânio com a naringenina pode ser positiva na 

aceleração do reparo peri implantar. 
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6. CONCLUSÕES 

 
 

Conclui-se que a alcalinização de superfícies de titânio e a absorção da 

naringenina citado produzem efeitos positivos sobre osteoblastos humanos. 

 
• Após análise da viabilidade de osteoblastos expostos a diferentes concentrações 

foi observado que a NA, em concentrações abaixo de 10ug/mL não apresentou 

efeitos citotóxicos para estas células. 

 
• A absrorção da superfície de titânio com NA resultou na formação de uma 

superfície bioativa, com potencial de liberação deste bioflavonóide. 

 
• As células cultivadas sobre os discos submetidos a alcalinização e impregnação 

com NA apresentaram maior adesão e proliferação celulares, bem como maior 

síntese de proteína total, atividade de fosfatase alcalina e deposição de nódulos 

de mineralização. 

 

• A síntese de metaloproteinase-2 foi negativamente modulada para as células 

cultivadas sobre discos alcalinizados e associados à naringenina. 

 

• Após 7 dias de contado dos discos acalinizados e impregnados com naringenina, 

houve um aumento da expressão gênica de ALP. 
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