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RESUMO

As modificacbes e funcionalizagbes das superficies de implantes tém demonstrado efeitos
promissores na aceleracdo da resposta dos tecidos peri-implantares. O aumento da rugosidade
superficial dos implantes resulta em aumento da superficie de contato com o tecido receptor e
maior adesao e espraiamento das células dsseas. O processo de alcalinizacdo superficial com
hidréxido de sddio (NaOH) promove um aumento da rugosidade da superficie do titénio e
favorece a adsorcao de moléculas organicas. O colageno tipo | compde 90% da matriz organica
do tecido 0sseo e pode acelerar a adesdo e diferenciacdo dos osteoblastos. Neste estudo, foi
avaliado o efeito da funcionalizacdo de discos de titdnio com colageno tipo | (polidos ou
alcalinizados) sobre a resposta de osteoblastos. Os discos de titanio foram manualmente polidos
e submetidos a alcalinizacdo com NaOH 5 mol/L por 24 h a 60°C, seguido de analise da
topografia e rugosidade superficial. A seguir, foram submetidos a funcionalizacdo com
colageno tipo I (1 mg/mL) por 4 h a 37°C, seguido do cultivo dos osteoblastos (SaOs-2). Apds
7 dias, foram determinadas a adesdo celular sobre os substratos, a viabilidade celular, a
atividade de fosfatase alcalina (ALP) e a expressao génica de marcadores da diferenciacao
osteogénica. Os dados de rugosidade superficial, viabilidade, atividade de ALP e expressao
génica foram analisados estatisticamente por meio dos testes de ANOVA a dois critérios e
Tukey (=0,05), enquanto os dados de topografia superficial e adesdo celular foram analisados
qualitativamente. Todos os parametros avaliados foram aumentados para as superficies
submetidas a alcalinizacdo, sendo que a associacdo dos dois tratamentos (alcalinizagdo com
NaOH e funcionalizacdo com colageno tipo 1) promoveu resultados ainda melhores, com
aumento significativos da adesdo celular, viabilidade, atividade de ALP e expressdo dos
marcadores avaliados. Portanto, a alcalinizagdo com NaOH e a funcionalizacdo do titanio com
colageno foram efetivas na estimulacdo da resposta de osteoblastos. A associa¢do de ambos 0s
tratamentos ofereceu as melhores condicdes para a resposta destas células. Estas modificacdes
podem ser estratégias promissoras na aceleracdo do reparo peri-implantar ¢sseo.

Palavras-chave: Alcalinizacdo. Colageno. Funcionalizagdo. Osteoblastos. Titanio



ABSTRACT

The modification and functionalization of implants surface have demonstrated promising
effects on the acceleration on the response of peri-implant tissues. The increased surface
roughness of implants results in higher surface contact to the receptor tissue and higher adhesion
and spreading of bone cells. The alkalinization process with sodium hydroxide (NaOH)
promotes an increase in surface roughness on titanium and favors the adsorption of organic
molecules. Collagen type I represents 90% of organic matrix of bone tissue and may accelerate
the adhesion and differentiation of osteoblasts. This investigation evaluated the effect of
functionalization of titanium discs with collagen type | (polished or alkali-treated) on the
response of osteoblasts. Titanium discs were manually polished and subjected to alkalinization
with NaOH at 5mol/L for 24 hours at 60°C, followed by determination of surface topography
and roughness. Then, they were submitted to functionalization wth collagen type | (1 mg/mL)
for 4 hours at 37°C, followed by osteoblasts seeding (SaOs-2). After 7 days, cell adhesion onto
each substrate was evaluated as also cell viability, alkaline phosphatase (ALP) activity and gene
expression of osteogenic markers. Data of surface roughness, viability, ALP activity and gene
expression were analyzed by ANOVA two-way and Tukey tests (a=0.05), while data on surface
topography and cell adhesion were qualitatively evaluated. All parameters were increased for
the titanium surface subjected to alkalinization and the combination of the two protocols
(alkalinization and functionalization with collagen type 1) promoted the better results, with
higher cell adhesion, viability, ALP activity and gene expression. Therefore, the alkalinization
of titanium surfaces with NaOH and the functionalization of these surfaces with collagen were
effective strategies on stimulating osteoblasts response. The combination of both demonstrated
to be the best conditions to cells response. These modifications may be suitable strategies to
accelerate bone peri implant repair.

Keywords: Alkalinization. Collagen. Functionalization. Osteoblasts. Titanium
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1 INTRODUCAO

O implante comecou ser utilizado na década de 1960 quando Branemark desvendou
0 processo de osseointegracdo, o qual ocorre a partir da inter-relacéo entre o implante e o tecido
0sseo alveolar receptor (BRANEMARK, 1983). Em seguida & instalacdo do implante, o
processo de reparo se inicia por meio da formacdo de tecido de granulacdo e do coagulo,
responsaveis por preservar o espaco peri-implantar; posteriormente, as células osteogénicas se
diferenciam em osteoblastos e secretam matriz extracelular ao redor do implante. Essas células
sdo procedentes de células perivasculares, presentes ao redor das paredes dos vasos sanguineos,
com a finalidade de produzir tecido 6sseo lamelar no periodo da remodelacéo dssea e formacao
de tecido 6sseo maduro (MENDES; DAVIES, 2016; ZENG et al., 2019 apud SANTOS, 2021).

O titénio (Ti) e suas ligas sdo biomateriais amplamente utilizados no campo de
implantodontia, devido a sua baixa densidade, baixa condutividade térmica, alta resisténcia a
corrosao, capacidade de osseointegracdo, dureza e principalmente, a sua biocompatibilidade,
que € atribuida a formacdo espontanea de uma camada de dioxido de titanio (TiO2) quando o
titdnio € exposto ao oxigénio. Essa reacdo impede a formacdo de tecido fibroso em volta do
implante, além de criar uma conexdo direta com o tecido 6sseo (DE JONGE et al., 2008;
SOUZA et al., 2019; OLTEAN-DAN et al., 2021).

Apesar de ser considerado biocompativel, o titanio apresenta-se como um elemento
ndo fisioldgico. Sendo assim, o revestimento da superficie do implante com componentes do
tecido 6sseo (materiais bioativos) poderia estabelecer uma transicéo fisiologica entre 0 0sso e
a superficie do implante, de modo a aprimorar a fixacao, a proliferacdo e a diferenciacdo das
células osteogénicas, assim acelerando o processo de osseointegracdo (OLTEAN-DAN et al.,
2002; DE JONGE et al., 2008).

A adesdo e a proliferacdo dos osteoblastos sdo processos essenciais para a
osseointegracdo de implantes, definida como o contato osso-implante, capaz de suportar carga
funcional (GRONOWICZ; McCARTHY, 1996). Sendo assim, diferentes fatores locais e
sistémicos podem influenciar o reparo peri-implantar como a quantidade e qualidade do tecido
0sseo receptor, condi¢des de saude oral do paciente e satde geral do mesmo, considerando
habitos, uso de medicamentos, doengas cronicas e comorbidades (KULLAR; MILLER, 2019).
Outros fatores, inerentes aos implantes também s&o importantes para a resposta peri-implantar.
Entre estes fatores, é possivel citar a composicéo e a topografia dos substratos, que apresenta

influéncia direta na adeséo, espalhamento e diferenciacao celular (YU; WALSH; WEI, 2013).



Diversos estudos apontam que as superficies de maior rugosidade facilitam a
adesdo, diferenciacdo e metabolismo celular, além de resultar em aceleracdo do processo de
osseointegracdo (WENNERNBERG et al., 2009). As modificacdes de superficie do implante
tém a capacidade de melhorar a osteocunducdo e osteoinducdo e aumentar a deposicdo e
mineralizacdo da matriz de coldgeno (TRENTO et al., 2020). Desse modo, a fim de melhorar
0 contato osso-implante, diversas modificages de superficies estdo sendo estudadas como, o
jateamento com particulas abrasivas (6xido de aluminio) que resulta em uma superficie rugosa,
melhorando a osseointegracdo, ja que a rugosidade aumenta a area de contato entre o tecido
6sseo e 0 implante. J& o polimento mecénico torna a superficie mais uniforme, criando uma
base adequada para a ancoragem de materiais. O eletropolimento, por sua vez, € um processo
eletroquimico que favorece a resisténcia do implante a corrosdo. Por meio do tratamento com
lasers de alta poténcia, o implante tem a sua superficie modificada por irradiacdo por meio de
feixes de laser produzindo erosfes e uma superficie rugosa. A oxidacdo anddica forma uma
camada de Oxido na superficie do implante, melhorando a durabilidade do implante. Por fim,
os tratamentos &cidos e alcalinos modificam a superficie por meio de reacdes quimicas,
removendo impurezas e formando rugosidades (SILVA et al., 2016). Dentre elas, a
alcalinizacdo com o hidroxido de sodio tem demonstrado efeitos positivos, aumentando a
rugosidade superficial, além de favorecer a adsor¢do de moléculas bioativas, o que permitiria a
aplicacdo/ liberacdo de proteinas nas superficies do material (NISHIGUCHI et al., 2003;
TUGULU et al., 2010; CARMARGO et al., 2017)

Em estudos anteriores sobre a alcalinizacdo na superficie do titanio, foram
demonstrados resultados como alteracdo da topografia com aumento da rugosidade,
melhorando a hidrofilicidade e molhabilidade do material, aumentando, consequentemente, a
adesdo, espalhamento, diferenciacdo celular e metabolismo celular (atividade de fosfatase
alcalina (ALP - do inglés alkaline phosphatase e sintese de proteina) (NISHIGUCHI et al.,
2003; TUGULU et al., 2010; CARMARGO et al., 2017). Quanto maior a similaridade da
superficie do implante com tecido 6sseo, melhor a resposta dos osteoblastos e a formacéo de
matriz Ossea peri-implantar (KHANG et al., 2008).

O termo funcionalizar significa aumentar o potencial biolégico de um determinado
material, de forma a acelerar a resposta tecidual. Neste contexto, uma das estratégias que podem
ser utilizadas para tal funcionalizacdo € a aplicacdo de moléculas inerentes do tecido 0sseo,
como colageno, que corresponde a 90% do componente organico da matriz extracelular dssea

(YU; WALSH; WEI, 2013). A superficie modificada do implante pode favorecer a deposicéo
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de matriz extracelular 6ssea (GEIBLER et al., 2000). O col&geno tipo | € um dos principais
componentes organicos da matriz extracelular 6ssea e auxilia na diferenciacdo, adesdo e
proliferacdo das atividades celulares em superficies de biomateriais. O colageno tipo | se liga
as integrinas 11 e 21, as quais facilitam a diferenciacéo e fixacao de células osteoblasticas, além
de servir como andaime mineral e acelerar a expressao do fenétipo da célula 6ssea (GEIBLER
etal., 2000). Portanto, o revestimento da superficie de titanio com colageno tipo | pode facilitar
a adesao e o espraiamento de osteoblastos por meio de integrinas. Segundo o estudo de Gleiber
e colaboradores (2020), superficies tratadas com colageno apresentaram aumento da adesao
celular em cerca de 30%.

Estudos in vitro que avaliaram a funcionalizacdo de superficies de titdnio com
colageno demonstraram aceleracdo no tempo de adesdo celular sobre a superficie do implante,
aumento do grau de espalhamento das células osteoblasticas e aumento da sintese de
osteopontina (ROEHLECKEA et al., 2000). Além disso, estudo anterior in vivo demonstrou
que a aplicacdo de um hidrogel de coladgeno gerou a formacgdo de ligamento periodontal
independente da aplicacdo de BMP (do inglés - bone morphogenetic protein) (proteinas
morfogenéticas dsseas). Ademais, a maior parte da estrutura de coldgeno desapareceu em 4
semanas e raramente foram observadas células inflamatdrias e reabsorcao radicular, tendo como
resultado uma boa biocompatibilidade e sendo um fator essencial para suprir as células do
ligamento periodontal e para regeneracédo (KATO et al., 2015).

Algumas condi¢des sistémicas podem prejudicar o reparo periimplantar. As
doencas autoimunes, como o ldpus eritematoso sistémico (LES), podem afetar a funcédo
dos osteoblastos e diminuir a capacidade de adesdo dssea ao implante. Ademais, a inflamacéo
cronica associada as doencgas autoimunes pode prejudicar a cicatrizacdo e a formacdo de 0sso
ao redor do implante (COSTA et al., 2019). A osteoporose € caracterizada pela diminuicao da
densidade 6ssea e fragilidade dos ossos, qualidade e quantidade do osso disponivel para a
ancoragem do implante sdo afetadas negativamente pela osteoporose (AZEEZ, 2023). Além
disso, estes pacientes frequentemente fazem uso de medicamentos antirreabsortivos, que tém
apresentado efeitos deletérios para o tecido 6sseo, incluindo o reparo peri-implantar. A diabetes
mellitus reduz a vascularizacdo local e a fungédo dos osteoblastos, prejudicando a formacéo de
0sso ao redor do implante (WANG et al., 2021). Ja as doencas cardiovasculares podem afetar
indiretamente a osseointegracédo, pois a circulacdo sanguinea inadequada pode comprometer a
nutricdo e oxigenacdo dos ossos, afetando a formacdo Ossea ao redor do implante (AZEEZ,

2023). Portanto, a funcionalizacdo do titdnio com o colédgeno associado a alcalinizacao, pode
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ser uma alternativa promissora para acelerar o reparo periimplantar, promovendo uma melhora
na resposta bioldgica do tecido ésseo ao implante, principalmente visando casos de desafios no

reparo 0sseo.
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2 PROPOSICAO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da modificacdo de superficie de titanio por meio de alcalinizacéo
com NaOH e/ ou funcionalizagdo com col&geno tipo | no metabolismo de osteoblastos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o efeito da modificacdo de superficie de titdnio por meio de

alcalinizacdo com NaOH e/ ou funcionaliza¢do com colageno tipo | em relacéo a:

Adesao de osteoblastos por meio de microscopia de fluorescéncia;

e Viabilidade de osteoblastos por meio do ensaio de PrestoBlue;

e Atividade de fosfatase alcalina por meio do ensaio de ponto final com

timolftaleina;

e Expressdo génica de marcadores de diferenciacdo osteogénica por meio de PCR

em tempo real (QPCR)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Esta investigacdo foi realizada a partir de modelo in vitro visando simular a
interacdo do implante com celulas do tecido 6sseo apos sua instalagdo. Desta forma, as céelulas
foram cultivadas diretamente sobre os discos de titanio submetidos a diferentes protocolos de
tratamento de superficie.

Os fatores do estudo foram: superficies de titanio polidas, funcionalizadas ou ndo
com o colageno tipo |, e superficie de titdnio submetidas ao tratamento com hidréxido de sodio
e/ ou funcionalizada com colageno tipo I. As variaveis de respostas incluiram avaliacdo
qualitativa da rugosidade e topografia superficiais, e da adesdo dos osteoblastos. Avaliacdo
quantitativa da viabilidade celular, da atividade de fosfatase alcalina e da expresséo génica de

marcadores de diferenciagdo osteogénica (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental utilizado para o desenvolvimento do estudo.
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Fonte: autor

3.2 OBTENCAO E PADRONIZACAO DOS DISCOS DE TITANIO

Discos de titanio de oito mm de diametro e dois mm de espessura comercialmente
puros (grau V) foram obtidos a partir de cilindros de titanio (Realum Industria e Comercio de
Metais Puros e Liga, Sao Paulo, SP, BR), por meio de usinagem. A rugosidade superficial dos

discos foi padronizada por meio de polimento manual utilizando lixas d’agua, de granulagdes
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400, 600 e 1200 (T469-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, BR). Foram
lixados em 10 movimentos no formato infinito com cada lixa na superficie dos discos, nas duas
faces.

Apbs serem lixados, os mesmos foram submetidos a limpeza para eliminacdo de
fragmentos residuos e material organico superficiais, seguindo o protocolo: imersdo dos discos
em tubos Falcon de 50 mL contendo acetona PA por 15 min em ultrassom; imerséo dos discos
em tubos Falcon de 50 mL contendo etanol 70% por 15 min em ultrassom; imersdo dos discos
em tubos de Falcon de 50 mL contendo &gua destilada por 15 min em ultrassom; lavagem
abundante com agua destilada e esterilizados em autoclave (CARDOSO et al., 2023; PANSANI
et al., 2023) (Figura 2).

Figura 2. Representacao da sequéncia para padronizagdo e limpeza dos discos de titanio polidos ()
obtencdo dos discos (b) padronizacdo da rugosidade superficial por meio de polimento manual (c) limpeza em
cuba ultrassénica (d) esterilizados em autoclave.

'(. Ju,ll“b

C
— >

Fonte: autor

3.3 ALCALINIZACAO DOS DISCOS DE TITANIO

O processo de alcalinizagdo foi realizado por meio de imersdo dos discos em
solucéo de hidréxido de sddio (NaOH) a 5 mol/L por 24 h a 60°C. A seguir, os discos foram
lavados em &gua destilada e secos em bancada a temperatura ambiente (25°C) (VILA REAL et
al., 2021) (Figura 3).
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Figura 3. (a) Hidréxido de s6dio (NaOH) (b) discos de titanio submersos em solucdo aquosa de NaOH 5 mol/L e
incubadas a 60°C por 24 h

60°C
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%,
e
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8

Fonte: autor

3.4 ANALISE DA TOPOGRAFIA E RUGOSIDADE SUPERFICIAL

A topografia e a rugosidade superficial dos discos de titanio polidos e alcalinizados
foram determinadas por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV; Inspect Scanning
Electron Microscope-S50, FEI, Hillsboro, OR, EUA), associada analise em software ImageJ.
(VILA REAL et al., 2022; MOURA et al., 2023).

A rugosidade média de cada superficie foi calculada a partir da medida da
rugosidade de cinco areas lineares para cada amostra (n=6). A média destas medidas foi
considerada como rugosidade superficial da amostra (Figura 4).

Previamente aos procedimentos em cultura de células os discos foram esterilizados

em autoclave.
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Figura 4. Avaliacéo da topografia e rugosidade superficiais por meio de MEV (a) Microscopia Eletr6nica de
Varredura (b,c) avaliacdo da rugosidade superficial dos discos de Ti.

Fonte: autor

3.5 FUNCIONALIZACAO COM COLAGENO TIPO |

O procedimento de funcionalizacdo dos discos de titanio com colageno tipo | foi
realizado a partir do recobrimento da superficie do disco com colageno tipo | (1 mg/mL — Rat
tail collagen- Gibco, Carlsbad, CA, EUA) em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Gibco, Carlsbad, CA, EUA) livre de soro fetal bovino (SFB — Gibco). Apos
esse recobrimento, os discos foram armazenados em incubadora por quatro horas (Figura 5).

Figura 5. Representacdo da funcionalizacdo da superficie de titdnio por meio da aplicacdo de colageno

tipo | (a) solucdo colégeno tipo | (b) meio de cultura livre de SFB (c) solucéo de colégeno tipo I (1 mg/mL) (d)
aplicacdo da solugdo de colageno tipo | sobre o disco.

Fonte: autor
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3.6 CULTURA DE OSTEOBLASTOS

Para este estudo, foram selecionados osteoblastos humanos da linhagem
imortalizada SaOs-2 (ATCC# HTB85). Os osteoblastos foram mantidos em meio de cultura
DMEM, contendo solucdo 1% de solucdo antibidtica (Pen/Strep solution -Gibco) e
suplementado com 10% de soro fetal bovino, em incubadora (37 °C e 5% CO>). Essas células
foram subcultivadas utilizando solucéo de tripsina/EDTA (Gibco) até a obtencdo do numero
necessaria para a realizagdo dos experimentos (aproximadamente 2 x 10* células/disco).
(BASSO et al., 2020).

Previamente ao cultivo celular, os discos foram alocados em placas de cultura de
células de 24 compartimentos, em conjunto com dispositivos metalicos que fixaram os discos
na parte central do compartimento e vedaram o fundo da placa, garantindo que as células
permanecessem aderidas apenas aos discos.

Apos adigdo de 1 mL de meio de cultura completo, as células foram cultivadas sobre
os discos. A seguir, foram mantidas em incubadora a 37 °C e 5% de CO; por sete dias (Figura
6).

Figura 6. (a) posicionamento dos discos e dispositivos metalicos (b) cultivo dos osteoblastos sobre
os discos de titanio.
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Fonte: autor



18

3.7 ANALISE DA ADESAO DOS OSTEOBLASTOS AS DIFERENTES SUPERFICIES

A adesdo dos osteoblastos as diferentes superficies foi determinada por meio de
microscopia de fluorescéncia, utilizando um marcador de citoesqueleto (Actin Red, Invitrogen
650nm) e um intercalante de DNA (Hoeschst, Invitrogen) (n=2). As células foram fixadas em
paraformaldeido 4% por 30 min, seguido de lavagem em PBS 1X, permeabilizacdo com Triton
X-100 (0,1% - Sigma-Aldrich) e incubacdo com Actin Red por 30 min. Em seguida, as células
foram novamente lavadas com tampé&o fosfato e submetidas a marcacdo nuclear com Hoechst
(1:5000) por 15 min (CARDOSO et al., 2023). As amostras foram submetidas a analise
qualitativa, considerando a densidade e o espraiamento celular, por meio do software ImageJ
(Figura 7).

Figura 7. (a) Aplicagdo do protocolo para adesdo dos osteoblastos (b) microscépio de fluorescéncia
(c) anélise da adesdo de osteoblastos (d) software ImageJ
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Fonte: autor



19

3.8 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade dos osteoblastos aderidos as diferentes superficies foi determinada
por meio do teste de prestoBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). O ensaio de prestoBlue
avalia a viabilidade celular por meio da conversdo do reagente resazurina em resorufina, que
resulta em uma mudanga de cor pronunciada, diretamente proporcional ao metabolismo
mitocondrial. Para tanto, as células foram incubadas em solucéo de prestoBlue 10% em DMEM
livre de SFB, por uma hora a 37 °C e 5% de CO., seguido da determinacédo da intensidade de
fluorescéncia da solucdo, por meio de fluorimetro (Synergy H1 Hybrid Multi-mode Microplate
Reader, Biotek, EUA), nos comprimentos de onda de 560/590 nm. Os dados obtidos para as
células cultivadas sobre os discos polidos foram considerados como 100% de viabilidade
(Figura 8).

Figura 8. Representagdo do ensaio de PrestoBlue, para avaliacio da viabilidade dos osteoblastos apds
cultivo sobre diferentes superficies (a) aplicacdo da solucdo de PrestoBlue (10% em DMEM livre de SFB) (b)
incubagdo por 1 h a 37 °C (c) clivagem do sal de rezasurina em resorufina (d) anlise da intensidade de
fluorescéncia.

Fonte: autor

3.9 ATIVIDADE DE ALP

A enzima fosfatase alcalina (ALP) € expressa na membrana plasmatica de
diferentes células e participa da mineralizagdo das fibrilas de coldgeno a partir da incorporacdo
de ions célcio a essa matriz. Portanto, a atividade de ALP determina a capacidade de inducéo

da mineralizagdo da matriz extracelular. Neste estudo, a atividade de ALP foi determinada por
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meio de um ensaio de ponto final, cujo substrato é a timolftaleina (Labtest, Lagoa Santa, MG,

BR). Desta forma, a maior clivagem dessa proteina indica maior atividade de ALP (Figura 9).

Figura 9. Representacdo esquematica da andlise da atividade de ALP (a) lise celular Lauril sulfato de
sodio 1% (b) clivagem de Timolftaleina (c) analise de absorbancia a 590 nm

Fonte: autor

3.10 EXPRESSAO GENICA DE MARCADORES DA DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

A tecnologia de PCR em tempo real (qgPCR) foi utilizada para determinar a
expressao do marcador de diferenciacao, fosfatase alcalina (ALP) e osteocalcina (OCN), apds
sete dias do cultivo dos osteoblastos sobre as superficies funcionalizadas.

O isolamento do RNA total foi preparado por meio do Kit RNAqueous (Applied
Biosystems), por meio de um sistema de filtracdo, conforme as recomendag6es do fabricante.
Em seguida, a concentracdo de RNA de cada amostra foi determinada em espectrofotémetro
(Take 3 System — Synergy H1). Para cada amostra de RNA obtida, foi sintetizado o0 DNA e
amostras foram submetidas ao ciclo de amplificacdo recomendado pelo fabricante (Applied
Biosystems): 25 °C (10 min), 37 °C (120 min), 85 °C (55), 4 °C ().

As reacdes foram produzidas com reagentes padronizados para PCR em tempo real
Syber Green Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), acrescentando 0s conjuntos de
primers especificos para cada gene (Tabela 1). As leituras de fluorescéncia foram efetuadas a
cada ciclo de amplificacdo, utilizando-se para isso 0 equipamento Step One Plus (Applied
Biosystems) e, seguidamente, analisadas pelo Step One Software 2.1 (Applied Biosystems).
Todas as reagGes foram normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX para
correcédo de flutuagdes na leitura decorrentes das variages de volume e evaporagdo ao longo
da reagdo. O resultado foi normalizado de acordo com a expressdo do gene enddgeno
selecionado (RPL13) (Figura 10).
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Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para cada gene alvo
Genes Funcéo / Sequéncias
Nome do Gene Forward/ Reverse

ALP Fosfatese Alcalina 5’GACAAGAAGCCCTTCACTGC 3’
5> AGACTGCGCCTGGTAGTTGT?3’

OCN Osceocalcina 5’GGCGCTACCTGTATCAATGG 3’
5’TCAGCCAACTCGTCACAGTC 3’

RPL13  Gene endbgeno 5 CCGCTCTGGACCGTCTCAA 3’
5" CCTGGTACTTCCAGCCAACCT 3’

Figura 10. Representacgdo das etapas realizadas durante o processamento das amostras para a
anélise da expressdo génica (a) extracdo do RNA total (b,c) obtencdo do cDNA (d, €) PCR em tempo
Real
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Fonte: autor



22

3.11 ANALISE DOS RESULTADOS

O conjunto de dados foi avaliado quanto a sua distribuicdo sendo observada
aderéncia a curva normal e homocedasticidade por meio do teste de Levene. Entdo, foram
empregados testes paramétricos. Os dados de rugosidade média das superficies foram
analisados por meio do teste de t-Student. Os dados de viabilidade celular, atividade de ALP, e
expressao génica foram analisados por meio do teste de ANOVA a dois critérios, seguido do
teste de Tukey. Todos os testes estatisticos foram considerados ao nivel de significancia pré-
determinado de 5%.

Os dados obtidos da analise da adesdo celular por meio da microscopia de

fluorescéncia foram avaliados qualitativamente.
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4 RESULTADOS

4.1 TOPOGRAFIA E RUGOSIDADE SUPERFICIAL

A avaliacdo qualitativa da topografia das superficies polidas e alcalinizadas
demonstrou maior alteragdo dos discos de titanio apds a alcalinizagdo, com a presenca de grande
densidade de microporosidades. A representacdo tridimensional desta topografia, obtida a partir
do Software ImageJ, mostrou maior nimero e amplitude de picos e vales para a superficie

alcalinizada em relacéo a superficie polida (Figura 11).

Figura 11.Fotomicrografias das amostras de discos de titanio polidos ou submetidos ao processo
de modificacdo de superficie por alcalinizagdo com NaOH, por meio de microscopia eletrénica de varredura e
analise qualitativa da topografia superficial de cada amostra, analisada por meio do software Image J.

Polido

S

SElI  20kV WD11mm SS40 x10,000 1pm SElI  20kV WD11mm SS40 x10,000 1pm

255.0 255.0

Fonte: autor
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Quantitativamente, a rugosidade média da superficie de titanio alcalinizada (0,9 um)

foi significativamente maior quando comparada a superficie polida (p < 0,05) (Figura 12).

Figura 12. Rugosidade superficial média dos discos polidos e submetidos & modificacdo de superficie
por alcalinizacéo. Barras indicam média e desvio padrdo. Grupos identificados com simbolos diferentes indicam
diferenca estatisticamente significante (t-Student, p<0,05), n=6.
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Fonte: Autor

4.2 ADESAO CELULAR

A avaliacdo da adesdo dos osteoblastos as diferentes superficies, determinada por
meio de microscopia de fluorescéncia demonstrou que essa adesdo foi qualitativamente mais
aderida para a superficie alcalinizada com NaOH e funcionalizada com colageno tipo |,
apresentando quantidade maiores de filamentos de actina e citoesqueleto com maior
distribuicdo tridimensional, o que representa maior espraiamento. Além disso, as superficies
submetidas aos tratamentos — alcaliniza¢cdo com NaOH ou funcionalizagdo com colageno tipo
| — também apresentaram maior espraiamento do citoplasma dos osteoblastos, demonstrado
pela fluoresceina vermelha que demonstra a proteina actina do citoplasma celular. Essa
marcacdo revela maior diametro celular para as superficies modificadas, o0 que corresponde a

uma melhor interagdo celular com o substrato (Figura 13).
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Figura 13. Fotomicrografias das amostras de osteoblastos cultivados sobre discos de titanio polidos ou
submetidos a alcalinizagdo e/ou funcionalizagdo com colageno tipo I, por meio de microscopia de fluorescéncia.
Nas amostras, o citoesqueleto celular pode ser identificado em vermelho (filamentos de actina), enquanto o0s
nucleos estéo identificados em azul (DNA) (x100).
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Fonte: autor

4.3 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade dos osteoblastos foi significativamente maior para as celulas
cultivadas sobre as superficies submetidas as modifica¢cbes quando comparadas a superficie
polida (p < 0,05). Os maiores valores (200%) foram observados para a associacdo da
alcalinizacdo com o0 NaOH e funcionalizagdo com colageno tipo I, seguido da alcalinizacdo sem

o0 colageno, e da funcionalizagdo sem a alcalinizagdo e do polido (Figura 14).
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Figura 14. Viabilidade dos osteoblastos cultivados sobre discos de titanio polidos, alcalinizados e/ou
funcionalizados com colageno tipo I. Barras indicam média e desvio padréo. Grupos identificados com simbolos
diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (Tukey, p<0,05).
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Fonte: autor

4.4 ATIVIDADE DE ALP

Os resultados obtidos para a analise da atividade de ALP seguiram padrdes
semelhantes aos observados para a viabilidade dos osteoblastos. Aumento significativo da
atividade de ALP foi demonstrado tanto para as superficies alcalinizadas quanto as
funcionalizadas com colé&geno tipo I, sendo que associacdo de ambas as modificacfes resultou
nos maiores valores de atividade de ALP. As superficies somente alcalinizadas ou
funcionalizadas apresentaram valores intermediarios quando comparadas aos demais grupos
(Figura 15).
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Figura 15. Atividade de ALP por osteoblastos cultivados sobre discos de titanio polidos, alcalinizados
e/ou funcionalizados com colageno tipo I. Barras indicam média e desvio padrdo. Grupos identificados com
simbolos diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (Tukey, p<0,05).
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4.5 EXPRESSAO GENICA DE MARCADORES DA DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

A expressdo de marcadores que indicam a diferenciagdo osteogénica demonstrou
que a funcionalizagdo com col&geno tipo I, associada ou ndo a alcalinizacéo do titénio, resultou
nos maiores valores para a expressao de ALP, quando comparada a superficie polida e somente
alcalinizada (Figura 16). As células cultivadas sobre as superficies somente alcalinizadas
apresentaram valores intermediérios com relacdo ao aumento da expressdo de ALP.

A expressdo de OCN, por outro lado, demonstrou aumento para todas as
modificagdes, com os maiores valores apresentados para a alcalinizacdo associada ou ndo a
funcionalizacdo da superficie de titanio, seguida da somente alcalinizada e da polida (Figura
17).



Figura 16. Expressao génica de ALP por osteoblastos cultivados sobre discos de titanio polidos,
alcalinizados e/ou funcionalizados com colageno tipo I. Barras indicam média e desvio padrdo. Grupos
identificados com simbolos diferentes indicam diferenga estatisticamente significante (Tukey, p<0,05).
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Figura 17. Expressdo génica de OCN por osteoblastos cultivados sobre discos de titanio polidos,
alcalinizados e/ou funcionalizados com colageno tipo I. Barras indicam média e desvio padrdo. Grupos
identificados com simbolos diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (Tukey, p<0,05).
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5 DISCUSSAO

As modificacdes e funcionalizacdes de superficies de implantes tém demonstrado
resultados promissores na aceleracdo do reparo peri-implantar. No presente estudo, ambas as
propostas (alcalinizagcdo com o NaOH e funcionaliza¢do com o colageno tipo 1) demonstraram
efeitos positivos sobre a resposta de osteoblastos, com aumento da adeséo e viabilidade celular,
bem como aumento da expressdo e atividade de proteinas associadas a diferenciacdo
osteogénica e mineralizacdo da matriz extracelular (YAMAGUCHI et al., 2017).

Para este estudo, foram selecionados discos de titanio que serviram como substrato
para os tratamentos e adeséo celular, visando oferecer um modelo “in vitro” que mimetizasse
0 contato direto do implante com as células dsseas. Estudos anteriores demonstraram que
implantes cuja superficie foi previamente modificada de forma a alterar sua topografia e
rugosidade superficiais apresentam uma melhora na adesdo celular e favorecem a regeneracéao
Ossea peri-implantar, gerando um potencial biolégico maximizado (YAMAGUCHI et al.,
2017). A modificacao de superficie por meio de alcalinizacao resulta em alteracdo da topografia
superficial (adesédo celular) e aumento da rugosidade dos implantes de titanio (NISHIGUCHI
et al.,2003; KOKUBO et al., 2004; TUGULU et al., 2010; KAWAI et al., 2012; CARMARGO
et al., 2017), resultados que foram confirmados neste estudo, por meio do aumento de todos 0s
parametros avaliados. Sendo eles, adesdo celular, viabilidade celular, atividade de fosfatase
alcalina e expressdo génica de marcadores de osteoblastos.

Quando o implante de titanio é instalado nos 0ssos gnaticos, este componente entra
em contato com 0 oxigénio presente nos tecidos circundantes, resultando na formacéo
espontanea de uma camada de 6xido de titanio na superficie do implante. Essa camada é
altamente estavel e adere firmemente ao metal base, o 6xido de titanio é biocompativel o que
significa que ndo causa reacdes adversas no corpo humano. Além disso, é quimicamente inerte,
0 que impede que ela reaja com os tecidos ao redor. O 6xido de titdnio forma uma barreira fisica
entre o implante e os tecidos, evitando o contato direto entre eles. Esta camada de Oxido de
titnio impede a migracdo de células inflamatdrias e fibroblastos (células envolvidas na
formacao de tecido fibroso) para a superficie do implante; portanto, essa barreira fisica reduz a
resposta inflamatdria e minimiza a formacao de tecido fibroso ao redor do implante. Além disso,
a estabilidade quimica do Oxido de titanio impede que ele se degrade ou reaja com as celulas
vizinhas (BERBEL, 2021).

Neste estudo, a funcionalizagdo do titanio foi realizada sem ou com a modificacéo
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da superficie por meio de alcalinizacdo com NaOH, o que resultou em melhora significativas
de todos os parametros celulares avaliados. A adeséo de células dsseas sobre a superficie do
implante corresponde a eventos iniciais do reparo peri-implantar, logo apos a resolucéo da fase
inflamatéria (MENDES; DAVIES, 2016). A quantidade e qualidade dessa adesdo,
representadas, respectivamente, pelo nimero de células aderidas e espraiamento celular sobre
0s substratos, estd diretamente relacionada a deposicdo de matriz extracelular e,
consequentemente, a neoformacéo tecidual (CAl; BOSSERT; JANDT, 2006; ENGEL et al.,
2008). Portanto, os resultados apresentados neste estudo indicam que a combinacdo da
modificacdo por alcalinizacdo, associada a funcionalizagdo com colégeno tipo |, favorece a
adesdo e o espraiamento celulares de forma mais efetiva quando comparada aos grupos
submetidos apenas a alcalinizacdo ou funcionalizacéo.

A alteracdo de topografia promovida pela alcaliniza¢do é um fator importante para
0 aumento da adesao celular a superficie de titanio (CAl; BOSSERT; JANDT, 2006). Estudos
anteriores demonstraram que, além de aumentar a superficie de contato, esta modificacdo
também fornece uma estrutura tridimensional, facilitando o espraiamento celular. Além disso,
também confere a superficie maior molhabilidade e maior interagdo com moléculas organicas.
Esta interacdo também pode justificar a melhora da adesdo a partir da combinacdo da
alcalinizacdo com a funcionalizacao da superficie de titnio (SUN et al, 2023)

A maior adesdo celular observada para os discos submetidos somente a
funcionalizacdo com colageno tipo | pode ser justificada também pela obtencdo de uma matriz
tridimensional, que favorece o espraiamento celular e também pelo reconhecimento de
moléculas de superficie dos osteoblastos as fibrilas de colageno, promovendo um ambiente
semelhante aquele observado em condicBes teciduais. Este resultado também pbde ser
observado para os discos submetidos a combinacdo de ambas as alteragbes dos discos de
titnio. A presenca do colageno sobre os discos de titanio também atua como um fator de
transcricdo, de modo a induzir a expressdo de fatores de crescimento, o que também resulta
em maior atividade mitogénica (ROEHLECKEA et al., 2001).

Resultados semelhantes foram apresentados para estas terapias de funcionalizacéo
e alcalinizagdo, na qual a superficie de titanio foi alcalinizada com NaOH, a fim de formar
uma camada nanoestruturada sobre a superficie de titanio, obtendo entdo a rugosidade
superficial (SILVA et al., 2023). Essa rugosidade estd diretamente ligada a qualidade e
velocidade da osseointegragdo. Esse tratamento de superficie organiza as células hospedeiras,

proporcionando um ambiente favoravel ao crescimento celular e fortalecer o processo de
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osseointegracdo (MANIVASAGEM; POPAT, 2021). Além disso, a presenca dos ions de Na*
na superficie auxilia a formacdo de apatita e melhorar a bioatividade (KOKUBO et al., 2009).
A morfologia, propriedades mecéanicas e quimicas, molhabilidade, apresentam influéncia na
interacdo entre as células mesenquimais da medula 0ssea e a superficie do implante. Desse
modo, as superficies tratadas com o hidroxido de sédio melhora essa interagdo celular com a
superficie, proporcionando a linhagem osteoblastica (MANIVASAGEM; POPAT, 2021). O
contato entre a superficie do titanio, o coagulo sanguinio e as células aumentam com a
molhabilidade, resultando em melhor capacidade de adesdo celular e aderéncia da rede de
fibrina, consequentemente, favorecendo a osseointegracdo (SCARANO et al., 2022).

Por meio da analise da viabilidade celular é possivel determinar a quantidade de
células que foi capaz de aderir e permanecer viavel sobre as diferentes superficies, apenas
alcalinizadas ou funcionalizadas ou ainda obtidas a partir da combinacdo de ambas. Portanto,
0 aumento da densidade de células viaveis sobre a superficie indica biocompatibilidade e
aumento do metabolismo celular e pode indicar, mesmo que indiretamente, uma superficie que
pode induzir a proliferacdo celular (CAl; BOSSERT; JANDT, 2006). A viabilidade dos
osteoblastos também foi estimulada para todos as alteracdes de superficie testadas. A alteracéo
de topografia, como anterioremente apresentado, facilita a adeséo dos osteoblastos a superficie
de titanio, podendo, assim, indicar um maior nimero de células viaveis na superficie dos
discos. Além disso, o aumento da rugosidade superficial também pode favorecer a
proliferacdo celular (CAIl; BOSSERT; JANDT, 2006)

Além da adesdo e viabilidade, a diferenciacdo das células dsseas também ¢é
essencial para a formacéo de matriz extracelular peri-implantar e posterior mineralizagao desta
matriz, de forma a viabilizar o processo de osseointegracdo (MIAO et al., 2017). Neste estudo,
esta diferenciacdo foi avaliada por meio da andlise da expressdo génica de marcadores de
diferenciacdo osteogénica e da atividade de ALP, que participa diretamente no processo de
mineralizacdo da matriz colagena.

Apos sete dias de cultivo dos osteoblastos sobre as superficies de titanio, a
atividade de ALP também apresentou padrdes semelhantes dos demais parametros avaliados,
com aumento desta atividade para as superficies alcalinizadas, o que também pode ser
resultado da aceleragdo da diferenciacdo dos osteoblastos a partir de superficies de maior
rugosidade, a semelhanca da matriz 6ssea mineralizada (MIAO et al., 2017). Para a superficie
funcionalizada, a presenca da matriz colagena € um fator gatilho para a expresséo desta enzima

e consequente mineralizacdo da matriz extracelular por osteoblastos, o que justifica um
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aumento dessa atividade para a funcionalizacéo associada ou nao a alcalinizacdo. A expressao
génica da ALP em sete dias foi significativamente maior para os grupos funcionalizados,
mantendo essa expressdo por periodos prolongados, o que pode estar relacionada a uma
manutencdo da sua atividade também por periodos mais longos.

A expressao de OCN, por sua vez, foi maior para todos os grupos testados com a
alcalinizacdo e funcionalizagdo, quando comparado com o grupo polido. No entanto, este
aumento foi mais evidente para os grupos submetidos a modificacdo de superficie por
alcalinizacdo. O aumento da rugosidade superficial € um dos principais fatores responsaveis
por induzir a expressdo de marcadores osteogénicos (XING et al., 2014). A OCN é uma
proteina responsavel por promover um alinhamento dos cristais de hidroxiapatita na matriz
colagena, e, portanto, apresenta uma expressao mais tardia no processo de mineralizacédo
guando comparada a ALP. Assim, a manutencdo da expressdo de ALP para as superficies
funcionalizadas pode ter sido responsavel por atrasar ou modular a expressao de OCN para
esses grupos. De modo geral, ambos os tratamentos de superficie propostos resultaram em
melhora da resposta de osteoblastos cultivados sobre tais superficies, 0 que pode acelerar o
reparo peri-implantar. As superficies submetidas a combinacdo da alcalinizacdo e da
funcionalizagdo forneceram os melhores substratos para essas células.

As modificacdes de superficie visam acelerar o reparo periimplantar,
principalmente em condi¢cBes de desafios clinicos, como em pacientes sistemicamente
comprometidos ou em uso de medicamentos que possam prejudicar este reparo. A partir dos
resultados obtidos neste estudo, fica evidente a efetividade das modificacdes propostas para
acelerar o reparo 6sseo. Assim, a alcalinizacdo com o NaOH e a funcionalizagdo com o
colageno tipo I, pode beneficiar pacientes com doencas autoimunes (LES), osteoporose,
diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, pois 0s resultados foram promissores para essas
doencas, como melhor adesdo dos osteoblastos e diferenciacdo destas células.

Estudos posteriores sdo necessarios, principalmente em modelo in vivo, para

determinar e otimizar as condigdes clinicamente viaveis de tais estratégias.
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6 CONCLUSAO

A modificacdo de superficie de titanio por meio de alcalinizacdo com o NaOH e
funcionalizacdo com colageno tipo | favoreceram o metabolismo de osteoblastos.

A adesdo celular foi positivamente modulada tanto para as superficies submetidas
a modificacdo de superficie de titdnio por meio de alcalinizacdo quanto por meio da
funcionalizacdo com colageno tipo I, com a maior densidade e espraiamento celulares
observados para a combinacgéo das de ambas.

A viabilidade celular foi maior para as superficies modificadas por alcalinizacao,
seguido da funcionalizacdo com colégeno tipo | e da combinagdo de ambas, respectivamente.

A atividade de ALP foi maior para as superficies modificadas e funcionalizadas,
respectivamente, sendo a combinacéo de ambas a superficie que apresentou 0os maiores valores
desta atividade.

Para o periodo de 7 dias, a expressdo génica de ALP foi maior para 0s grupos
funcionalizados, enquanto a de OCN, foi mais evidente para 0s grupos submetidos a

alcalinizacao.
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