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1. Resumo

Estudos in vivo tém demonstrado resultados favoraveis para os implantes de titdnio com
coberturas de ceramica bioativa de reduzidas dimensdes (nanométrica), quando comparada ao
método tradicional de deposi¢do por meio de plasma spray de hidroxiapatita (PHSA). O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito de uma cobertura uniforme de biocerdmica, em escala
nanométrica, gerando superficies moderadamente rugosas, sobre células osteogénicas e
mononucleares (PBMC) humanas cultivadas isoladas ou em cocultura. Para isso, as células foram
plaqueadas sobre trés superficies: usinada (grupo S1), jateada com 6xido de aluminio seguido por
subtracdo acida (grupo S2), e jateada/subtraida seguida por deposi¢do assistida por feixe idnico de
Ca e P amorfo na ordem de 300-500 nm (grupo S3). Nas culturas de mononucleares (PBMC) e
células osteogénicas foram realizadas avaliagdes da adesdo, viabilidade celular e morfologia.
Também foram realizadas imunolocalizagdo das proteinas osteopontina (OPN) e fosfatase alcalina
(ALP) na cultura de células osteogéncias e nas coculturas, e dosagem de citocinas (IL13, TGFp1,
IL17, IL10). Os resultados mostraram que o tratamento de superficie ndo interfere na viabilidade
dos PBMC e das células osteogéncias (p>0,05), embora a adesdo de células osteogénicas tenha
variado em fungdo da superficie e do tempo. Em 24 horas, os grupos S2 e S3 apresentaram os
melhores resultados, com maiores taxas de adesdo que o grupo S1 (p<0,001). Aos 7 dias, o grupo
S1 apresentou um maior nimero de c€lulas aderidas que o grupo S3 (p< 0,05). Em relagdo a
morfologia, os PBMC mostraram-se mais espraiados no grupo S1, enquanto as células
osteogénicas e da cocultura apresentaram morfologia similar nas trés superficies nos diferentes
tempos experimentais. No entanto, ao comparar as células osteogénicas e cocultura, estas
apresentaram—se geralmente menores e menos espraiadas. A porcentagem de células osteogénicas
mostrando marcagdo intracelular para OPN foi significativamente maior em S3 quando comparado
a S1 (p<0.03), ndo apresentando diferengas significativas na cocultura. A porcentagem de células
mostrando marcagdo intracelular para ALP aos 7 dias foi significativamente maior no grupo S2
comparado ao grupo S1, tanto na cultura de células osteogénicas como na cocultura (p<0,05). Aos
14 dias, na cultura de células osteogénicas, ndo foram observadas diferencas na % de marcacdo
intracelular para ALP entre os grupos, enquanto na cocultura foram detectadas diferencas entre os
grupos S2 e S3 (p>0.09). Os niveis das citocinas variaram para cada cultura em fungéo do tempo e
da superficie, ndo apresentando um padrdo de secre¢@o. Os resultados do presente estudo indicam
que composi¢do e a textura da superficie influenciam os eventos iniciais da osteogénese in vitro e
que a produgdo das citocinas ¢ modulada pelas interagdes celulares sobre essas superficies.

Palavras-chave: implante, titanio, osteoblasto, nanotecnologia



2. Abstract

In vivo studies have reported that reduced dimensions bioactive ceramic coating
overcomes the advantages of the PHSA. The aims of this study were to determine the effect of
a uniform bioceramic coating in the nanothickness range onto a moderately rough surface on
human harvested bone cells cultivated isolated or in coculture (osteogenic cells and PBMC).
The cells were plated over titanium as-machined (S1) surfaces, alumina-blasted/acid etched
surfaces (S2), and alumina-blasted/acid-etched + 300-500 nm thickness amorphous Ca e P
based coating obtained by ion beam assisted deposition (S3) and evaluated regarding viability,
adhesion, morphology, cytokines quantification (IL1B, TGFB1, IL17, IL10) and
immunolocalization of osteopontin (OPN) and alkaline phosphatase (ALP). The results
showed that the surface treatment did not interfere on cell viability of PBMC cell culture or
osteogenic cells (p>0.005), though the adhesion of osteogenic cells have demonstrated a
different pattern for each surface. At 1 day, S2 and S3 showed the betters results, showing
greater adhesion than the Slsurface (p<0.001). At 7 days the S1 surface showed a
significantly higher adhesion than the S3 surface (p<0.005). The cell morphology evaluated
on PBMC cultures showed spread morphology in S1 group. The osteogenic cells and the
coculture showed a similar pattern for the tree surfaces in the evaluated times. However, when
compared both cell cultures, coculture looked like less spread and smaller than osteogenic
cells. The % of osteogenic cells showing intracellular label for OPN at day 1 was significantly
higher for the S3 surface compared to the S1 surface (p<0.03), not showing differences in
coculture. The % of ALP intracellular labeling at 7 days was significantly higher for the S2
surface compared to the S1 surface (p<0.0065), the same characteristic was observed on
coculture (p<0,05). At 14 days, no differences in % ALP labeling was observed in osteogenic
cells between the surfaces (p>0.09). However in coculture % ALP labeling was significantly
higher for the S3 group compared to the S2 group (p<0.005). Regarding the cytokine levels
were not observed a pattern for osteogenic cells, monocytes or coculture. The cytokine levels
ranged among the three groups (S1, S2, S3) for each cell culture. Probably, cell interactions
and cell surface contact have had an important effect on cytokine release. These results
indicate that surface composition and texture influence the early events related to in vitro

osteogenesis and that the cytokine production probably was modulated by cell interactions.

Keywords: implant, titanium, osteoblast, nanotechnology



3. Introducio

A bioengenharia tecidual tem como objetivo a reconstituicdo ou regeneragdo de
tecidos e orgdos. Existem relatos, desde 1938, de tentativas de cultura de érgios em
laboratorio, mas somente em 1970 surgiram as primeiras atividades cientificas significativas.
Estes esfor¢os pioneiros foram ampliados nas ultimas décadas com o advento da engenharia
tecidual e medicina regenerativa, com aplicagdes em reparo de pele, osso, entre outras
(AHSAN & NEREM, 2005).

O desenvolvimento de tecnologias na area de bioengenharia tem impulsionado a
industria de implantes médicos e odontoldgicos. Esta industria esta sofrendo uma revolugéo
por meio de continuos avangos na area de biologia celular e molecular, com o surgimento de
uma nova gerag¢do de implantes médicos e terapias relacionadas (SATO & WEBSTER, 2004).
Nos Estados Unidos, na década de 90, eram realizados anualmente cerca de 300.000
implantes de joelho e quadril, e 100.000 a 300.000 implantes dentais (PUELO & NANCI,
1999). Atualmente, o nimero de implantes biomédicos vem crescendo muito, influenciado
pelo aumento nas taxas de sucesso clinico e reducdo nos custos.

Titanio comercialmente puro e ligas de titdnio sd@o os materiais mais utilizados em
implantes médicos, veterinarios e odontoldgicos. Apesar de suas excelentes propriedades
fisicas como ductibilidade, resisténcia a tensdo e fadiga (XIE et al, 2005; COELHO &
LEMONS, 2008), perdas assépticas de implantes na medicina humana ainda sdo problemas
importantes (YAO et al., 2005). No entanto, os mecanismos responsaveis pela perda de
implantes adequadamente instalados ainda ndo estdo completamente esclarecidos.
Investigagdes em nivel celular tém auxiliado a compreensdo do papel dos macréfagos e
osteoblastos nos fendmenos que ocorrem na interface osso-implante.

Um caminho para melhorar as taxas de sucesso dos materiais a base de titanio ¢ alterar
as propriedades de superficie dos implantes, permitindo uma melhor adsorcdo inicial das
proteinas plasmaticas, favorecendo as interacdes celulares na interface com o material
implantado (SELA et al., 2007; POPAT et al., 2007). Os eventos iniciais imediatamente apos
a instalacdo dos implantes parecem ter papel importante no progndstico, o que tem
influenciado a industria de biomateriais a desenvolverem implantes com varios tipos de
tratamento de superficie, tanto em micro como em nanoescala (YAO et al, 2005; SATO &
WEBSTER, 2009; COELHO et al., 2009 A).

A topografia e a composi¢do quimica parecem controlar as fungdes celulares, tornando

o micro-ambiente mais favoravel a osseointegragdo (DAVIES, 2003; COELHO et al., 2009



A). Esses conhecimentos tém impulsionado a pesquisa ¢ o desenvolvimento de superficies
bioativas, capazes de mimetizar o microambiente encontrado in vivo, € supostamente capazes
de alterar o fenotipo celular, conduzindo a diferenciagdo das células osteoprogenitoras em
osteoblastos, acelerando a neoformacdo Ossea ao redor dos implantes e o processo de
biomineralizagdo (DE OLIVEIRA ef al., 2007; COELHO et al., 2009 A).

Considerando os fatores expostos acima, o presente estudo avaliou o efeito de
incorporagdes nanométricas de bioceramicas (Caélcio e Fésforo amorfo na ordem de 300-500
nm) sobre eventos chaves no processo de osteogénse in vitro € na liberagcdo de mediadores
celulares, num modelo de cocultura. Estudos desta natureza se baseiam na interacdo célula-
célula e também na interagdo célula-superficie, e buscam compreender melhor os efeitos que
superficies bioativas exercem sobre os eventos iniciais do reparo 0sseo, onde coexistem
células inflamatorias como, por exemplo, monucleares do sangue periférico, e células

osteogénicas em diferentes estagios de diferenciagao.



4. Revisio da Literatura

4.1 Implantologia

A implantodontia representa um dos maiores avangos da Odontologia nos tempos
recentes. A busca por um substituto o mais proximo possivel do elemento dental perdido, fez
com que diferentes sistemas de implantes, utilizando os mais diversos materiais fossem
utilizados, como o implantes agulhados, subperiostais e laminados (AMARANTE & LIMA,
2001; ALBREKTSSON, 2005).

Esses implantes odontolégicos baseavam-se no empirismo e fracassaram devido a falta
de estudos clinicos e cientificos controlados. Entretanto, na década de 60, P.-I. Branemark e
colaboradores, apoiados em pesquisas basicas e clinicas, iniciaram o desenvolvimento de um
novo sistema de implantes. Esse novo sistema de implantes baseava-se numa ancoragem
direta no tecido dsseo intacto, sem a interposi¢do de tecido mole, denominada osseointegragdo
(AMARANTE & LIMA, 2001; SIMON & WASTON, 2002) Inicialmente ndo foi possivel
demonstrar o fenomeno de osseointegracdo devido a auséncia de equipamento que permitisse
cortar o tecido Osseo intacto, sem a remog¢ao do implante metélico, o que s6 foi demonstrado
claramente por Schroeder e colaboradores em 1976 (ALBREKTSSON, 2005).

Estudos longitudinais demonstraram altas taxas de sucesso com os implantes de titanio
desde que adequadamente utilizados (DAVIES, 2000; ALBREKTSSON, 2005). Baseados no
protocolo original de Branemark e colaboradores, novos sistemas de implantes foram
desenvolvidos, com varia¢des no desenho do parafuso, composi¢do do titanio, topografia e
tratamento de superficie (AMARANTE & LIMA, 2001; BRUNETTE & CHEHROUDI,
1999; DAVIES, 2000). Além de modificagdes na rugosidade, os tratamentos de superficie
podem alterar a composicdo quimica por meio da incorporagdo de revestimentos ceramicos de
hidroxiapatita ou tricalcio-fosfato (COELHO & LEMONS, 2008). Estes revestimentos
resultam em maiores taxas de contato osso-implante e maior torque para remog¢ao dos mesmos
(COELHO & LEMONS, 2008; COELHO et al., 2009 A, B), quando comparados as
superficies usinadas ou com microtopografia, embora nio se conheca exatamente os eventos
biologicos responsaveis por essas diferencas (COELHO et al., 2009).

Estudos in vitro e in vivo tém buscado avaliar os biomateriais utilizados na
implantologia e os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no fenémeno de
osseointegracdo (DAVIES, 2000; DAVIES, 2003), buscando acelerar o processo de reparo
(COELHO et al., 2009 A). Apesar dos avangos nas pesquisas, etapas iniciais da interagao



tecido dsseo/titdnio ainda ndo estdo completamente esclarecidas, aspecto que pode ser

explorado por meio da associagdo entre pesquisas em bases biologicas e implantologia

(DAVIES, 2003; ZARB et al., 2002).

4.2. Histofisiologia do Tecido Osseo

O tecido dsseo é um tecido conjuntivo cuja matriz extracelular ¢ mineralizada,
conferindo a este tecido propriedades ideais para a realizacdo das funcdes de suporte e
prote¢do do organismo vertebrado. A extrema rigidez do tecido dsseo € resultado da interagdo
entre 0 componente organico € o componente mineral da matriz extracelular. Dentre os
tecidos de suporte, o tecido 6sseo € considerado como tendo o de maior grau de evolugdo,
sendo o principal constituinte dos ossos, com alto grau de rigidez e resisténcia a pressio
(DALLE CARBONNARE et al., 2005).

O componente celular do tecido dsseo ¢ constituido pelos osteoblastos, ostedcitos,
osteoclastos e células osteoprogenitoras. Os osteoblastos sdo responsaveis pela sintese dos
constituintes organicos da matriz 6ssea e também concentram fosfato e célcio, participando da
mineraliza¢do da matriz (WATZEK, 2004; ZAFFE, 2005).

O componente organico da matriz, produzido pelos osteoblastos, ¢ predominantemente
constituido pela proteina colageno tipo I (85%), com pequenas quantidades de colagenos tipo
IIT e V (5%). As proteinas ndo colagénicas da matriz perfazem os 10% restantes
(TZAPHLIDOU, 2005).

As proteinas ndo colagenas da matriz sdo importantes na mineralizagdo, organizagao
da matriz extracelular, controle das interacdes célula-célula, célula matriz e envio de sinais
para as células 6sseas (DAVIES, 2000; DE OLIVEIRA et al, 2003; WATZEK, 2004).
Osteopontina, sialoproteina Ossea, osteonectina e osteocalcina sdo proteinas ndo colagenas
fosforiladas, expressas in vivo e in vitro pelos osteoblastos antes do inicio da deposi¢cdo
mineral, constituindo marcadores da osteogénese (DE OLIVEIRA ef al, 2003; DE
OLIVEIRA & NANCI, 2004).

A osteopontina (OPN) ¢ expressa nos estagios iniciais da osteogénese, antes da
diferenciacdo das células dsseas e apds o inicio da mineralizagdo. A sialoproteina 6ssea (BSP)
¢ um marcador da diferenciacdo osteoblastica, enquanto a osteonectina e a osteocalcina sdo
proteinas com alta afinidade pelos cristais de hidroxiapatita (DAVIES, 2000; YOUNG, 2003;
DE OLIVEIRA E NANCI, 2004).



Além da porg¢do orgénica, a matriz 6ssea ¢ composta por uma por¢do inorganica cuja
composi¢do ¢ basicamente ions fosfato e célcio formando cristais de hidroxiapatita (DALLE
CARBONARE et al., 2005; TZAPHLIDOU, 2005).

A mineralizagdo da matriz 6ssea é regulada pelas proteinas da matriz e por enzimas,
principalmente pela fosfatase alcalina (ROSA & BELOTI, 2003; XAVIER et al., 2003;
DECLERCQ et al, 2005). Em cultura de células osteogénicas, aumento na atividade e
expressdo de fosfatase alcalina (ALP) marca o inicio da mineralizagdo e a diferenciagdo das
células osteogénicas em fenotipo de osteoblasto (DECLERCQ et al., 2005; DAVIES, 2003;
BELOTI & ROSA, 2005).

Os ostedcitos sdo osteoblastos que ficaram aprisionados em lacunas na matriz dssea,
durante a sua formacdo. Os ostedcitos comunicam-se com 0s osteoblastos e entre si, por meio
de prolongamentos citoplasmaticos. Das lacunas, ocupadas pelo corpo celular do ostedcito,
partem canaliculos que contém prolongamentos celulares que se dirigem para outras lacunas.
Essa rede de canaliculos permite a difusdo de nutrientes e a comunicagdo entre os ostedcitos e
osteoblastos (GRETZER et al., 2002; WATZEK, 2004).

Os osteoclastos, participam dos processos de reabsorcdo e remodelagdo do tecido
osseo, sendo células multinucleadas derivadas da fus@o de mondcitos, que atravessam os
capilares sangiiineos. Estas células gigantes sdo especializadas em decompor matriz
mineralizada de tecido dsseo, dentina, esmalte e cartilagem calcificada (WATZEK, 2004).

A estrutura do tecido 6sseo ¢ mantida por uma relagdo delicada entre osteoblastos,
responsaveis pela formacdo da matriz dssea, e osteoclastos, responsaveis pela reabsorcdo
desta matriz (OREFFO, BORD & TRIFFITT, 1998). Os mecanismos reguladores sdo
complexos e envolvem interagdes entre as células Osseas e diversos fatores locais e
sistémicos. Diversas citocinas estdo envolvidas nesses mecanismos reguladores da

remodelagdo dssea (DAVIES, 2000; BACHEL & KOHAL, 2005; MARCO et al., 2005).

4.3. Reparo Osseo

O tecido Osseo apresenta um processo combinado e constante de formagdo e
reabsor¢do, denominado de remodelacdo Ossea ou “turn over” désseo. Esta remodelagdo é
determinada pela carga genética e se mostra dependente de regulacdo e influéncias
enddcrinas, bioquimicas e ambientais. Mesmo no adulto, o tecido dsseo € metabolicamente

ativo e a manuten¢do da matriz é o resultado de um balango de atividade de sintese e



reabsor¢do, os quais refletem as atividades antagonistas de osteoblastos e osteoclastos
(DAVIES, 2000; MARCO et al., 2005).

A resposta de um tecido vivo que sofreu agressdo e que foi perdido ou tratado
cirurgicamente ¢ denominada reparagdo. A reparacdo pode ocorrer por regeneragdo ou por
cicatrizagdo (DAVIES, 2000). Regeneracdo € a reproducdo ou reconstituicdo de uma parte
danificada ou perdida resultando em estruturas com a mesma arquitetura e fungdo das
estruturas originais. A cicatrizagdo ¢ a reparacdo de uma ferida por um tecido que nao restaura

completamente a arquitetura ou a fun¢do da parte danificada.

O tecido 6sseo exibe um alto potencial de regenerag¢do, sendo o unico tecido ndo
embrionario dos mamiferos que apds sofrer agressdo restabelece completamente suas

caracteristicas, ndo formando cicatrizes (DAVIES, 2000).

Os principais mecanismos relacionados ao processo de osseointegracdo dos implantes
sdo similares aos que ocorrem durante o reparo de uma fratura dssea, € envolvem uma cascata
de eventos celulares e moleculares (DAVIES, 2003; MARCO et al., 2005). A resposta inicial
do tecido 0sseo apds a instalagdo do implante € caracterizada por reacdo inflamatdria que se
desenvolve devido ao trauma cirurgico local e a presenca do implante (DAVIES, 2000;

DAVIES, 2003).

No procedimento cirurgico para instalagdo dos implantes ocorre lesdo do tecido dsseo
rompimento de vasos sanguineos e conseqiiente sangramento (HUNT, 1990; DAVIES, 2003;
FRANCHI, 2005). O sangue entra em contato com a superficie do implante, que sera
recoberta por uma camada de proteinas plasmaticas que irdo mediar a resposta celular
subseqiiente, uma vez que as células interagem com as proteinas e ndo com a superficie o
implante diretamente (PUELO & NANCI, 1999; DAVIES, 2000; SELA et al., 2003). Em
poucos minutos o sangue extravasado sofre coagulagdo, ocorrendo ativacdo plaquetdria,
liberagdo de fatores de crescimento como PDGF e TGFp, fatores vasoativos e formagdo da

rede de fibrina, por meio da qual as células inflamatorias migrardo (MARCO et al., 2005).

Os neutrdéfilos sdo as primeiras células a atingir o sitio do implante, mas em seguida os
macréfagos tornam-se predominantes, sendo encontrados na interface osso-implante tantos
nos momentos iniciais da cicatrizagdo peri-implantar como apods a neoformagao 6ssea (PARK

& DAVIES, 2000; SOSKOLNE et al., 2002).

Os macrdfagos sdo células que secretam uma miriade de moléculas, entre elas,

citocinas e quimiocinas que podem atuar no recrutamento de células osteoprogenitoras



induzindo a neoformagdo Ossea ou reabsorcdo dssea (CHAMPAGNE et al, 2002,
SOSKOLNE et al., 2002; DAVIES, 2003; REFAI et al., 2004). As citocinas produzidas pelos
macréfagos podem ter efeitos sobre diferentes tipos celulares ou vérios efeitos diferentes
sobre o mesmo tipo celular, podendo inclusive produzir efeitos antagonicos simultaneamente
(YAMADA et al., 2000; SOSKOLNE et al., 2002). Os efeitos produzidos pelas citocinas
dependem de sua interacdo com os receptores de superficie presentes na célula alvo
(YAMADA et al., 2000; REYES-BOTTELA et al., 2002; FRANCHIMONT, WERTZ &
MALAISE, 2005).

Células da linhagem osteogénica ou mesmo células mesenquimais, quando
estimuladas por citocinas e fatores de crescimento liberados pelos macréfagos e plaquetas,
migram para a regido peri-implantar, ligam-se a camada de glicoproteinas plasmaticas,
adsorvidas a superficie do implante, diferenciam-se em osteoblastos e iniciam a deposi¢do de
matriz 6ssea (REFAI et al., 2004; MARCO et al., 2005). Este processo, conhecido como
osteogénese de contato, ocorre a partir da superficie do implante em dire¢do a superficie
ossea peri-implantar. Entretanto, este ndo € o unico processo responsavel pela formacdo 6ssea
ao redor dos implantes. Na osteogé€nese a distancia, o tecido o6sseo ¢ formado a partir de
células osteogénicas presentes no tecido osseo peri-implantar, resultando na formacdo 6ssea

em direcdo ao implante (PUELO & NANCI, 1999; DAVIES, 2003; MARCO et al., 2005).

Independentemente do processo pelo qual o tecido 6sseo € formado, o mesmo involve
a diferenciag@o das células osteogénicas. Existem evidéncias de que fatores de crescimento e
citocinas exer¢cam funcdes diferentes sobre as células osteogénicas de acordo com seu estagio
de diferenciagdo (OREFFO, BORD & TRIFFITT, 1998; YAMADA et al., 2000; BAKSH et
al., 2003; HENG et al., 2004; HUGHES et al., 2006). Assim, a cicatrizagdo peri-implantar
pode ser diferente em dreas onde existe grande quantidade de medula dssea e células
indiferenciadas, em relagdo a areas com maior quantidade de células da linhagem osteogénica

(DAVIES, 2000; REYES-BOTTELA et al., 2002).

A idade e a origem das células osteogénicas parece ter relagdo com a resposta
intracelular desencadeada pelas citocinas e fatores de crescimento (OREFFO, BORD &
TRIFFITT, 1998; REYES-BOTTELA et al., 2002). Em individuos idosos, ocorre redu¢do da
capacidade proliferativa dos osteoblastos e da resposta a estimulos bioldgicos (OREFFO,

BORD & TRIFFITT, 1998).

Os osteoblastos também produzem citocinas apds o contato com diferentes materiais

de implante (HOWORITZ & GONZALES, 1996; BOYAN et al., 2003; RICE et al., 2003;
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ZINGER et al., 2004) e podem ser estimulados pelos macrofagos (DAVIES, 2000). A
seqiiéncia temporal em que cada citocina é expressa pelos osteoblastos, assim como a
seqiiéncia em que sd0 expressos 0s receptores para essas citocinas € importante para o
conhecimento do mecanismo por meio do qual essas moléculas controlam e regulam a
diferenciacdo e funcdo das células 6sseas (PUELO & NANCI, 1999; REYES-BOTTELA et
al., 2002; DAVIES, 2003; HENG et al., 2004).

Variagdes na topografia do implante influenciam a adesdo dos macrofagos e
osteoblastos e podem influenciar a producdo e a concentracdo dos fatores de crescimento no
sitio peri-implantar, agindo como um bioreator (SCHWARTZ & BOYAN, 1994). Apds o
contato com diferentes superficies, os osteoblastos podem produzir TGFp (BOYAN et al.,
2003; BACHLE & KOHAL, 2004; ZINGER et al., 2005), IL1 (SPYROU et al., 2002; RICE
et al., 2003; CURRAN, GALLAGHER & HUNT, 2005; VALLES et al., 2008), IL6
(SCHMIDT et al., 2003; CURRAN, GALLAGHER & HUNT, 2005; FRANCHIMONT et
al., 2005) e a liberacdo desses fatores ¢ influenciada pelas caracteristicas topograficas do
titanio (SPYROU et al., 2002; BACHEL & KOHAL, 2004). A sintese de colageno, de matriz
extracelular, de citocinas e de fatores de crescimento ¢ favorecida pela rugosidade superficial

do implante (ROSA & BELOTI, 2003).

Osteoblastos e células osteoprogenitoras respondem a variagdes na composicdo do
microambiente (citocinas e fatores de crescimento) e a mudangas na microtextura dos
implantes, o que pode ser usado pela bioengenharia para favorecer a osseointegracio
(DAVIES, 2000; DAVIES, 2003). Os eventos moleculares envolvidos na diferenciagdo e
resposta das células osteobldsticas sdo pouco esclarecidos. Assim, a localizagdo e
determinagdo dos niveis de citocinas em subgrupos de células da linhagem osteogénica pode
contribuir para a compreensdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento e regulacio

da osteogénese (DAVIES, 2000).

4.4. Osteogénese in vitro

O estudo in vitro da osteogénese tem sido impulsionado por pesquisas utilizando
biomateriais na ortopedia e na implantodontia, principalmente apdés o advento da
osseointegracdo (DAVIES, 2003). Essas culturas podem ser feitas a partir de osteoblastos da

calvaria de roedores neonatos, de esplantes 0sseos, células da medula 6ssea de humanos ou de



11

animais e também a partir de linhagens celulares imortalizadas (DAVIES, 2000; HENG et al.,
2004).

Em cultura primaria, ao se obter células mesenquimais para osteogénese in vitro,
somente algumas das células serdo multipotenciais, enquanto a maioria das células sera
restrita, ou seja, preparada para diferenciagdo em determinado subtipo (BAKSH, DAVIES &
ZANDSTRA, 2003). Acredita-se que células multipotenciais tornam-se restritas a uma unica
linhagem em fun¢do do meio de cultura, portanto, caracteristicas particulares do meio de
cultura podem agir a favor de um determinado caminho de diferenciacdo (ANDRADES et al,,
1998; HENG et al., 2004).

Segundo Owen (1998), existem células bipotenciais para osteoblastos e adipdcitos,
que sob condi¢des particulares (microambiente), diferenciar-se-d30 em um desses subtipos.
Parece existir também uma célula bipotencial para osso e cartilagem (ZARB et al., 2001;
WATZEK, 2004), apresentando marcadores comuns como sialoproteina dssea, osteopontina,
osteonectina e osteocalcina (DAVIES, 2000). Portanto, em uma mesma cultura pode haver
células monopotenciais e células multi ou bi potenciais, o que torna complexa a compreensao
dos mecanismos moleculares que fazem com que a célula expresse um determinado fendtipo
(ANDRADES et al., 1998; DAVIES, 2000; YAMADA et al., 2000).

Estimativas feitas por diluicdo indicam que células osteoprogenitoras estdo presentes
em baixa freqliéncia em cultura proveniente de calvaria (<1%) e medula de rato e
camundongo (<1%) (AUBIN, 1999). Em calvéaria parecem existir duas popula¢des de células
osteoprogenitoras, uma populagdo mais diferenciada, que sob condi¢des apropriadas de
cultura (acido ascérbico, B-glicerofosfato e soro fetal) origina o fenotipo osteobléstico e outra
populagdo, aparentemente menos diferenciada, que necessita de adicdo de dexametasona e de
outros fatores indutores especificos, como BMPs (DAVIES, 2000; BELOTI & ROSA, 2005).

Quando osteoblastos provenientes da calvaria de rato sdo analisados no 21° dia de
cultura, somente dois marcadores (ALP e PTH) sdo expressos simultanecamente por todos os
osteoblastos, indicando a presenga de células em diferentes estagios de diferenciagdo
(DAVIES, 2000). Outros marcadores, incluindo osteopontina, BSP e osteocalcina sdo
expressos diferencialmente nas subclasses de osteoblastos, dependendo do estagio de
maturacio do osso, da idade do osteoblasto, da origem da células (AKINTOYE et al., 2006;
2008) e também do microambiente (CLAUSEN et al., 2006; AKINTOYE et al., 2006; 2008).
Dessa forma, osteoblastos histologicamente idénticos, completamente diferenciados, sdo

molecularmente heterogéneos (DAVIES, 2000; PERINPANAYAGAM et al., 2006).
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O parametro mais confidvel para verificar a diferenciagdo final de osteoblastos é a
formagdo de matriz extracelular mineralizada (Heidi ez al., 2005). No entanto, o padrdo de
mineralizacdo ¢ diferente em culturas primarias provenientes de diferentes sitios e de culturas
imortalizadas. As conseqiiéncias biologicas e fisiologicas dessas diferencas ndo sdo
conhecidas, mas suportam a hipdtese de que nem todos os osteoblastos maduros sio
funcionalmente idénticos, o que ¢ sustentado pelo fato de haver diferengas na quantidade de
proteinas ndo colagenas no osso trabecular e cortical de diferentes partes do esqueleto humano
(DAVIES, 2000).

Ainda ndo esté esclarecido se a diversidade de marcadores nos diferentes osteoblastos
¢ reversivel, se estd ligada a sinais do microambiente, hormdnios e ou fatores de crescimento
(DAVIES, 2000; MARCO et al., 2005). Essa heterogeneidade se entende a expressdo de
outras moléculas reguladoras como citocinas e seus receptores, € sugerem que os efeitos
autocrinos e paracrinos sdo expressos de forma diferente pelas subclasses de osteoblastos e
em tempos diferentes (BAKSH, DAVIES & ZANDSTRA, 2003).

Hormonios e citocinas regulam a atividade osteoblastica e sua diferenciagdo in vitro,
mas existem discrepancias e até mesmo efeitos opostos quando se compara células
provenientes de medula 6ssea e células isoladas de outros ossos, embora algumas atividades e
principios sejam comuns (HENG et al., 2004).

Ha evidéncias crescentes de que algumas acdes como crescimento e diferenciacdo
dependem do estdgio de diferenciagdo das células (WATZEK, 2004). Os mecanismos
moleculares ligados a esses efeitos sdo pouco conhecidos, mas a localizacdo e o nivel de
expressdo de receptores e ligantes de citocinas em subgrupos especificos de células

osteogénicas podem esclarecer os caminhos que conduzem ao desenvolvimento e regulagdo

da osteogénese (DAVIES, 2000; YAMADA et al., 2000).

4.5. Interacoes entre células mononucleares, osteoblastos e implantes

Os macrofagos sdo essenciais nas fases iniciais do reparo por promoverem O
debridamento da ferida e por secretarem fatores de crescimento. Muitos desses fatores sdo
citocinas que regulam o recrutamento e a diferenciagdo de células mesenquimais
indiferenciadas e a sintese de proteinas da matriz extracelular (CHAMPAGNE et al., 2002;
REFAI et al., 2004).

Embora no passado a presenca de macrdfagos ao redor dos implantes tenha sido

considerada prejudicial a osseointegracdo, estudos recentes tém indicado um efeito benéfico
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dos macrofagos no processo de formagdo 6ssea ao redor dos implantes (REFAI et al., 2004;
MARCO et al., 2005). Contudo, o papel dos macrofagos na performance e longevidade dos
implantes ainda ndo foi completamente esclarecido. O macréfago ¢ uma das primeiras células
a alcangar a interface tecido-implante e sua interacdo com o material implantado envolve
adesdo, ativacdo e secre¢do de citocinas e quimiocinas no sitio do implante (SOSKOLNE et
al., 2002; WATZEK, 2004). As citocinas e quimiocinas estdo envolvidas tanto nas fases
destrutivas como reparativas dos estagios iniciais da cicatrizagdo apds a instalagdo dos
implantes (SOSKOLNE et al., 2002; REFAI et al., 2004).

Os macréfagos ativados secretam citocinas pro-inflamatorias como TNFa, IL1, IL6 e
sua ativacdo pode ocorrer devido ao contato com particulas de debris ou outros estimulos
como a presenca de lipopolissacarideos bacterianos na superficie do implante (HOWORITZ
& GONZALES, 1996; WANG et al., 1996; TSUTSUI ef al., 1999). Segundo Gretzer et al.
(2003) essas citocinas podem ser identificadas e quantificadas pelo método Elisa, em culturas
de macrofagos ndo ativadas. Embora o método Elisa seja o mais utilizado para quantificar
citocinas produzidas pelos macrdfagos, esse método apresenta limitagdes, pois ndo permite
dosar quantidades pequenas, sendo muitas vezes necessario estimular os macrofagos com
lipopolissacarideos (KISHIDA et al., 1996).

O TNFa ¢ uma citocina pré-inflamatéria com efeitos sobre varios tipos celulares,
parece sinalizar na fibrinogénese e angiogénese, estimula a atividade osteoclastica e regula a
proliferagdo dos osteoblastos, sendo importante na osseointegragdo (GRETZER et al., 2003;
REFAI et al., 2004). O TNFa é um dos inibidores mais ativos da diferenciagdo e proliferacio
dos osteoblastos (TSUTSUI et al, 1999; REFAI et al., 2004; WATZEK, 2004), atuando
também como potente estimulador da reabsorcdo dssea por meio de seu efeito inibitdrio sobre
osteoblastos e sua capacidade de estimular osteoclastos, efeito similar a IL1 (CURRAN,
GALLAGHER & HUNT, 2005).

A ILI, IL6 e IL17 estimulam a formagdo de osteoclastos e sua capacidade de
reabsor¢do, consequentemente estdo envolvidas na remodelagdo 6ssea (REFAI et al., 2004;
SHEN et al., 2005; YU et al., 2009; GABAY & MCLNNES, 2009). A IL17 tem sido
considerada fator chave no desenvolvimento da osteoartrite e no consequente
desencadeamento da reabsor¢do da matriz dssea e cartilaginosa pelos clastos. No entanto,
estudos recentes tem apontado um papel regulador desta citocina (PINKERTON et al., 2008).

A PGE,, assim como a TNFa e a IL1, ¢ um mediador envolvido na reabsor¢do, mas
parece exibir também um caminho alternativo para neoformagdo dssea (SOSKOLNE et al.,

2002). A PGE, tem efeito dose dependente, estimulando osteoblastos quando em baixas



14

concentragdes, a0 passo que em concentragdes maiores tem efeito negativo sobre osteoblastos
e estimula osteoclastos (CURRAN, GALLAGHER & HUNT, 2005). Segundo Wang et al
(1996), o titanio comercialmente puro estimula macréfagos peritoneais e células da linhagem
macrofagica a liberar PGE; e IL1, principalmente quando os macrofagos sdo induzidos por
particulas fagocitdveis.

Além de produzir compostos pro-inflamatdrios, os macréfagos também sdo capazes de
produzir citocinas anti-inflamatorias como a TGFB (WANG et al., 1996) e IL10 (GRETZER
et al., 2003), e sinais osteoindutores como a BMP2 e TGFf, quando expostos a diferentes
estimulos (CHAMPAGNE ez al., 2002; WATZEK, 2004).

As BMPs s@o expressas pelos osteoblastos e influenciam na diferenciagdo das células
mesenquimais indiferenciadas. Entretanto, existem evidéncias de que os macréfagos também
expressam BMP e que podem constituir uma via alternativa na osteoindu¢do (CHAMPAGNE
et al., 2002; GARCIA LOPEZ et al., 2005).

A IL10 ¢ uma molécula antiinflamatoria produzida pelos macréfagos, linfécitos e
osteoblastos, que inibe a sintese de IL1, IL8 e TNFa, limitando a extensdo e duragdo da
resposta imune (GRETZER et al., 2003).

Estudos utilizando culturas de macréfagos, osteoblastos e células mesenquimais
indiferenciadas provenientes da medula, permitiram ampliar o conhecimento sobre a fungdo
dos fatores de crescimento e citocinas na osteogénese. Atualmente, sabe-se que as
caracteristicas da superficie do implante afetam a adesdo dos macrofagos e osteoblastos, bem
como o padrdo de secrecdo das citocinas inflamatorias (HOROWITZ & GONZALES, 1996;
DAVIES, 2000; SOLSKONE et al., 2002; REFAI et al., 2004).

A exposicdo a diferentes biomateriais (RICE, HUNT & GALLAGHER, 2003;
CIAPETTI et al., 2005) e a diferentes rugosidades de superficie (RICE et al., 2005) influencia
a adesdo e a liberacdo de citocinas em culturas de macréfagos e de osteoblastos. Superficies
rugosas sdo mais sujeitas a contaminagdo que superficies lisas, o que resulta em niveis
diferentes de secrecdo de TNFa e PGE, (SOLSKONE et al., 2002).

O sobrenadante produzido em culturas de macrofagos induz a formagdo ou reabsor¢do
6ssea em cultura de osteoblastos, embora ainda ndo seja possivel compreender completamente
este mecanismo (TSUTSUI et al., 1999). Os mediadores liberados pelos macréfagos agem
sobre osteoblastos e vice-versa (HOROWITZ E GONZALEZ, 1996; TSUTSUI et al., 1999;
DAVIES, 2000), o que pode ser comprovado em estudos utilizando cocultura dessas células
(HOROWITZ & GONZALEZ, 1996, CURRAN, GALLAGHER & HUNT, 2005). Em

modelo utilizando cocultura de macrofagos e osteoblastos, Horowitz & Gonzalez (1996)
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levantaram a hipétese de interag@o entre os mediadores produzidos por essas células. Segundo
essa hipdtese, o TNFa liberado pelos macrofagos faz com que os osteoblastos liberem PGE,,
e esta diminui a liberagdo de TNFa pelos macréfagos. Assim, mais estudos que avaliam a
intera¢do entre macrofagos, osteoblastos e implantes sdo necessarios para entendimento da

osseointegra¢do e da resposta do tecido dsseo aos biomateriais.

4.6. Influéncia da superficie dos implantes no reparo 6sseo

O titdnio comercialmente puro tem sido utilizado nos implantes dentais e ortopédicos
devido as suas excelentes propriedades fisicas e a biocompatibilidade (XIE et al., 2005;
COELHO et al., 2009).

A busca constante por condi¢des que favorecam a neoformagido 6ssea ao redor dos
implantes tem estimulado as industrias a desenvolverem diferentes tratamentos de superficie
para os implantes de titanio (BACHLE & KOHAL, 2004). O tipo de tratamento de superficie
influencia a adesdo, diferenciacdo e morfologia celular na interface do implante (BRUNETTE
& CHEROUDI, 1999; DE OLIVEIRA & NANCI, 2004; ROSA & BELLOTI, 2003;
XAVIER et al., 2003; LI et al., 2004), embora em alguns tipos de tratamento, esses efeitos
sejam negativos, como nos tratamentos por adicio (AMARANTE & LIMA, 2001).

Nos implantes tratados por adigdo, sdo incorporadas substancias ou particulas, com o
objetivo de favorecer a diferenciacdo de osteoblastos e a produg¢do de matriz, acelerando a
velocidade e a qualidade da neoformagdo 6ssea (COELHO ef al., 2009). No entanto, alguns
estudos observaram que as particulas incorporadas por adicdo soltam-se da superficie do
titdnio, sdo fagocitadas por macrofagos e estimulam a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias, retardando o processo de reparo (AMARANTE & LIMA, 2001; COELHO et
al., 2009).

Atualmente, existe uma grande variedade de tratamentos de superficie, que combinam
técnicas de jateamento e ataque acido, deposicdo eletroforética de ions, bombeamento com
feixes de laser e também incorporagdo de compostos bioativos como calcio e fosforo (Ca e P).
Essas técnicas resultam em variagdes na topografia de superficie e podem favorecer a
osteogénese in vitro (COELHO et al., 2009 A). As técnicas de modificagdes da superficie por
meio de incorporacio de Ca e P ou hidroxipatita tem como objetivo mimetizar o
microambiente celular e aumentar a velocidade de deposi¢do Ossea, acelerando a
mineralizacdo da matriz (COELHO et al., 2009 A). No entanto, esse tipo de superficie

apresenta como limitagdo, potencial de dissolver a cobertura de Ca ¢ P (COELHO &
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LEMONS, 2008), estimulando eventos pré-inflamatérios e gerando instabilidade do implante
(LEMONS, 2004). Varias técnicas tém sido usadas em escala comercial para incorporagdo de
Ca e P, entre elas deposi¢do sol-gel, a laser, jateamento e deposicdo por feixes iOnicos
(COELHO et al., 2009 A). As superficies geradas por algumas dessas técnicas, em escala
nanométrica tem se mostrado as mais estaveis, com menor taxa de dissolugdo (MENDES,
MOINEDDIN & DAVIES, 2008; COELHO et al., 2009 A, B; CARDARAPOLI & SUZUKI,
2009). Estudos in vitro utilizando cultura de células, constituem uma ferramenta util na
investigacdo dessas superficies por permitirem uma andlise detalhada das interagdes célula,
matriz e superficie do implante (LINCKS ez al., 1998; BOYAN et al, 2003; BACHLE &
KOHAL, 2004).

Variagdes na porosidade e rugosidade superficial do titdnio influenciam o
metabolismo celular e a liberagdo de citocinas e fatores de crescimento, tanto em cultura de
macrofagos (SPYROU et al., 2002), como de osteoblastos (BOY AN ez al., 2003; RICE et al.,
2005). Nao estd esclarecido se a rugosidade de superficie ¢ responsavel pelas alteragdes
celulares, ou se a adesdo de macromoléculas do soro a essas superficies tratadas, modula o
comportamento celular (BACHEL & KOHAL, 2004).

A expressdo do fenotipo osteoblastico € sensivel a topografia da superficie do implante
(ZINGER ef al., 2003). Em geral, as células cultivadas sobre superficies rugosas apresentam
caracteristicas morfolégicas de osteoblastos em um estado mais diferenciado e secretam maior
quantidade de fosfatase alcalina (DE OLIVEIRA & NANCI, 2004). Os osteoblastos
interagem com o substrato por meio de receptores de integrinas e o tipo de substrato
determina qual integrina e proteina da matriz serd expressa (YAO et al., 2005; SELA et al.,
2007). A deposi¢do de proteinas da matriz relacionadas a diferenciacdo de osteoblastos e a
remodelacdo Ossea, como osteocalcina e sialoproteina, sdo afetadas pelas caracteristicas
quimicas e o tipo de tratamento de superficie realizado (PUELO & NANCI, 1999; BACHEL
& KOHAL, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2007; ROSA et al., 2009).

Embora varios estudos tenham investigado os efeitos da topografia e tratamento de
superficie dos implantes no reparo 6sseo, ainda permanecem duvidas sobre o comportamento
dessas superficies no microambiente bioldgico. Para compreensdo do mecanismo de formagao
Ossea ao redor dos biomateriais € necessario a interacdo de conhecimentos quanto a superficie
do material, perfil de citocinas e fatores de crescimento liberados pelas células nessas

condi¢cdes (BACHEL & KOHAL, 2004; MARCO et al., 2005).
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5.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia da topografia e composi¢do quimica da superficie do titdnio na

osteogénese in vitro.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1

5.2.2

5.2.3

5.2.4

Avaliar a viabilidade e a adesdo das células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) e células osteogénicas cultivadas sobre superficies de
titdnio obtidas por jateamento/subtracdo ou nano-recobrimento de Calcio e
Fosforo (Ca e P).

Avaliar a morfologia das células mononucleares do sangue periférico, células
osteogénicas e cocultura (PBMC e células osteogénicas) cultivadas sobre as
superficies de titanio.

Avaliar o efeito das diferentes superficies na produc¢do de osteopontina e
fosfatase alcalina em células osteogéncias e na cocultura (PBMC e células
osteogénicas), por meio de imunolocalizagdo.

Determinar os niveis das citocinas IL1J3, TGFB1, IL10 e IL17 produzidas por
células mononucleares do sangue periférico, células osteogénicas e cocultura
(PBMC e células osteogénicas) cultivadas sobre as diferentes superficies de

titanio.
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6. Material e métodos

6.1. Obtencio e caracterizagio dos discos de titanio

Os discos de titanio utilizados nesta pesquisa foram produzidos, embalados e
gentilmente doados pela empresa Bicon (Boston, USA). Estes foram construidos em liga de
titanio-aluninio-vanadio (Ti-6AL-4V), com 12 mm de didmetro e 4mm de altura, os quais
receberam trés tipos de tratamentos de superficie denominados de S1, S2 e S3. Os discos S1
foram obtidos a partir da usinagem do titdnio, sendo comercialmente conhecidos como
superficies usinadas ou lisas. Estes ndo receberam tratamento adicional que possibilitasse a
modificagdo da textura ou composi¢do quimica da liga. Os discos S2 e S3 tiveram suas
superficies modificadas em relacdo aos discos S1 (controle de heterogeneidade). As
superficies S2 foram obtidas pela associacdo de duas técnicas: jateamento com particulas de
alumina, seguidas por ataque acido, o que resultou em superficies com rugosidade superficial
em torno de 0,66um. A superficie S3 recebeu o mesmo tratamento que a S2, o qual foi
seguido por deposi¢do ionica de particulas de Ca e P em escala nanométrica (300-500 nm),
resultando em superficies bioativas com o mesmo padrdo de rugosidade que a superficie S2.
As trés superficies encontram-se disponiveis comercialmente e foram previamente

caracterizadas por Coelho & Lemons (2008).

6.2. Obtencao das células humanas

Para obtencdo de células humanas do sangue periférico e células osteogénicas, foram
selecionados pacientes adultos sauddveis (35-45 anos), triados no curso de especializacdo em
Implantodontia da Universidade Federal de Uberlandia para a realizacdo de enxerto dsseo
prévio a instalagdo dos implantes. Foram utilizados como critério de exclusdo: uso de
corticosterdides, diabetes e outros disturbios enddcrinos como hipo ou hipertireoidismo. A
realizacdo da coleta das amostras teve a autorizagdo do Comité de Etica em pesquisa

envolvendo seres humanos da Universidade Federal de Uberlandia (protocolo 046/06).

6.3. Obtencao das células osteogénicas

As células osteogénicas, compostas por uma populagdo mista em diversos estagios de

diferenciacdo, foram obtidas a partir da digestdo enzimatica de fragmentos 0sseos removidos
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durante a cirurgia para obtencdo de enxerto. A regido mentoniana foi escolhida como area
doadora para os enxertos, os quais foram removidos em forma circular com o auxilio de broca
trefina cirdrgica de 8 mm de didmetro, sob irrigagdo constante e abundante com soro
fisioldgico. A maior parte dos fragmentos foi usada nos prdprios pacientes para a
reconstrucdo Ossea, e somente 0ssos remanescentes dos ajustes realizados para adaptacdo dos
blocos foi utilizada no experimento. Esses fragmentos 0sseos foram transferidos para tubo
conico contendo “meio de lavagem”, constituido de DMEM (Gibco-Life Technologies, Grand
Island, NY) suplementado com 50 pg/ml de gentamicina (Gibco) e 2.4 pg/ml de fungizona
(Gibco).

6.4. Cultura primaria de células osteogénicas

As amostras de osso de cada paciente foram abundantemente lavadas com solugéo
salina balanceada de Hanks (HBSS), colocadas em placa de petri estéril, trituradas com o
auxilio de espatula n°7 e, em seguida transferidas para novo tubo contendo 5ml de solucdo de
colagenase tipo II (1mg/ml; Sigma, St. Louis, MO). As amostras foram digeridas em 4 ciclos
de 30 minutos a 37°C com troca de colagenase a cada ciclo. O sobrenadante de cada digestao
enzimatica foi coletado e transferido para tubo contendo meio indutor de diferenciagdo
(MID), constituido de DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab,
Sdo Paulo, Brasil), 50 pg/ml de gentamicina (Gibco), 0.3 pg/ml de fungizona (Gibco), 107 M
de dexamethasona (Sigma-Aldrich), 5 pg/ml de 4cido L-ascorbico (Gibco), 7 mM de
glicerofosfato de sédio (Fluka Chemical Co., Buchs, Suigca). Ao final da dltima digestdo
enzimatica, os sobrenadantes foram filtrados em filtro de nylon de 70-um (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ), transferidos para novo tubo e lavados quatro vezes por 5 minutos a 800
g. Apo0s a ultima centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado, o sedimento ressuspendido em
MID 10%, transferido para as garrafas de cultura de 25 cm” (1.3x10" células/cm?) e mantidos
em camara de CO, a 37°C. O meio foi trocado a cada 2-3 dias e as c€lulas cultivadas por
aproximadamente 4 semanas. Apos atingirem confluéncia, as células foram tripsinizadas com
solugdo de tripsina ¢ EDTA (0.25%) por 10 minutos a 37°C, delicadamente raspadas com
“cell scraper” e coletadas em DMEM completo [(DMEM (Gibco) suplementado com 10%
SFB (Cultilab), 50 pg/ml de gentamicina (Gibco), 0.3 pg/ml de fungizona (Gibco)] para

inativacdo da enzima.
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6.5. Cultura das células osteogénicas sobre a superficie do titanio

As células osteogénicas, obtidas como previamente descrito, foram centrifugadas por 5
minutos a 800xg, contadas em hemocitdometro, distribuidas em placas de 24 pogos contendo
os discos S1 (Grupo S1), S2 (Grupo S2) e S3 (Grupo S3) na densidade de 5x10*
células/superficie e completadas com 1,5 ml de meio DMEM completo. A cada 3 dias, 500 pl
de meio eram removidos e adicionado meio novo. Durante os 14 dias de cultura ndo foram
adicionados agentes indutores de diferencia¢do. Antes do plaqueamento, os discos foram pré-
condicionados com plasma sanguineo humano autélogo. Em 24 horas, 7 e 14 dias, os

sobrenadantes foram coletados para dosagem das citocinas IL1B, TGFB1, IL10 e IL17.

6.6. Obtencao de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Foram colhidos 30ml de sangue periférico de cada paciente, em tubos heparinizados
(10 a 15 u/ml). Para obtengdo das células mononucleares o sangue foi diluido em HBSS,
distribuido em tubos contendo Histopaque 1077 na densidade 1076 (Sigma Chemical Co.) e
centrifugado a 200xg por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, o plasma
colhido foi utilizado para condicionamento dos discos e a nuvem celular contendo os PBMC
foi coletada e centrifugada a 1000xg por 10 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado, o sedimento celular ressuspendido em 3 ml de DMEM completo e a viabilidade

celular determinada por contagem em camara hemocitométrica.

6.7. Cultura primaria de células mononucleares do sangue periférico

Apos a determinagdo da viabilidade, a suspensao celular foi distribuida sobre os discos
de titdnio (Grupos S1, S2 e S3) inseridos em placas de poliestireno de 24 pogos, na
concentracdo de 5x10* células/superficie e incubadas por 4 horas em estufa umidificada a
37°C, contendo ar a 5% de CO,. Apds esse periodo as placas foram centrifugadas a 200 g por
10 minutos e o sobrenadante aspirado para remog¢do das células ndo aderentes. Em seguida,
cada pogo recebeu DMEM completo e as células foram cultivadas a 37C°® por 24 horas em
camara de CO, umidificada. Decorrido este periodo, os sobrenadantes foram colhidos e

armazenados a -70°C até utilizacao.
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6.8. Cocultura de mononucleares e células osteogénicas

A cocultura das células mononucleares e osteogénicas foi realizada nas superficies
S1, S2 e S3, inseridas em placas de 24 pogos na propor¢do de 1:1
(mononucleares/osteogénicas), na concentragdo final de 5X10* células em DMEM completo
(CURRAN et al., 2005). A cocultura foi mantida por 24 horas, 7 ¢ 14 dias, com troca de 500
ul de meio a cada 3 dias. Em todos os periodos experimentais o sobrenadante foi colhido para

dosagem das citocinas IL1B, TGFB1, IL10 e IL17.

6.9. Analise da viabilidade celular

As culturas de PBMC no periodo de 24 horas e de células osteogénicas, nos periodos
de 24 horas e 7 dias, foram submetidas ao teste de viabilidade celular pelo método
colorimétrico MTT-Formazan. De cada pogo, foram removidos 1000 pl de meio, adicionados
50ul de substrato MTT na concentragdo de Smg/ml e incubado a 37°C por 4 horas. Em
seguida, cada pogo recebeu 500ul de SDS e apds 60 minutos, 100 ul de cada pogo foi
transferido para placas de 96 pocos e a viabilidade determinada em leitor de microplacas a

570 nm.

6.10. Analise da morfologia celular ao Microscopio eletronico de varredura

(MEYV)

Foi realizada andlise morfoldgica descritiva das células do PBMC e da cocultura em
24 horas e das células osteogénicas no periodo de 24 horas e 7 dias. O sobrenadante foi
removido, os discos foram lavados em salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7.2) e fixados
em Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 2%, tamponados com cacodilato de
sodio 0,1IM pH 7,4) por 1 hora. Apds esse periodo, o fixador foi removido, os discos
desidratados em concentracdes crescentes de etanol (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%) e
transferidos para o alcool absoluto. Apds a desidratagdo, os discos foram secos até o ponto
critico de -40°C (Polaron, UK), receberam 3 ciclos de cobertura de ouro-palddio no
metalizador (Emitech, ISI, Kent, England) e foram analisados ao MEV (Hitachi 3500N,
USA). As amostras foram analisadas em triplicata, em varias magnifica¢des, utilizando

exposi¢do de 5 a 15 kV.
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6.11. Reacdo de imunofluorescéncia para Osteopontina

Para avaliar a presenca de osteopontina na cultura de células osteogénicas e na
cocultura, foi utilizado o método de imunofluorescéncia indireta. As superficies S1, S2 e S3
contendo as culturas de células de 24 horas, foram fixadas em paraformaldeido a 4% em
tampao fosfato a 0,1 M, pH 7,2, por 10 minutos a temperatura ambiente, lavadas em tampao
tris-borato (TBS) pH 7.4, permeabilizadas com solucdo de Triton X-100 a 0,5% em TBS por
10 minutos e cuidadosamente lavados em TBS-Tween 20 a 0,05 % (TBS-T). O bloqueio de
sitios inespecificos foi realizado com soro albumina bovina (BSA) a 1% em TBS por 20
minutos. Em seguida as células foram lavadas em TBS-T e incubados com o anticorpo
monoclonal IgG1 anti-OPN produzido em camundongo, clone MPIIIB10 (Hybridoma Bank,
Iowa, EUA) na diluicdo de 1:800 em TBS-T contendo 0,9% de BSA (TBS-T-BSA) ¢
incubados por 60 minutos a 37°C. Em seguida, as células foram lavadas com TBS-T e
incubadas por 50 minutos com anticorpo policlonal de cabra anti-IG1 de camundongo
marcado com Alexa Fluor 594 (Molecular Probes,EUA) e Faloidina ligada a Alexa Fluor 488
(Molecular Probes,EUA) na diluigdo de 1:200 em TBST-BSA. Apods esse periodo as células
foram novamente lavadas, incubadas com Hoechst 2240 (Sigma-Aldrich) na diluicdo de
1:1000 por 5 minutos para visualizacdo nuclear e montadas com meio de montagem anti-fade
(Prolong, Molecular Probes). Como controle negativo as amostras foram incubadas em TBS-
T por 60 minutos, seguido da incubagdo com anticorpo policlonal anti-IG1 de camundongo

marcado com Alexa Fluor 594 (Molecular Probes,EUA) por 50 minutos.

6.12. Reacdo de imunofluorescéncia para Fosfatase Alcalina (ALP)

Para avaliagdo da presenca de fosofatase alcalina nas células osteogénicas e na
cocultura, foi utilizado o método de imunofluorescéncia indireta nos periodos de 7 e 14 dias.
Para tanto as células foram fixadas em paraforamaldeido, permeabilizadas e os sitios
inespecificos bloqueados por 20 minutos. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas
com anticorpo monoclonal IgG1 anti-ALP humana produzida em camundongo, clone B4:78
(Hibridoma bank, Iowa, EUA) na diluicdo de 1:100. Apds esse periodo, as células foram
lavadas e incubadas por 60 minutos com anticorpo policlonal anti-IG1 de camundongo
marcado com Alexa Fluor 594 (Molecular Probes,EUA) e Faloidina ligada a Alexa Fluor 488
(Molecular Probes,EUA) na dilui¢do de 1:200 em TBST-BSA. Os nuicleos foram marcados



23

com Hoechst 2240 (Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:1000 e montados em meio anti-fade
(Prolong, Molecular Probes).

6.13. Analise quantitativa das imunomarcacdes

Para quantificar a porcentagem de células com marcacio intracelular para OPN e ALP,
imagens obtidas de cada superficie foram capturadas em microscopio de Epifluorescencia.
Cinco campos foram selecionados em cada superficie, sendo dois em cada extremidade e um
central, baseados na programagdo da platina motorizada, em aumento de 200X. Em cada
superficie analisada as imagens foram capturadas nas mesmas posi¢des. A analise das
imagens foi realizada utilizando software Imagel] (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA), no qual foi realizada a contagem de nucleos, determinando o numero de
células aderidas por campo. A porcentagem de células marcadas para ALP ou OPN
intracelular foi determinada em fungdo do niimero de células marcadas com Faloidina e

Hoechst.

6.14. Dosagem das citocinas

Os sobrenadantes, provenientes das culturas de células sobre as superficies S1,S2 e S3
foram coletados nos periodos de 1,7 e 14 dias, aliquotados e armazenados a -70°C negativos
para determinagdo dos niveis da citocinas (IL1B, TGFp1, IL10 e IL17) pelo método Elisa
Sanduiche. Para tanto, foi utilizado o kit-comercial e-Bioscience (San Diego, CA, EUA),
conforme recomendacdo do fabricante. Brevemente, microplacas de 96 pogos foram
sensibilizadas com 50 pl de anticorpo de captura para cada citocina e incubadas por 18 horas
a 4C”. Apo6s a incubagdo, as placas foram lavadas com solugio de PBS-T a 0,5 % e
bloqueadas com 100 pl de solugdo de bloqueio por 2 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, as placas foram lavadas, e incubadas por 18 horas a 4 C, contendo as amostras testes,
bem como as citocinas padrdes. As placas foram lavadas e adicionado 50 pl de uma mistura
do anticorpo de detec¢do conjugado a biotina e avidina-peroxidase. Apés 90 minutos a 37 C,
as placas foram novamente lavadas e adicionado substrato enzimatico (terametilbenzidina e
0,03% de H,O, . TMB), incubado por 15 minutos. A reagdo foi interrompida com H3;PO4 a IM
e a leitura efetuada a 450 nm em leitor de microplacas. A concentragdo de cada citocina foi

determinada de acordo com a curva de regressdo linear obtida pelas respetivas citocinas
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padrdes. A sensibilidade de deteccdo de cada citocina foi: IL1B, 4 pg/ml; IL10, 2 pg/ml;
TGFp1, 60 pg/m:, IL17, 4 pg/ml.

6.15. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism (GraphPad
Software, Inc., CA, EUA). Foi aplicado teste de normalidade aos dados obtidos, € em seguida
o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis para andlises multiplas (p<0,05). Nas amostras
com diferencga estatistica significante, foi aplicado o pds-teste Dunns (p<0,05). Os resultados

foram expressos em média e erro padrao da média (u£EP).
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7. Resultados

7.1. Viabilidade e adesio celular

A influéncia das superficies na viabilidade celular foi avaliada usando um ensaio
colorimétrico baseado na atividade das desidrogenases — MTT, e expressa como niveis de
absorbancia. Em 24horas, ndo foram detectadas diferencas significativas nos niveis de
absorbancia das células osteogénicas (p>0.11, Figura 1A) e das mononucleares (p>0,05,
Figura 1B) cultivadas sobre as trés superficies. Em 7 dias também ndo foram encontradas
diferengas na viabilidade das células osteogénicas cultivadas sobre as superficies usinadas
(S1) e tratadas (S2 e S3) (p>0.13, Figura 1A). Quando avaliados os niveis de absorbancia das
células osteogénicas ao longo do tempo, foi observado aumento entre os dias 1 e 7, para
todas as superficies analisadas. Entretanto, esta diferenca foi estatisticamente significante

apenas no grupo de células osteogénicas cultivado sobre a superficie com nanorecobrimento

de Ca e P (S3, p<0.001, Figura 1A).

A 1.00-
1.00+
— _ = 0.75
T 0.75- . T N
E 0.75 : £ .
K. . § 0907 - —
o 3 £ "
5 0.504 E e '
] —— 5 0.25
£ 2
2 < .
< 0257 0.00- o :
9 9 9
~<~°<b ~<\°& ~o°<b
0.00- T T T ,»bl ;‘1?‘ '1?'
2 W 2 2 2 2 %" & %
& A & N &N
NN PRI
AN AL
) 9 9

Figura 1: Niveis de absorbancia das células osteogénicas (A) ¢ monucleares (B), cultivadas nas

diferentes superficies (S1, S2 ¢ S3) em 24 horas e 7 dias (¥*p<0,05). Resultados expressos em u£+EP.

O ntmero de células aderidas em cada periodo foi obtido por meio da contagem
semi-automatica dos nucleos marcados com Hoechst 33224. Em 24 horas (dia 1), ndo foram
observadas diferencas estatisticas significantes na taxa de adesdo celular dos

monononucleares cultivados sobre as trés superficies avaliadas (p>0,05). No entanto, a
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adesdo das células osteogénicas nos dias 1 e 7, variou em funcdo da superficie (p<0.005,
Figuras 2A e 2B). No dia 1, a adesdo celular foi significativamente maior nas superficies
tratadas (S2 e S3) quando comparada a superficie controle-S1 (p<0,001; Figura 2A), sem
diferencas estatisticas significantes entre as superficies S2 e S3. Aos 7 dias, o numero de
células aderidas na superficie S1 foi significativamente maior que na superficie S3 (p<0,05;
Figura 2B) e a superficie S2 apresentou valores intermedidrios (Figura 2B). Em todas as
superficies, o numero de células aderidas foi significativamente maior aos 7 dias quando

comparado ao dia 1 (p<0,01).
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Figura 2: Adesdo das células osteogénicas nas diferentes superficies (S1, S2 e S3) em 24 horas (A) e 7
dias (B) (*p<0,05). Resultados expressos em p+EP.

7.2. Analise morfologica ao Microscopio Eletronico de Varredura

Imagens obtidas por meio de microscopia eletronica de varredura foram utilizadas
para avaliagdo morfoldgica qualitativa das células osteogénicas (Figura 3) e mononucleares
aderidas sobre as trés superficies de titanio (Figura 4). A andlise das células osteogénicas no
periodo de 24 horas ndo demonstrou influéncia da superficie em sua morfologia (Figura 3).
As mesmas apresentaram-se esféricas ou ligeiramente estreladas exibindo longos
prolongamentos citoplasmaticos e mini-filopodias (Figura 3 A-C). Aos 7 dias, as células
osteogénicas apresentaram-se espraiadas sobre as trés superficies, formando uma camada

continua (Figura 3D-F).



27

Figura 3: Células osteogénicas em 24 horas (A, B, C) e 7 dias (D, E, F), cultivadas sobre as superficies
S1 (A, D), S2 (B, E) e S3 (C, F), respectivamente. (*) indicam células esféricas e (™) indicam prolongamentos

citoplasmaticos. Ampliacao escrita em cada foto.

Em 24 horas a populagdo de mononucleares aderidas sobre a superficie apresentou
grande heterogeneidade em relagdo a morfologia, sobretudo no grupo S1, onde foram
observadas células com numerosas extensdes citoplasmaticas associadas a alguns ninhos de
células redondas e menores (Figura 4A). As células dos grupos S2 (Figura 4B) e S3 (Figura

4C) apresentaram-se menos espraiadas que no grupo S1. Na cocultura, em 24 horas, foram
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observadas células com aspecto esférico e algumas células iniciando o espraiamento (Figura

4D-F).

Figura 4: Células mononucleares (A, B, C) e coculturas (D, E, F) sobre as superficies S1 (A, D), S2 (B,

E) ¢ S3 (C, F) no periodo de 24 horas. ( =¥ indicam prolongamentos citoplasmaticos e (*)indicam células

esféricas. Ampliacao escrita em cada foto.

7.3. Analise ao microscépio de Fluorescéncia

As imagens obtidas ao microscopio de fluorescéncia (Figuras 5-7) demonstraram
aspecto similar ao observado ao MEV. Em 7 e 14 dias, as células osteogénicas cultivadas
sobre a superficie usinada (S1) apresentaram morfologia unidirecional, acompanhando as
ranhuras do disco (Figuras 6B e 7B). Aos 7 dias, nas superficies S2 e S3 (Figuras 6C e 6D),
as células apresentaram aspecto estrelado ou poligonal, com morfologia multidirecional. No
mesmo periodo, a cocultura parecia composta por células em diferentes estagios de
diferenciagdo, apresentando células grandes, com longos prolongamentos, associadas a
células esféricas ou ligeiramente estreladas (Figuras 6F-H). Aos 14 dias, apenas as
superficies S1 e S2 (Figura 7F, G) apresentavam-se recobertas por uma monocamada de

células, o que nio foi observado em S3 (Figura 7H).
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Foi avaliada a porcentagem de células com intensa e visivel marcagdo intracelular
para as proteinas OPN e ALP, as quais estdo intimamente relacionadas ao processo de
diferenciacdo das células osteogénicas em osteoblastos e a conseqiiente producdo e
mineraliza¢do da matriz extracelular.

Na cultura de células osteogénicas, em 24 horas, foi detectada diferenca estatistica
significante na porcentagem de células positivas para OPN entre os grupos S1 e S3 (p<0.03,
Figura 5A). A proteina foi observada na regido perinuclear e também dispersa no citoplasma,
embora também tenha sido verificada sua presenca na matriz extracelular, a qual foi mais
evidente nos grupos S2 e S3 (Figuras 5C-D). Na cocultura ndo foi encontrada diferenga
estatistica significativa na porcentagem de células com marcagdo intracelular positiva para

OPN entre as trés superficies (Figura 5E).
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Figura 5: Porcentagem de células com marcagdo intracelular para OPN em 24 horas na cultura de
células osteogénicas (A) e na cocultura (E) nas superficies S1, S2 ¢ S3 (resultados expressos em p+EP).
Representacdo do aspecto morfologico e marcagao intracelular das células osteogénicas (B=S1; C=S2; D=S3) e
das coculturas (F=S1; G=S2; H=S3). Verde=citoesqueleto (Fal), vermelho=OPN, azul=ntcleo (Hoechst),

amarelo (sobreposi¢do das marcagdes verde e vermelho). Barra=20pum.

Em 7 e 14 dias, foi avaliada a porcentagem de células positivas para ALP na cultura

de células osteogénicas e na cocultura (Figuras 6A,E e 7A,E, respectivamente). Em 7 dias, a
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porcentagem de células positivas para ALP foi estatisticamente diferente entre os grupos S1
e S2, tanto na cultura de células osteogénicas (p<0.0065, Figura 6A), como na cocultura
(p<0.005, Figura 6E). Esta proteina foi observada dispersa no citoplasma ou na matriz

extracelular (Figura 6).
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Figura 6: Porcentagem de células com marcacdo intracelular para ALP em 7dias na cultura de células
osteogénicas (A) e na cocultura (E) nas superficies S1, S2 e S3 (resultados expressos em u£EP). Representacdo do
aspecto morfoldgico e marcacdo intracelular das células osteogénicas (B=S1; C=S2; D=S3) e das coculturas (F=S1;
G=S2; H=S3). Verde=citoesqueleto (Fal), vermelho=OPN, azul=nucleo (Hoechst), amarelo (sobreposi¢do das

marcagdes verde e vermelho). Barra=20pm.
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Em 14 dias, ndo houve diferenca estatistica significante na porcentagem de células
osteogénicas positivas para ALP entre os grupos (p<0,05, Figura 7A). Entretanto, foi evidente o
predominio de marcacdo extracelular para ALP nos grupos S2 e S3 (Figuras 7C,D). Por outro
lado, na cocultura (Figura 7), foi detectada diferenca significativa na porcentagem de células
positivas para ALP entre os grupos S2 e S3 (p<0,05, Figura 7E), embora a marcacdo extracelular
ndo tenha sido tdo intensa e evidente (Figuras 7G,H) como a observada nas células osteogénicas

cultivadas sobre as mesmas superficies (Figuras 7C,D).
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Figura 7: Porcentagem de células com marcac@o intracelular para ALP em 14 dias na cultura de células
osteogénicas (A) e na cocultura (E) nas superficies S1, S2 e S3 (resultados expressos em p+EP). Representacdo
do aspecto morfoldgico e marcacdo intracelular das células osteogénicas (B=S1; C=S2; D=S3) e das coculturas
(F=S1; G=S2; H=S3). Verde=citoesqueleto (Fal), vermelho=OPN, azul=ntcleo (Hoechst), amarelo

(sobreposi¢do das marcagdes verde e vermelho). Barra=20um.
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7.4. Quantificacido das citocinas

O contato das células com superficies de textura e composi¢do quimica variada pode
influenciar a produgdo de citocinas importantes, relacionadas com a regulagdo da inflamagao
e do processo de reparo. Neste estudo, foram quantificados os niveis de TGFB1, IL1p3, IL10 e

IL17 em culturas de células mononucleares, osteogénicas € em cocultura.

7.4.1 Quantificaciio dos niveis de citocinas nas culturas de células mononucleares

(PBMC)

Na cultura de PBMC, as diferentes superficies avaliadas ndo interferiram nos niveis
de TGFP1 e IL17 produzidas em 24 horas (Figuras 8A,B). No entanto, as células cultivadas
sobre a superficie com nanorecobrimento (Grupo S3) produziram niveis de IL10
significativamente menores que as células dos demais grupos (S1 e S2; p<0,05, Figura 8C).
J& os niveis de IL1P produzidos pelas células cultivadas nas superficies tratadas (S2 e S3)
foram significativamente menores quando comparados as células do grupo S1(p<0.01,

Figura 8D).
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Figura 8 — Niveis de TGFp (A), IL17(B), IL10(C) e IL1B (D), em cultura de células mononucleares
cultivadas nas diferentes superficies no periodo de 24 horas (S1, S2 e S3) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001).

Resultados expressos em p+EP.
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7.4.2 Quantificacio dos niveis de citocinas nas culturas de células osteogénicas

O tipo de superficie sobre a qual as células osteogénicas foram cultivadas influenciou
os niveis de producdo das citocinas TGFfB1, IL1B, e IL17, porém, ndo afetou a produgdo de
IL10. Os niveis de IL10 produzidos pelas células osteogénicas em cada tempo experimental
(24horas, 7 dias e 14 dias), ndo foram influenciados pelas superficies, ndo apresentando
diferencas estatisticas significativas (Figura 9A).

Na cultura de células osteogénicas, os niveis de TGF B1 em 24 horas, 7 e 14 dias ndo
apresentaram diferencas significativas entre as superficies S1 e S2. Contudo, houve diferenca
nos niveis desta citocina quando comparadas S2 e S3 (p<0.01), e S1 e S3 (p<0,05) nos
mesmos periodos (p<0,05, Figura 9B).

Os niveis de IL1p em 24 horas ndo apresentaram diferengas estatisticas significantes
em fungdo da superficie sobre a qual a célula foi cultivada (p=0.768, Figura 7C). Contudo, os
niveis médios de IL1P produzidos pelas células nas superficies S1 e S2 no periodo de 7 dias
apresentaram valores muito proximos. Ja quando comparada a produ¢do de IL1JB entre as
células do grupo Sle S3, assim como S2 e S3, observou-se aumento significante da produgao
desta citocina (P<0.01, Figura 9C). No periodo de 14 dias, apenas as células do grupo SI
apresentaram aumento significativo da produgdo de IL1p em relacdo aos grupos S2 e S3
(p<0.001, Figura 9C).

Os niveis de IL17 no periodo de 24 horas foram significativamente maiores nas
céulas dos gurpos S1 e S2 quando comparados ao grupo S3 (p<0,05, Figura 9D). No sétimo
dia de cultura, apenas as células do grupo S3 produziram esta citocina em niveis
significativos quando comparados ao grupo S1 (p<0.01). Aos 14 dias, ndo houve diferenca

nos niveis de IL17 detectados nos trés grupos. Dados representados na figura 9D.
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Figura 9 — Niveis de IL10 (A), TGFB1 (B), IL1B (C) e IL17 (D), em cultura de células osteogénicas
cultivadas nas diferentes superficies (S1, S2 e S3) em 24 horas, 7 ¢ 14 dias (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001).

Resultados expressos em p+EP.

7.4.3 Quantificacao dos niveis das citocinas nas coculturas

Em 24 horas, as células do grupo S3 produziram menores quantidades de IL10
quando comparadas as células dos demais grupos.(Figura 10A). J4 em 7 dias, as células dos
grupos S1 e S3 produziram maiores niveis desta citocina quando comparadas ao grupo S2
(p<0,05, Figura 10A). Por outro lado, em 14 dias ndo houve diferenga nos niveis de IL10 em
todas as superficies avaliadas.

Os niveis de TGFB1 produzidos pelas células cocultivadas sobre as superficies S1 e
S3, nos periodos de 24 horas e 7 dias, apresentaram-se significativamente aumentados em
comparacdo com o grupo S2 (p<0,05, Figura 10B). No periodo de 14 dias, apenas as células
cultivadas sobre a superficie S1 apresentaram niveis significantes de deteccdo em
comparacdo com S2 e S3 (p<0.001).

Os niveis de IL1P produzidos pelas céulas da cocultura ndo apresentaram diferencas

significativas entre as superficies nos periodos avaliados neste estudo (Figura 10C).
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Nas coculturas de 7 ¢ 14 dias detectou-se os maiores niveis de IL17 nos grupos S3 ¢

S2, respectivamente (p>0,05, Figura 10D).
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Figura 10 — Niveis de IL10 (A), TGFB1 (B), IL1p (C) e IL17 (D), na cocultura (células
mononucleares/osteogénicas) cultivadas nas diferentes superficies (S1, S2 ¢ S3) em 24 horas, 7 ¢ 14 dias

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001). Resultados expressos em p+EP.

7.4.4. Analise da producio de citocinas ao longo do tempo

Ao longo do tempo cada cultura tende a apresentar um padrdo de secrecdo de
citocinas, o qual pode variar em fung¢do da superficie sobre a qual as células foram
cultivadas. Os dados relativos a produgdo das citocinas TGFBI1, IL1f, e IL17 e IL10 nas
culturas de células osteogénicas e na cocultura, ao longo do tempo, em cada superficie

analisada estdo representados nas Figuras 11 e 12.
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Figura 11: Cinética da producdo de TGFB! (A), IL1B (B), IL10 (C) e IL17 (D) na cultura de células

osteogénicas nos periodos de 24 horas, 7 dias e 14 dias. Resultados expressos em niveis médios.

Nas trés superficies avaliadas, os niveis de TGFB1 produzido pelas células
osteogénicas apresentaram valores mais elevados em 24 horas, com reducdo significativa aos
7 dias, mantendo-se praticamente constante até o 14° dia (Figura 11A). Ja os niveis de IL1[,
foram mais elevados no 7° dia de cultura, mantendo-se praticamente inalterados no 14° dia,
exceto no grupo de células cultivadas sobre a superficie S2, no qual houve redugio
significativa dos niveis desta citocina para valores proximos aos detectados em 24 horas
(Figura 11B). Os niveis de IL10 aprestaram-se ligeiramente elevados no periodo de 24 horas.
Contudo, houve pequena reducdo em 7 dias e mantendo-se inalterado até o 14° dia para as
trés superficies avaliadas (Figura 11C). Na cultura de células osteogénicas os niveis de IL17
variaram em fung¢ao do tempo e da superficie (Figura 11D). No grupo de células cultivadas
sobre a superficie S1, os maiores valores de IL17 foram detectados no periodo de 24 horas,
diminuindo abruptamente aos 7 dias e mantendo-se constante até o 14° dia. Do mesmo
modo, no grupo de células cultivadas sobre a superficie S2, os niveis mais elevados de IL17
foram detectados em 24 horas, apresentando pequena redugdo nos periodos seguintes. Em
contraste, as células cultivadas na superficie S3 revelaram comportamento diferente em
comparacdo as superficies S1 e S2, na qual o pico da produgdo de IL.17 foi detectado aos 7
dias de cultivo, com redug¢do significativa aos 14 dias para valores proximos aos detectados

em 24 horas (Figura 11D).
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Figura 12: Cinética da producdo de TGFB1 (A), IL1B (B), IL10 (C) e IL17 (D) na cocultura (células
mononucleares/osteogénicas) nos periodos de 24 horas, 7 dias e 14 dias. Resultados expressos em niveis

meédios.

Em coculturas sobre as trés superficies (S1, S2, S3), os niveis de TGFB1 detectados
apresentaram valores mais elevados em 7 dias, com reducdo significativa aos 14 dias
(Figura 12A). Ja os niveis de IL1P, foram mais elevados em 24 horas com redugdo
significativa de deteccdo aos 7 dias, tanto para a células do grupo S1 quanto S2. Contudo,
aos 14 dias os niveis IL1P voltaram aumentados nas células do grupo S1, mantendo-se
praticamente inalterados nos grupos S2 e S3 (Figura 12B). Nas coculturas sobre as
superficies S1 e S2, foram detectados niveis elevados de IL10 no periodo de 24 horas, com
reducdo significativa em 7dias. Porém houve aumento da detec¢@o dessa citocina em 14 dias
nas coculturas do grupo S2 (Figura 12 C). Ja as coculturas em S3, o pico de produgdo de
IL10 foi detectado aos 7 dias, mantendo-se constante até o 14° dia. (Figura 12C). Os niveis
de IL17 variaram em fun¢do do tempo e da superficie (Figura 12D). No grupo S2 houve
pequena redu¢do dos niveis de IL17 no intervalo de 1-7 dias, apresentando aumento
substancial aos 14 dias. Ao contrario, nas células do grupo S3, os maiores valores de 1L17
foram detectados aos 7 dias, com redugo drastica aos 14 dias. Apenas nas células do grupo
S1 os niveis de IL17 mantiveram-se praticamente inalterados em fun¢do do tempo (Figura
12D).



40

7.4.5. Comparacio entre os niveis de citocinas nas culturas de células

osteogénicas e na cocultura (células monucleares/osteogénicas)

As coculturas produziram os maiores niveis de IL10 em comparagdo com as células
osteogénicas no periodo de 24 horas. Contudo, apenas a cocultura do grupo S1 apresentou
diferencas estatisticamente significantes (Figura 13A). Por outro lado, no periodo de 7 dias
os niveis de IL10 produzidos pelas células da cocultura foram significativamente maiores em
todas as superficies quando comparadas as culturas de células osteogénicas (p<0,05, Figura
13B). Do mesmo modo, no periodo de 14 dias foi verificado maior deteccdo nos niveis desta

citocina em comparagdo com as células osteogénicas (p<0,05, Figura 13C).
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Figura 13: Comparagdo entre os niveis de IL10 nas culturas de células osteogénicas e na co-cultuta
(células mononucleares/osteogénicas), cultivadas nas diferentes superficies (S1, S2 e S3) em 24 horas (A), 7

dias (B) ¢ 14 dias (C) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001). Resultados expressos em pu+EP.

No periodo de 24 horas, os niveis de produ¢do de TGFB1 ndo diferiram entre as
células osteogénicas e a cocultura dos grupos S1 e S3. J& as células osteogénicas do grupo S2

produziram quantidades elevadas nesse periodo (p<0.001, Figura 14A). No periodo de 7



41

dias, houve aumento significante dos niveis desta citocina em todos os grupos (S1, S2 e S3;
p<0,05, Figura 14B). Contudo, no periodo de 14 dias, os niveis de TGF1 mantiveram-se
inalterados nas células do grupo S3, apresentando aumento significativo nas coculturas dos

grupos S1 (p<0.005) e S2 (p<0,05, Figura 14C).
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Figura 14: Comparacg@o entre os niveis de TGFB1 nas culturas de células osteogénicas e na cocultura
(células monucleares/osteogénicas), cultivadas nas diferentes superficies (S1, S2 e S3) em 24 horas (A), 7 dias

(B) e 14 dias (C) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001). Resultados expressos em p+EP.

Em 24 horas, os niveis de IL1J na cocultura apresentaram aumento significativo nos
grupos S1 e S2, quando comparados aos niveis nas células osteogénicas (Figura 15A). Por
ouro lado, no periodo de 7 dias, as culturas de células osteogéncias dos grupos S1 e S2,
produziram niveis maiores de IL1p em comparago a cocultura (Figura 15B). Aos 14 dias,
apenas a cultura do grupo S3 estava significativamente aumentada em relagdo a cocultura

(p<0,05, Figura 15C).
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Figura 15: Comparago entre os niveis de IL1B nas culturas de células osteogénicas e na cocultura

(células monucleares/osteogénicas), cultivadas nas diferentes superficies (S1, S2 e S3) em 24 horas (A), 7 dias

(B) e 14 dias (C) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001). Resultados expressos em p+EP.

Os niveis de IL17 ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes entre a

cocultura e a cultura sobre as trés superficies de titanio (p<0,05), no periodo de 24 horas

(Figura 16A). Em 7 dias foi detectada maior produgdo de IL17 em células osteogénicas

cultivadas na superficie S2 em comparacdo a cocultura (p<0,05, Figura 16B). Por outro lado,

no periodo de 14 dias, a maior produgdo de IL17 foi observada na cocultura dos grupos S1 e

S2 (p<0.001, Figura 16C).
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Figura 16: Comparaco entre os niveis de IL17 nas culturas de células osteogénicas e na cocultura

(células monucleares/osteogénicas), cultivadas nas diferentes superficies (S1, S2 e S3) em 24 horas (A), 7 dias

(B) e 14 dias (C) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001). Resultados expressos em p+EP.

cocultura (células monucleares/osteogénicas)

7.4.6. Comparacio entre os niveis de citocinas na cultura de PBMC e na

Os niveis das citocinas IL10, TGFBl e IL17 ndo apresentaram diferencas

significativas entre a cultura de células mononucleares e a cocultura, em nenhuma das

superficies avaliadas no periodo de 24 horas (Figura 17). No entanto, foram detectadas

diferencas significativas na produgdo de IL1pB nas células do grupo S1, S2 e S3 (p<0.01)

quando comparadas a cultura de PBMC e a cocultura (p<0,05, Figura 17C).
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Figura 17 — Comparagdo entre os niveis de citocinas IL10 (A), TGFp1 (B), IL1B (C) e IL17 (D), nas
culturas de mononucleares (PBMC), osteogénicas e na cocultura (células monucleares/osteogénicas), nas
diferentes superficies S1, S2 e S3 em 24 horas (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001). Resultados expressos em
u+EP.

Por outro lado, quando comparados os niveis de IL10 produzidos pelas culturas de
PBMC e pelas células osteogénicas houve diferenga estatistica significativa nas trés
superficies avaliadas (p<0,05, Figura 17A). Além disso, quando avaliados os niveis de
TGFB1 (Figura 17B) e IL17 (Figura 17D) produzidos pelas duas culturas, apresentaram
diferencas significativas apenas nos grupos S1 e S2 (p<0,05). J& os niveis de ILI1J
produzidos pelas células osteogénicas foram significativamente menores que os produzidos
pelos PBMC (p<0,05) no grupo S1 (Figura 17C), enquanto no grupo S3 foram

significativamente maiores nas células osteogénicas que na cocultura.
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8. Discussiao

O presente estudo avaliou o comportamento de células humanas sobre ligas de
Titanio-Aluminio-Vanddio (Ti-6Al-4V). Os resultados obtidos demonstraram que os eventos
iniciais da osteogénese, tais como adesdo, proliferacdo celular, produc¢do de citocinas e
proteinas ndo coldgenas relacionadas ao processo de biomineralizacdo (osteopontina e
fosfatase alcalina) sdo influenciados pela interagcdo célula-superficie. Varias pesquisas ja
haviam confirmado a influéncia da rugosidade de superficie sobre a resposta dos osteoblastos
(MUSTAFA et al., 2001; DE OLIVEIRA E NANCI, 2004; SADER et al., 2005; ZING et al.,
2005; DE OLIVEIRA et al., 2007, SCHWARTZ et al., 2007), apresentando resultados
favoraveis para as superficies com microtopografia (BOYAN et al., 2003; LI et al., 2004;
ZINGER et al., 2005; DE OLIVEIRA et al., 2007). No entanto, poucos estudos (RICE et al.,
2003; VALLES et al., 2008) avaliaram o efeito das modificagdes na superficie do titanio
sobre a resposta de outras células importantes no processo de reparo, como os mononucleares
e também a interacdo dessas células com os osteoblastos (CURRAN et al., 2005).

Neste estudo, as células foram cultivadas sobre superficies de titdnio comercialmente
disponiveis, as quais diferem quanto a composi¢do quimica, uma vez que a superficie S3
apresenta nanorecobrimento de célcio-fostato (Ca e P). Esses ions participam do processo de
biomineralizagdo e podem influenciar a diferenciagdo de células osteoprogenitoras no
fendtipo de osteoblasto, assim como favorecer a adesdo e proliferacdo celular acelerando o
processo de osteogénese (RICE et al., 2003; ERGUN et al., 2008; LIU et al., 2008). No
entanto, os beneficios de superficies bioativas com Ca e P dependem da estabilidade e taxa de
dissolucdo dessa cobertura (LIU et al., 2008; MILLER et al., 2008; COELHO et al., 2009 A).
Alguns estudos tém demonstrado que as superficies com recobrimento de Ca e P podem ativar
macréfagos, induzindo a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, retardando o processo de
reparo. (SILVA et al., 2003).

Buscando mimetizar os eventos biologicos que ocorrem apos a instalacdo de um
implante, optou-se pela realizacdo de culturas primarias de células humanas. Estudos prévios
demonstraram que a interag¢do célula-superficie e o padrdo de resposta variam em fungdo do
tipo de célula utilizada nos experimentos (AKINTOYE et al., 2008; PERINPAMAYAGAM
et al., 2006; CLOUSEN et al., 2006). Osteoblastos e macrofagos provenientes de linhagem
ndo apresentam o mesmo comportamento que culturas primdrias obtidas de humanos ou
roedores (DAVIES, 2000). Akintoye et al. (2006, 2008) demonstraram que células

osteogénicas obtidas de sitios extra-orais apresentam fendtipo diferente e ndo respondem da
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mesma forma a estimulos externos. Tendo em vista que as superficies utilizadas
correspondem a de implantes dentais, as potenciais varia¢gdes em funcdo do sitio de origem
das células justificam a escolha do mento como area doadora no presente estudo.

As células enzimaticamente isoladas do tecido 6sseo compdem uma populacdo mista,
em varios estdgios de diferenciagdo, denominadas de células osteogénicas. Estas ndo
receberam nenhum agente indutor apds o plaqueamento sobre as superficies de titanio,
permitindo avaliar exclusivamente o efeito que a cobertura de Ca e P tem sobre as células,
assim como o efeito dos mediadores liberados pelas células mononucleares nas coculturas.
Tendo em vista que adesdo e proliferacdo sdo os primeiros eventos observados apds o contato
célula-superficie, esses pardmetros foram avaliados na cultura de mononucleares e de células
osteogénicas. Como observado por outros investigadores (DE OLIVEIRA et al., 2007;
RAUSCH-FAN et al., 2008), a rugosidade e a composicdo quimica das superficies nio
influenciaram na viabilidade celular, e apresentaram valores préximos aos detectados na
superficie usinada (controle), demonstrando a biocompatibilidade das superficies.

A prolifera¢do celular (1-7 dias) avaliada apenas na cultura de células osteogénicas,
apresentou aumento significativo na superficie S3. Considerando que as células foram
mantidas em meio sem agentes indutores, como por exemplo o acido ascérbico, € provavel
que a composicdo quimica da superficie tenha apresentado influéncia positiva na proliferagao
celular desse grupo.

Estudos anteriores demonstraram a importancia da adesdo celular de macréfagos
(GRETZER et al., 2003; REFAI et al 2004; VALLES et al 2008; CIAPETTI et al 2005) e
osteoblastos (CIAPETTI et al 2005; VALLES et all 2008; DE OLIVEIRA et dl., 2007) nas
etapas que seguem o processo de reparo. No presente estudo ndo foram encontradas
diferencas entre as superficies no nimero de PBMC aderidas em 24 horas. Estes resultados
diferem dos observados por Salthouse (1984) e Refai et al. (2004) os quais encontraram
variacdes nas taxas de adesdo dos macrdéfagos em fungdo da rugosidade e composi¢do
quimica da superficie. Resseti (2005), em estudo utilizando mononucleares obtidos da medula
ossea, verificou que essas células, sobretudo a populagdo de mondcitos apresenta boa adesdo
apos 72 horas e os procedimentos realizados no preparo das amostras para analise ao
microscopio podem levar ao desprendimento das células, o que pode ter influenciado nossos
resultados. No entanto, em relagdo as células osteogénicas, foram observadas variacdes na
taxa de ades@o em fun¢@o das caracteristicas fisico-quimicas das superficies. Em 24 horas foi
observada melhor adesdo e proliferagdo nas superficies S2 e S3, as quais apresentam a mesma

rugosidade, embora nio tenham as mesmas caracteristicas quimicas. A superficie S1 (usinada)
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mostrou as menores taxas de adesdo neste periodo, sugerindo a preferéncia de células
osteogénicas por superficies com rugosidades em torno de 60 pm. (COELHO et al., 2009 A).

Aos sete dias, foi observada uma inversao nas taxas de adesdo celular do grupo S3, as
quais foram significativamente menores que as encontradas em S1. Esses dados sugerem que,
a ades@o inicial favorecida nas primeiras 24 horas pela microtopografia, modificou-se aos sete
dias, provavelmente devido ao reconhecimento do substrato pelas células, ou a sua dissolugao,
resultando em menores taxas de adesdo.

Uma vez aderidas ao substrato, as células osteogénicas iniciam o processo de
diferenciacdo e maturagdo celular, passando a expressar genes especificos de osteoblastos
como o Cbfal e também a produzir proteinas ndo colagenas relacionadas a biomineralizagio,
como osteopontina (OPN), sialoproteina 6ssea (BSP), osteocalcina (OC) e fosfatase alcalina
(ALP) (DAVIES, 2000; DE OLIVEIRA & NANCI, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2007)

No presente estudo, foi avaliada a marcagao intracelular para OPN e ALP na cultura
de células osteogénicas e na cocultura, apresentando resultados que diferiram ndo somente em
funcdo das superficies nas quais as células foram cultivadas, mas também em fun¢do da
interagdo celular sobre essas superficies. Em 24 horas as células osteogénicas do grupo S3
apresentaram maior marcacdo intracelular positiva para OPN, sugerindo favorecimento da
nanocobertura no processo inicial de diferenciacdo celular. No entanto, no mesmo periodo, as
células da cocultura ndo apresentaram diferencas significativas na marcacdo para OPN em
fun¢do da superficie, sugerindo que a interagdo celular foi mais importante que a rugosidade
ou a constituicdo quimica da superficie no direcionamento dos eventos ligados a diferencia¢do
celular. Embora ndo quantificada, a marcacdo extracelular para OPN foi mais evidente nos
grupos S2 e S3, nas duas modalidades de cultura. Porém, segundo de Oliveira et al. (2007),
ndo se sabe ao certo a importancia da marcacdo extracelular mais evidente para OPN no
favorecimento da biomineralizagao.

A fosfatase alcalina, marcador final da diferenciacdo de células osteogénicas em
osteoblastos e também responsavel pela mineralizagdo da matriz, foi detectada em menores
quantidades na superficie S1 aos sete dias, tanto na cultura de células osteogénicas, como na
cocultura, sugerindo que o tratamento de superficie e as interacdes celulares agiram
concomitantemente na produg¢do de ALP. Os valores mais elevados obtidos no grupo S2
indicaram que a composi¢c@o quimica da superficie ndo foi mais importante que rugosidade no
periodo de sete dias, em ambas as culturas. Nesse periodo a interagdo osteoblastos-
mononucleares ndo se sobrepds a interagdo célula-superficie. Porém, aos 14 dias a influéncia

reciproca entre mononucleares e células osteogénicas (cocultura), associadas as caracteristicas
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de superficie, resultaram em maior propor¢do de células positivas no grupo S3, quando
comparado ao grupo S2. Essa diferenga ndo foi encontrada nas culturas de células
osteogénicas no mesmo periodo, embora a marcagdo extracelular tenha sido intensa e evidente
nas duas superficies tratadas (Grupos S2 e S3), reforcando a idéia de que tanto a superficie
quanto a interacdo celular s3o importantes na neo-osteogénese.

A morfologia das células osteogénicas cultivadas sobre as trés superficies estd de
acordo com resultados previamente descritos na literatura (DE OLIVEIRA et al., 2007;
ROSA et al., 2009), mostrando espraiamento celular aos sete dias nos grupos com superficies
tratadas e alinhamento celular com as ranhuras do disco no grupo S1. Aos 14 dias, as trés
superficies apresentaram-se recobertas, formando uma mono-camada. Na co-cultutra, a
morfologia das células foi similar a observada na cultura de células osteogénicas, porém as
células tinham um aspecto menor e menos espraiado. Tal fato poderia ser justificado pela
interacdo entre as células, influenciando no direcionamento das mesmas.

Além da importancia das superficies nas interagdes celulares que conduzem aos
eventos de adesdo, proliferacdo e produgdo de proteinas relacionadas a mineralizagdo,
citocinas liberadas frente a qualquer agressdao proveniente de procedimentos cirargicos, como
a instalagdo de implantes, podem influenciar na velocidade do processo de reparo.
Investigagdes in vitro tém sido desenvolvidas com o proposito de elucidar os varios aspectos
das interagdes celulares com biomateriais (GRETZER et al., 2003; CURRAN et al., 2005).
Neste contexto, utilizando modelo de intera¢do célula-biomaterial, foram avaliadas citocinas
chaves no processo de reparo com papel pré-inflamatorio (IL1p), anti-inflamatoério (TGFBL) e
modulatdrio (IL10), além de uma citocina com papel ambiguo (IL17).

A ILIB ¢é conhecida por regular a formagdo e reabsorcdo Ossea, estimulando
osteoclastos (GRETZER et al., 2003; CURRAN et al., 2005; HUGHES et al., 2006). No
presente estudo, os niveis de IL1P foram maiores nas células mononucleares cultivadas sobre
superficies lisas, resultados opostos aos observados por Gretzer et al. (2003). Contudo, esses
autores trataram previamente as superficies utilizadas com LPS, o que aumenta a producao de
IL1. Ja& na cultura de osteoblastos, os niveis desta citocina variaram em fun¢do das supeficies
e do tempo. Segundo Spyrou et al. (2002), todos os tipos de superficie sdo capazes de
estimular a produ¢@o de IL1, embora seus efeitos sobre as células 6sseas em cultura sejam
complexos (TANABE et al., 2004) e divergentes (HUGHES et al., 2006). Além disso,
osteoblastos cultivados sobre superficies com Ca e P normalmente produzem baixos niveis de

IL1 (RICE, HUNT & GALGHER, 2003), dados também encontrados no presente estudo.
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Os niveis de IL1P diferiram nos periodos de 7 e 14 dias entre as superficies (S1, S2,
S3) na cultura de células osteogénicas, apresentando os niveis mais elevados no grupo S1.
Desse modo, pode-se especular que a rugosidade das superficies S2 e S3 mimetizou o
microambiente propicio para as células osteogénicas, resultando em menor producdo de IL1
nessas superficies. No entanto, essas diferengas ndo foram encontradas nas coculturas,
sugerindo que as células se influenciaram mutuamente ¢ que o modelo bioldégico usando
cocultura aproxima-se mais dos pardmetros analisados in vivo, onde diferentes tipos celulares
interagem durante o processo de reparo (DAVIES, 2000; PUELO & NANCI, 1999). Ao
comparar as culturas de células osteogénicas e as coculturas sobre as diferentes superficies,
verificou-se diminui¢do dos niveis de IL1P nas coculturas a partir de 24 horas, sugerindo
diminui¢do da resposta inflamatéria favorecida pela interagdo celular.

Durante os estdgios iniciais de formagdo 0ssea, a acdo da TGFp1 ¢ recrutar e estimular
a proliferagdo de células osteoprogenitoras (DAVIES, 2000; HUGHES et al., 2006). No
entanto, segundo Kanaan e Kanaan (2006), efeitos divergentes de TGFB1 na formagdo Ossea
tem sido descritos in vivo e in vitro, dependendo das condigdes experimentais, das células
empregadas e do estdgio de maturacdo das mesmas. No presente estudo, a producdo de
TGFBI pelas células osteogénicas foi favorecida na superficie S1 no periodo de 24 horas,
embora aos 7 e 14 dias a superficie S3, com nanorecobrimento de Ca e P, tenha estimulado
maior produ¢do de TGFpBI1. Estes dados estdo de acordo com os descritos por Boyan et al.
(2003) e Zinger et al. (2008) que demonstram um favorecimento na produ¢do de TGFB1 em
osteoblastos cultivados sobre superficies rugosas. No entanto, a interacdo celular entre
mononucleares e células osteogénicas observada na cocultura, modifica esses pardmetros,
sugerindo mais uma vez a importancia das interagdes celulares sobre as superficies de titdnio
na liberagdo de mediadores.

Quando comparadas as duas modalidades de cultura, os niveis de TGFB1 foram
sempre maiores na cocultura nos periodos de 7 e 14 dias, independente da superficie utilizada.
No entanto, segundo Huges et al. (2006) a liberacdo de TGFP1 nas fases tardias pode
bloquear a diferenciagdo osteoblastica e a mineralizag¢do, o que talvez possa estar relacionado
ao menor grau de maturagdo das células osteogénicas observados no presente trabalho quando
se avaliou a morfologia dessas células em microscopio de fluorescéncia.

Inicialmente, atribuia-se a produg@o de IL10 apenas aos linfécitos. Contudo, tem sido
descrito que varias outras células, dentre elas os osteoblastos, sdo capazes de produzi-la
(GARCIA-LOPEZ et al., 2005). Essa citocina apresenta papel regulatério e sua secregdo ¢
estimulada por outras citocinas pré-inflamatoérias, incluindo TNFa, IL1B ¢ PGE2 (DE WAAL
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et al., 1991; GRETZER et al., 2003). Neste estudo, os niveis de IL10 nas culturas de
mononucleares foram significativamente menores na superficie S3, o que também foi
observado em relagdo a IL1B. Dessa forma, estes baixos niveis de IL10 podem estar
relacionados a regulag¢@o negativa promovida pela citocina IL1p.

Na cultura de células osteogénicas, os niveis de IL10 foram baixos, ndo diferindo entre
as superficies, o que pode ter sido influenciado pela auséncia de estimulos promovida pela
liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (GRETZER ef al., 2003). Ja na cocultura, as
variacdes dos niveis de IL10 entre as superficies nos periodos de 24 horas e 7 dias sugerem
uma cinética de produ¢do diferente em fun¢do do material utilizado, assim como os efeitos
autocrinos e pardcrinos devido a interag@o celular. Tal fato é observado ao se comparar os
niveis de IL10 na cultura de células osteogénicas e nas coculturas durante os periodos tardios,
verificando sempre maiores valores nas coculturas, onde a regulacdo provavelmente &
exercida pela variedade de mediadores liberados pelas diferentes populagdes celulares.

A IL17, uma citocina recentemente descoberta, modula os estagios iniciais da resposta
imune (BROXMEYER et al., 1995; KOLLS & LINDEN, 2004). Inicialmente acreditava-se
que esta citocina possuia um carater essencialmente pro-inflamatorio, sendo liberada apenas
por linfécitos (KAWAGUCHI et al., 2004; KOLLS & LINDEN, 2004). Hoje sabe-se que
possui um papel ambiguo, podendo atuar como pré-inflamatédria € como regulatoria, embora
0s mecanismos que regulam sua produ¢do ndo estejam esclarecidos (BI, LIU, YANG 2007;
RUDDY et al., 2004). Tem-se considerado seu impacto sobre o “turn over” ésseo, sobretudo
em doengas inflamatérias como a artrite (YAGO et al., 2007; UDAGAWA et al., 2002),
porém pesquisas recentes indicam também um papel protetor na doenga periodontal (YU et
al., 2007). Embora ndo existam trabalhos prévios sobre IL17 em culturas celulares em
diferentes superficies de titdnio, os dados do presente estudo sugerem que essa citocina teve
um papel principalmente regulatorio. Seus niveis, tanto nas culturas de osteoblastos como nas
coculturas, variaram em fun¢do do tempo, porém foram baixos, com valores sempre maiores
na coculturas, indicando mais uma vez a cooperacdo celular na regulagdo da resposta imune,
independente do biomaterial utilizado. Pode-se especular também que a IL17 tenha um papel
modulatdrio juntamente com a TGFB1 e IL1p em fun¢do do tempo de cultura, ja que trabalhos
anteriores demonstraram a interacdo entre estas citocinas no processo de formacdo e
reabsor¢do dssea (YU et al., 2007; PINKERTON et al., 2008; GABAY & MCLMMES,
2009).

Embora os resultados obtidos ndo possam ser correlacionados a estudos in vivo utilizando

essas superficies, a interacdo entre monucleares e células osteogénicas, assim como a
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interacdo dessas células com as superficies avaliadas, provavelmente modificou a
resposta, uma vez que os mediadores liberados pelos mononucleares agem sobre as
células osteogénicas e vice-versa (DAVIES, 2000), influenciando o processo de neo-
osteogénese. Além disso, uma mesma citocina pode apresentar multiplos efeitos
funcionais (pleiotropismo) e também efeitos em comum com outras citocinas

(redundancia), formando uma intricada rede de comunicagao celular.
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8. Conclusdes

Diante dos resultados obtidos pelo presente estudo pode-se concluir que:

1 — O tipo de superficie analisada ndo interferiu na viabilidade celular. No entanto, a

adesdo das células osteogénicas variou em fun¢do da superficie e do tempo.

2 — Apenas a superficie S1 induziu modificagdes na morfologia das células
mononucleares. Contudo, nas células osteogénicas e na cocultura, a morfologia variou em
fun¢do do tempo e das superficies nas quais as células foram cultivadas. No grupo S1 as
células alinharam-se com as ranhuras do disco, enquanto nos grupos S2 e S3 apresentaram-se

mais espraiadas, sobretudo em 7 dias.

3 — A superficie S3 influenciou a produgdo de osteopontina pelas células osteogénicas.
A detecgdo de fosfatase alcalina foi dependente da superficie e do tempo, tanto em células
osteogénicas quanto na cocultura. Em 7 dias o Grupo S2 apresentou maior porcentagem de
células positivas para ALP nas duas modalidades de cultura. J4 aos 14 dias, o grupo S3
apresentou maior porcentagem de células positivas para ALP na cocultura, embora na cultura
de células osteogéncias ndo tenha sido detectada diferenga estatistica significante entre as

superficies.

4 — O perfil da producdo de citocinas analisadas ndo seguiu um padrdo em funcgio das
superficies nas quais as células foram cultivadas. No entanto, a intera¢do célular (cocultura)
sobre essas superficies pareceu modular a resposta, sugerindo que ambas sdo importantes na

avaliacdo do processo de osteogénese in vitro.
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