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Resumo

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia da anodizagdo com
incorporacédo de CaP em superficies de titdnio no processo de osteogénese in
vitro. Para tanto, osteoblastos humanos da linhagem hFOB 1.19 foram
plagueados sobre discos de titanio comercialmente puro (8x4 mm) com trés
tratamentos de superficie (n=21 discos/grupo): usinado (Screw®), ataque &cido
(Porous®) e anodizado com incorporacdo de CaP (Vulcano®). Apés 3, 7 e 14
dias de cultura, os seguintes parametros foram avaliados: viabilidade celular
(MTT); expressao dos genes Runx2, fosfatase alcalina (ALP) e sialoproteina
0ssea (BSP) (RT-PCR em tempo real); e dosagem dos fatores de crescimento
BMP-2 e TGF-B1 (ELISA). A associacdo entre a secrecdo de fatores de
crescimento e a expressao de Runx2, bem como entre a expressao deste fator
de transcricdo com a expressdo de ALP/BSP também foi avaliada. Os
resultados referentes a viabilidade celular mostraram um maior nimero de
células viaveis para as superficies rugosas, especialmente para Porous e
Vulcano aos 7 dias (p=0,005) e para Porous aos 14 dias (p<0,001). A
expressdo dos genes Runx2, ALP e BSP foi significativa para todas as
superficies aos 7 dias (p<0,05), mas com maior inducdo para Porous e
Vulcano. Independente do tipo de superficie, uma forte correlacao positiva foi
observada entre as expressfes de Runx2 e ALP/BSP (p<0,0001). A secrecéo
dos fatores de crescimento nédo foi significativamente afetada pelo tratamento
de superficie em nenhum tempo experimental (p>0,05). Vulcano modulou
significativamente a correlacédo entre a secrecdo de TGF-B1 e a expressédo de
Runx2 (p<0,05), o que ndo ocorreu para BMP-2 nem para as outras superficies
avaliadas. A incorporacdo de CaP favoreceu os parametros biologicos
avaliados no periodo de 7 dias, mas de maneira similar as superficies que
sofreram apenas ataque acido. Os resultados do presente estudo suportam as
observacdes de que a rugosidade pode ter um papel mais importante na

determinacado da resposta celular do que a composicao da superficie.

Palavras-chave: Osteoblastos; Superficies de implante; Expressdo génica,

Fatores de crescimento; Osseointegragao.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the influence of anodization with CaP
incorporation on titanium surfaces in the process of osteogenesis in vitro. For
this, human fetal osteoblasts (hFOB 1.19) were seeded over commercially pure
titanium disks (8x4 mm) with three surface treatments (n= 21 disks/group):
machined (Screw®), acid etching (Porous® and anodized with calcium
phosphate (CaP) incorporation (Vulcano®). After 3, 7 and 14 days of culture, the
following parameters were evaluated: cell viability (MTT); gene expression of
Runx2, alkaline phosphatase (ALP) and bone sialoprotein (BSP) (Real time RT-
PCR); and quantification of BMP-2 e TGF-B1 (ELISA). The association between
growth factors secretion and Runx2 expression, as well as between this
transcription factor with ALP/BSP expressions was also evaluated. Results
concerning cell viability showed a greater number of viable cells for rough
surfaces, especially for Porous and Vulcano at 7 days (p=0.005) and for Porous
at 14 days (p<0.001). There were significant differences regarding gene
expression of Runx2, ALP and BSP for all surfaces at 7 days (p<0.05), but with
greater fold induction for Porous and Vulcano. Regardless of the surface
treatment, a strong positive correlation was observed between Runx2 and
ALP/BSP expressions (p<0.0001). Growth factors secretion was not
significantly affected by surface treatment in any experimental period (p> 0.05).
Vulcano modulated significantly the correlation between the TGF-B1 secretion
and Runx2 expression (p<0.05), which did not happen for BMP-2 or for other
surfaces studied. The CaP incorporation favored the biological parameters
evaluated at 7 days, but in a manner similar to the acid etched surfaces. The
results presented here support the observations that surface roughness may
play a more important role in determining cellular response than surface

composition does.

Keywords: Osteoblast; Implant surface; Gene expression; Growth factors;

Osseointegration.
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1. Introducédo




Diversos métodos tém sido utilizados durante a Ultima década para
modificar a textura e a composi¢cdo quimica das superficies de implantes
dentais, todos com o objetivo de otimizar o reparo 6sseo e o contato 0sso-
implante. Especificamente em relacdo as modificacbes quimicas da superficie,
a alteracdo da camada nativa de TiO, (Lee et al., 2010; Li et al., 2005) e a
incorporacdo de ceramicas bioativas a base de calcio e fosfato (CaP) (Coelho
et al.,, 2009; Quaranta et al., 2010) tém recebido significante atencdo. Esse
interesse é, em parte, devido a biocompatibilidade do titanio estar intimamente
ligada as propriedades da camada de 6xido formada na superficie (Sul et al.,
2002a). Além disso, CaP é conhecido como um material bioativo que interage
diretamente com o tecido 6sseo circundante, uma vez que sua composicao

elemental é similar ao do osso natural (Narayanan et al., 2007).

A combinacdo destas modificacdes de superficie tém sido relatadas
por varios autores, com énfase para a anodizacdo, também conhecida como
oxidagcdo anddica, e a deposicdo de CaP ou cristais de hidroxiapatita (HA)
(Ishizawa et al., 1997; Takebe et al., 2000; Suh et al., 2003; Zhang et al., 2004,
Li et al., 2005; Huang et al., 2007; Lee et al., 2010; Kim et al., 2011). Apesar da
extensa caracterizacdo fisica e quimica dessas superficies descritas na
literatura, as respostas bioldgicas in vitro desencadeadas por elas ainda ndo
estdo totalmente esclarecidas. A maioria dos trabalhos disponiveis sédo
relacionados a eventos iniciais, como adesao celular (Takebe et al., 2000; Suh
et al., 2003; Zhang et al., 2004; Huang et al., 2007; Lee et al., 2010; Kim et al.,
2011), morfologia celular (Takebe et al., 2000; Suh et al., 2003; Zhang et al.,
2004; Lee et al.,, 2010) e proliferacao celular (Suh et al., 2003; Zhang et al.,
2004; Li et al., 2005; Lee et al., 2010, Kim et al., 2011), em curtos periodos de

tempo.

Embora a adeséo e proliferacdo das células sobre as superficies de
implantes sejam pré-requisitos para o inicio da regeneracdo 0ssea, 0 desafio
na pesquisa com implantes dentais € a capacidade da superficie em guiar a
diferenciacéo (Lavenus et al., 2010). A diferenciagéo osteoblastica € controlada

por uma série de horménios, citocinas, fatores de crescimento e mudultiplos
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fatores de transcricdo (Lee et al., 2000; Stein et al., 2004; Takagi et al., 2004;
Jang et al., 2011). Uma vez que as células osteogénicas iniciam o processo de
diferenciacdo e maturacdo celular, elas passam a expressar marcadores
especificos de osteoblastos, incluindo genes como runt-related trascription fator
2 (Runx2) e osterix (OSX), bem como proteinas relacionadas com o processo
de mineralizacdo, como colageno tipo |, fosfatase alcalina, sialoproteina éssea,

osteopontina e osteocalcina (Tuan, 2011)

Runx2 (também conhecido como core-binding factor alpha 1, Cbfa-1)
€ um fator de transcricdo cuja delecdo tem sido associada a auséncia de
ossificacdo (Komori et al., 1997; Nakashima et al., 2002). No estagio inicial de
diferenciacdo, Runx2 desempenha um papel importante direcionando células
mesenquimais pluripotentes a linhagem de osteoblastos e desencadeando a
expressdo de varios genes que codificam proteinas da matriz extracelular
O0ssea (Komori, 2009). No entanto, a expressao excessiva de Runx2 inibe a
maturacdo dos osteoblastos e, portanto, sua inibicdo € necessaria para a
diferenciacdo em osteoblastos maduros, os quais formardo tecido 0sseo
maduro (Takagi et al., 2004; Komori, 2009). Sabe-se que a expressao de
Runx2 nas células osteoblasticas esta sob a regulacdo das proteinas
morfogenéticas 0sseas-2 (BMP-2) e do fator de crescimento transformador (31
(TGF-B1), os quais tém sido relacionados como potentes estimuladores da
expressdo de Runx2 durante a diferenciacdo osteoblastica (Lee et al., 2000;
Takagi et al., 2004).

A rugosidade (Rosa e Beloti, 2003; Wennerberg e Albrektsson,
2009) e a composicao da superficie (Lincks et al., 1998; Buser et al., 2004; Liu
et al., 2007) parecem influenciar a migracdo, adesado, proliferacdo e
diferenciacdo de osteoblastos. A incorporacdo de CaP na superficie dos
implantes, por meio da técnica de anodizacdo, resulta em modificacdo na
rugosidade, composi¢cdo e molhabilidade da superficie (Elias et al, 2008a), o
que possibilitaria a aceleracédo da resposta osteblastica e, consequentemente,
da osseointegracdo. Embora varios estudos tenham investigado o efeito desta

combinacdo sobre o reparo 0sseo, ainda permanecem dulvidas quanto a
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interacdo entre as superficies de implante, a viabilidade/proliferacéo celular, a
secrecdo de fatores de crescimento e a expressdo de genes relacionados a
diferenciacéo de osteoblastos.

Assim, foi gerada a hipétese de que a anodizagdo com incorporacao
de CaP pode favorecer eventos relacionados ao processo de neo-osteogénese,
como viabilidade celular e secrecdo de BMP-2 e TGF-1 pelos osteoblastos, o
que regularia positivamente a expressdo de Runx2. Este, por sua vez, pode
influenciar a expressdo génica de importantes proteinas da matriz, como

fosfatase alcalina (ALP) e sialoproteina 6ssea (BSP).

19



2. Revisao de Literatura
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2.1 Diferenciacao osteogénica

O osso é um tecido dinamico, vascularizado e vivo que se modifica
ao longo da vida (Davies, 2003). Microscopicamente, € uma forma altamente
complexa e especializada de tecido conjuntivo, composto de uma matriz
organica mineralizada por precipitacédo de cristais de fosfato de calcio (CaP), na
forma de hidroxiapatita (HA). Permeando a matriz organica calcificada estao as
células que participam da manutencdo e organizacdo do 0sso: osteoblastos,
ostedcitos e osteoclastos (Barrére et al., 2006), cada uma com caracteristicas e

funcdes especificas.

Os osteoblastos sdo responsaveis pela sintese e secrecdo dos
constituintes organicos da matriz 6ssea (Katsogiannis e Ng, 2004), participando
de sua mineralizacdo. A medida que os osteoblastos secretam matriz 6ssea,
alguns deles ficam aprisionados em lacunas, passando a se chamar ostedcitos.
Estes mantém uma rede intercomunicantes de lacunas que permite a difusdo
de nutrientes e a comunicacdo dos ostedcitos entre si e com 0s osteoblastos
(Gretzer et al., 2003; Watzek, 2004). J& os osteoclastos séo células gigantes,
multinucleadas, derivadas da fusdo de mondcitos que atravessam os capilares
sanguineos (Watzek, 2004). Estas células sdo responsaveis pela reabsor¢cao
do tecido Osseo por meio de acidificacdo e degradacdo enzimatica dos
componentes inorganicos e organicos da matriz, respectivamente, sendo

portanto importantes no processo de remodelacdo 6ssea (Barrére et al., 2006).

Os osteoblastos derivam de células-tronco mesenquimais
indiferenciadas capazes de originar diversas linhagens celulares, como
condrécitos, adipdcitos, fibroblastos, células endoteliais e células musculares
(Barrére et al., 2006). O que restringe a diferenciagdo em uma ou outra
linhagem sao fatores locais e sistémicos (hormonios) (Watzek, 2004). Para a
linhagem osteogénica, as células-tronco passam por uma série de etapas até
se diferenciarem: células-tronco — células mesenquimais — células

osteoprogenitoras imaturas — células osteoprogenitoras maduras —
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preosteoblastos — osteoblastos maduros — ostedcitos ou podem sofrer
apoptose (Stein et al.,, 2004). Quanto mais tardia a fase da diferenciacao,

menor a capacidade de renovacéao e proliferacéo celular (Aubin 2001).

O caminho da diferenciacdo osteoblastica é modulado por varias
moléculas: (1) hormodnios, incluindo &cido retindico, glucocorticoides,
estrogeno, hormdnios da paratiredide, vitamina D e tiroxina (Muschler et al.,
2002; Stein et al., 2004); (2) citocinas (Muschler et al., 2002); (3) fatores de
crescimento, dentre eles o fator de crescimento transformador (TGF), o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), as proteinas morfogenéticas 6sseas
(BMPs) e o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) (Muschler et
al., 2002; Davies, 2003; Stein et al., 2004; Jang et al., 2011); (4) e também por
multiplos fatores de transcricdo, dentre os quais destacam-se Runx2, OSX,
AJ18, DIX5 e Msx2 (Lee et al., 2000; Stein et al., 2004; Takagi et al., 2004;
Komori, 2010).

Fatores de transcricdo sdo proteinas que regulam a transcricdo de
outros genes por meio da ligacdo a sequéncias especificas do DNA. Dentre os
fatores de crescimento importantes para a diferenciagdo dos osteoblastos,
Runx2 tem sido relatado como o primeiro a ser expresso (Komori et al., 1997),
marcando o direcionamento de células mesenquimais indiferenciadas para a
linhagem osteoblastica (Komori, 2010), ou seja, a sua maturagdo. Runx2
também regula a expressédo de marcadores osteogénicos, como 0s genes que
codificam proteinas da matriz extracelular 6ssea, ora os ativando ora 0s
suprimindo (Stein et al., 2004). Entretanto, sozinho ele ndo é suficiente para
suportar o término da diferenciacdo osteoblastica. Subsequentemente ao
direcionamento para a linhagem osteogénica mediado por Runx2, o
estabelecimento do fendtipo maduro de osteoblasto é reforcado por Osterix
(Stein et al, 2004), um regulador dos estagios finais da diferenciacédo
(Nakashima et al., 2002; Stein et al, 2004). Desta maneira, 0S genes que
codificam os fatores de transcricdo sdo chamados de “genes-mestres”, uma
vez que possuem sequéncias codificadoras capazes de regular eventos chaves

na diferenciacdo dos osteoblastos (Perinpanayagam et al., 2006).
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A expressdo dos “genes-mestres” parece estar sob o controle de
moléculas sinalizadoras como BMP-2 e TGF-31 (Zarb et al., 2002; Takagi et al.,
2004; Watzek, 2004), produzidas pelos proprios osteoblastos e também por
células inflamatérias (no caso do TGF-B1). Essas moléculas encontram-se
estocadas na matriz 6ssea mas, huma situacao de leséo tecidual, sdo liberadas
(Millis, 1999) e promovem replicacdo, diferenciacdo, sintese de proteinas e/ou
migracdo de tipos celulares apropriados (Junker et al., 2009). Uma vez que um
fator de crescimento liga-se ao receptor de uma célula-alvo, ele induz a
traducdo de um sinal intracelular que gera uma resposta biologica (Jonge et al.,
2008), podendo aumentar ou diminuir a expressao de “genes-mestres”, por
exemplo. Estudos in vitro, utilizando cultura de células precursoras de
osteoblastos tratadas com BMP-2 e TGF-B1, tém demonstrado que Runx2 é o
principal gene-alvo compartilhado pelas vias de sinalizagdo de ambos esses
fatores (Lee et al, 2000) e que os mesmos sdo potentes estimuladores da
expressdo de Runx2 durante a diferenciacdo de osteoblastos (Takagi et al.,
2004).

Uma vez diferenciadas em osteoblastos, as células produzem os
componentes organicos da matriz, predominantemente constituidos pela
proteina colageno do tipo | (85%), com pequenas quantidades de colagenos
tipo 1l e V (5%). As proteinas ndo colagenas da matriz, como osteopontina,
osteonectina, sialoproteina éssea, osteocalcina e proteoglicanos, perfazem os
10% restantes (Tzaphilidou, 2005). As proteinas nao colagenas da matriz sao
importantes na mineralizagdo, organizam a matriz extracelular, controlam as
interacOes célula-célula, célula matriz, e enviam sinais para as células 6sseas
(Davies, 2000; de Oliveira et al., 2003; Watzek, 2004), sendo portanto
considerados marcadores osteogénicos bastante Uteis. A osteopontina (OPN) é
expressa nos estagios iniciais da osteogénese (Aubin et al., 1998) e tem
demonstrado inibir o crescimento dos cristais de hidroxiapatita (Hunter et al.,
1996). A osteonectina tem sido sugerida como promotora da mineralizagao de
colageno (Termine et al., 1998). A expressao da sialoproteina 0ssea (BSP)
coincide com a diferenciacdo osteoblastica final e 0 comec¢o da mineralizacéo

(Lamour et al.,, 2007). A osteocalcina (OCN) é considerada o marcador
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osteogénico tardio mais especifico, sendo indetectavel em pré-osteoblastos,
mas abundantemente encontrado em osteoblastos maduros (Aubin et al.,
1998).

Além da regulacdo exercida pelas proteinas da matriz, a
mineralizacdo também € regulada por enzimas, principalmente pela fosfatase
alcalina (ALP) (Rosa e Beloti, 2003; Declercq et al., 2005). A fosfatase alcalina
€ um marcador inicial da diferenciacdo osteoblastica que estad presente em
todas as membranas celulares, entretanto é encontrada em maiores
concentragbes em células que mineralizam sua matriz, como os osteoblastos
maduros (Owen et al., 1990). Em cultura de células osteogénicas, um aumento
nas atividades e expressdo de fosfatase alcalina (ALP) marca o inicio da
mineralizacdo e a diferenciacdo das células osteogénicas em fendtipo de
osteoblasto (Davies, 2003; Beloti e Rosa, 2005).

A determinacdo da expressdo dessas proteinas e genes tem sido
utilizada como uma das ferramentas para analise da sequéncia temporal de
diferenciacdo e mineralizacdo frente a diferentes superficies de implante.
Somado a isso, utilizam-se também avaliacdes quanto a adesao e proliferacéo
celular, estadgios que antecedem a diferenciacdo e producdo de matriz

mineralizada, mas que sao etapas cruciais no processo de neo-osteogénese.

2.2 Biologia da Osseointegracao

Os principais mecanismos relacionados ao processo de
osseointegracao dos implantes sdo similares aos que ocorrem durante o reparo
de uma fratura éssea, e envolvem uma cascata de eventos celulares e
moleculares (Davies, 2003; Marco et al., 2005). Durante a preparagao do sitio e
instalacdo cirargica de um implante no tecido 6sseo, varios eventos ocorrem
simultaneamente, como rompimento dos vasos sanguineos, adsorcao de
proteinas plasmaticas a superficie de titanio e extravasamento de eritrécitos,

plaguetas e leucécitos no local. Em poucos minutos o sangue sofre
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coagulacado, ocorrendo ativacdo plaquetaria. A ativacdo plaquetaria induz o
processo de degranulacdo e secrecdo de metabdlitos do acido aracdobnico
(fosfolipideos), fatores de crescimento (PDGF, TGF-B) e fatores vasoativos
(serotonina e histamina) para o meio extracelular. Essa ativacdo tem um papel
importante na formacdo da rede de fibrinas do coagulo bem como no
recrutamento, migracdo e proliferacdo de células osteogénicas e angiogénicas
(Davies, 2003).

Uma vez cessada a hemorragia, ocorre isquemia e necrose do
tecido 6sseo periimplantar. Os mecanismos de resposta, dentre os quais se
destacam os fatores de sinalizacdo e quimiotaxia, levam a destruicdo do
coagulo por leucOcitos que aparecem no local do trauma apés
aproximadamente 10 minutos. Os neutrofilos sdo as primeiras células a
atingirem o sitio do implante, mas em seguida os macréfagos tornam-se
predominantes. Os osteoclastos também entram em acao reabsorvendo o 0sso

necrotico por meio de mecanismos de fagocitose (Davies, 2003).

7z

A infiltracdo de globulos brancos € seguida pela invasdo do sitio
cirtrgico pelas células osteogénicas que, estimuladas por citocinas e fatores de
crescimento, migram em direcdo a superficie do implante através da matriz
tridimensional de fibrina. Durante esta migracéo, ocorre contracdo desta matriz.
A habilidade que a superficie do implante tem para reter esta fibrina durante o
processo de contracdo da matriz € de fundamental importancia, e determina se

a migracao das células ird ou nao atingir a superficie (Davies, 2003).

Assim que as células osteogénicas atingem a superficie do implante,
elas se diferenciam em osteoblastos ativos com a polarizacdo dos nucleos e
secrecdo de matriz 6ssea por aposicao. O estagio inicial da formacédo O6ssea
consiste na secre¢do da matriz organica cementaria sem colageno, que possui
sitios de nucleagéo para induzir a mineralizagédo por ions célcio e fosfato. S&o
identificadas nessa matriz proteinas nado-colagenas, como osteopontina,
sialoproteina e proteoglicanos. Apds sua mineralizacao, inicia-se a formacao de
matriz O0ssea rica em colageno. Dessa forma, pode-se concluir que o

compartimento colagenoso da matriz neoformada € separado da superficie do
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implante por uma camada de tecido calcificado livre de coldgeno ou matriz

cementaria (Davies, 2003).

Este processo, conhecido como osteogénese de contato, ocorre a
partir da superficie do implante em direcdo centrifuga a superficie 6ssea peri-
implantar pré-existente. Para sua ocorréncia, € necessario a osteoconducao
(recrutamento e migracdo) das células osteogénicas até a superficie.
Entretanto, este ndo € o Unico processo responsavel pela formagéo 6ssea ao
redor dos implantes. Na osteogénese a distancia, o novo tecido 6sseo é
formado a partir da superficie do osso pré-existente e ndo da superficie do
implante (Davies, 2003; Marco et al., 2005). A ocorréncia de um ou de outro
processo depende do tratamento de superficie do implante e € um dos desafios
da Ciéncia de Materiais.

2.3 Titanio como material de implante

A engenharia tecidual 6ssea aplica 0s principios de biologia e
engenharia para desenvolver substitutos funcionais para o tecido 0sseo
danificado, a fim de restaurar, manter ou melhorar sua funcdo. Para tanto, sdo
necessarios trés elementos chaves: (1) um arcabouco tridimensional (chamado
“scaffold”) combinado com (2) células e/ou (3) moléculas osteoindutoras (como
fatores de crescimento). O arcabouco fornece suporte mecanico e serve como
substrato sobre o qual as células se aderem, proliferam e se diferenciam. Neste
sentido, os implantes metalicos utilizados para reconstrucdes ésseas em
ortopedia, cirurgia plastica e cirurgia craniofacial, e como substitutos para o
elemento dentario na Odontologia, especialmente na implantodontia oral,
podem ser considerados “scaffolds” (Jonge et al., 2008).

O titanio comercialmente puro (Ti cp) e as ligas de Ti-6Al-4V sao os
materiais mais comumente utilizados na fabricacéo de implantes dentais devido
a propriedades como boa resisténcia mecéanica, médulo de elasticidade

relativamente baixo, excelente biocompatibilidade e a alta resisténcia a
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corrosdo (Brunette et al.,, 2001; Liu X et al., 2004). A biocompatibilidade e a
resisténcia a corrosdo dos implantes de titAnio sdo atribuidas a presenca de
uma fina camada de Oxido de poucos nanbmetros de espessura,
principalmente dioxido de titanio (TiO), que se forma espontaneamente sobre
a superficie do implante quando o0 mesmo é exposto ao oxigénio (Sul et al.,
2002a; Bose et al.,, 2009). Esta camada se mantém estavel em condi¢cdes
fisiolégicas (Lima, 2003), o que é de extrema importancia para o contato com
os fluidos corpéreos e a interacdo com diversas proteinas e tipos celulares,
apos a instalagdo cirargica do implante (Le Guehennec et al.,, 2008). A
estabilidade quimica do Oxido evita a formacao de tecido fibroso ao redor dos
implantes e possibilita o contato direto ao tecido 06sseo, garantindo a
osseointegracao (Jonge et al., 2008).

Apesar do sucesso clinico a longo prazo relatado para implantes de
titdnio com camadas de 6xido “nativas” (> 95% apds 5 anos e > 90% apo6s 10 a
15 anos) (Buser et al.,, 1997; Schwartz-Arad et al.,, 2007), podem haver
situacbes em que o implante necessita ser modificado para acelerar a
osseointegracao (Sul et al., 2002b). Essas situa¢des incluem a instalagédo de
implantes em regides de quantidade e qualidade ésseas ruins (Friberg et al.,
2000), que tornam-se frequentes com o aumento da expectativa de vida da
populacdo, acompanhada pelo aumento de comorbidades, como diabetes,
oclusdo vascular e histéria de radioterapia em cabeca e pescoco (Mueller et al.,
2011). Somado a isto, o titanio e suas ligas ndo sao materiais bioativos para
induzir a formacao de tecido 6sseo diretamente a partir de suas superficies
(Huang et al., 2007). Ao contrario, os implantes de titanio sdo simplesmente
incorporados pelo contato 6sseo (Yan et al., 1997), levando assim meses para

a formacéo de uma boa fixagdo no osso (Huang et al., 2007).

2.4 Modificagdes de superficie do titanio

O desejo de acelerar e melhorar a osseointegragdo em periodos
iniciais apos a implantacdo direcionou muitas pesquisas e esforcos na

implantodontia, particularmente para superar as limitacbes de pacientes com
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algum comprometimento 6sseo, seja por doencga ou pela idade (Gittens et al.,
2011). Dentre os fatores que podem influenciar a osseointegracdo, a superficie
do material é determinante na biocompatibilidade e no processo de reparo por
estar em intimo contato com os tecidos biolégicos na area de implantacao
(Nanci et al. 1998). Estudos prévios demonstraram que caracteristicas das
superficies de implante, como rugosidade (Boyan et al., 1998; Gittens et al.,
2011), composicao (Sul et al., 2005; Liu et al., 2007), energia e molhabilidade
(Buser et al.,, 2004; Zhao et al., 2005), influenciam significativamente a
adsorcdo de proteinas, a proliferacdo e a diferenciagdo celular, bem como a
producgédo de fatores locais (Schwartz et al., 2008; Gittens et al., 2011; Kubies et
al., 2011). Portanto, a taxa, a quantidade e a qualidade da osseointegracéo
estdo relacionadas com as propriedas fisico-quimicas das superficies (Le
Guéhennec et al., 2007; Junker et al., 2009).

Desta maneira, diversas modificacbes das superficies de implante
tém sido desenvolvidas, ou por alteracdo na topografia ou por alteracdo na
composicdo quimica, ou por ambos. As modificacfes fisicas na topografia das
superficies compreendem alterac6es na morfologia e rugosidade das mesmas
tanto em escala micrométrica, quanto nanométrica. JA as modificacBes
quimicas, compreendem tanto a incorporacdo de moléculas inorganicas a
superficie (como as diversas fases de calcio fosfato), quanto moléculas
organicas (peptideos, enzimas, proteinas e fatores de crescimento)
(Schliephake e Scharnweber, 2008; Enhenfest et al., 2010).

2.5 Modificacfes fisicas de superficie

Atualmente, a morfologia e composicdo das superficies séao
controladas em nivel micrométrico (Tomsia et al., 2010), sendo que a maioria
das modificacdes disponiveis resultam em padrdes de rugosidade da ordem de
0,5 a 2 um (Coelho et al., 2009). O aumento da rugosidade em microescala
procura mimetizar as caracteristicas da superficie com caracteristicas de

tamanho comparaveis a do tecido 6sseo, como as regides de depresséo
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resultantes da reabsorcdo osteoclastica e as proprias dimensdes celulares
(Zhao et al., 2006).

Entretanto, a resposta tecidual é principalmente ditada por
processos controlados em escala nanométrica (Tomsia et al., 2010), que
corresponde diretamente ao tamanho das proteinas e dos receptores da
membrana celular (Gittens et al., 2011). Nao esta completamente esclarecido
se superficies nanotexturizadas sao significativamente melhores que
superficies microestruturadas ou se, na verdade, é a combinacdo entre
topografia e composicdo de superficie que as tornam melhores (Tomsia et al.,
2010).

Embora ndo esteja claro qual o melhor padrdo de rugosidade, é
consenso que superficies rugosas, comparadas com as usinadas ou lisas,
aumentam o contato osso-implante in vivo, melhorando o embricamento
mecanico com o tecido 6sseo ao redor, o que favorece a estabilidade do
implante (Hansson et al., 1999; Tomsia et al., 2010). Segundo Wennerberg et
al. (2003), a mudanca adequada na rugosidade superficial pode apresentar
melhores resultados em relacdo a forca de ancoragem e travamento mecéanico
nos estagios iniciais da osseointegragéo.

Em nivel celular, a rugosidade das superficies ainda pode otimizar a
adesdo, proliferacéo e diferenciacéo celular (Boyan et al., 1998; Rosa e Beloti,
2003; Sader et al.,, 2005; Tomsia et al., 2010). Células osteoblasticas se
aderem mais a superficies rugosas (Davies, 2003; Marco et al.,, 2005) e
apresentam caracteristicas morfolégicas de osteoblastos em um estado mais
diferenciado, secretando maior quantidade de marcadores como fosfatase
alcalina (de Oliveira e Nanci, 2004; de Oliveira et al., 2007) e osteocalcina
(Lincks et al., 1998, Marco et al., 2005). Estudos sobre expressdo génica
também demonstraram que superficies com topografia rugosa favorecem
positivamente a sintese de colageno, Runx2 e osteocalcina (Mendonga et al.,
2011). Mendonca et al. (2010), ao combinar micro e nanotopografia,
demonstraram maiores niveis de expressdo para Runx2, OSX, ALP, BSP e
OCN.
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A microtopografia proporciona uma maior area de adesdo para o
coagulo de fibrina que se forma logo apo6s a implantacao, facilitando a migracéo
de células osteogénicas para a superficie do material, bem como a ocorréncia
de osteogenése por contato (Davies, 2003; Tomsia et al., 2010). Além do mais,
superficies rugosas também potencializam a ativagdo plaquetaria, que é de
extrema importancia nos estagios iniciais de reparo, uma vez que resulta na
liberacdo de citocinas e fatores de crescimento essenciais para angiogénese
local e a quimiotaxia de diferentes tipos celulares, inclusive células
osteogénicas (Park e Davies, 2000).

Véarios métodos tém sido desenvolvidos a fim de obter superficies
rugosas e melhorar a osseointegracdo dos implantes dentais. Dentre os
tratamentos que modificam apenas a topografia da superficie estdo: spray de
plasma de titanio, jateamento, ataque &cido, jateamento seguido de ataque
acido (Le Guéhennec et al., 2007). Entretanto, antes de descrever as
caracteristicas de cada técnica € importante estabelecer que o ponto de partida
das superficies de implante foram as usinadas.

Comercialmente, as superficies usinadas sdo conhecidas como
superficies lisas, mas apresentam micro-ranhuras resultantes do proprio
processo de torneamento do metal. Apesar de terem sido utilizadas como
padrdo ouro por décadas na implantodontia, eram necessarios varios meses
para a osseointegracdo do implante, de acordo com protocolos classicos
(Coelho et al.,, 2009). Provavelmente porque a minima rugosidade dessas
superficies nao é suficiente para que o titdnio atue como indutor na migracao
de células osteogénicas pela rede de fibrinas, o que resulta na formacédo de
tecido 6sseo por osteogénese a distancia (Sul, 2003).

Assim, buscando o desenvolvimento de superficies mais rugosas, o
spray de plasma de titanio foi bastante utilizado. Esta técnica consiste na
projecdo de particulas de titdnio em diregcdo a superficie, por um feixe de
plasma em altas temperaturas, resultando na condensacao e fusao dessas
particulas para formar a cobertura. Este procedimento aumenta
substancialmente a area da superficie do implante, além de aumentar

consideravelmente a sua rugosidade (>2 pm) (Le Guéhennec et al., 2007;
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Coelho et al., 2009). Entretanto, a possibilidade de delaminagéo das particulas
de Ti durante a instalagdo ou carregamento funcional dos implantes, fizeram

com que 0s mesmos caissem em desuso (Schliephake e Scharnweber, 2008).

Neste sentido, emergiram duas técnicas que se encontram
disponiveis comercialmente até os dias atuais: o jateamento e o0 ataque acido.
O jateamento consiste no bombardeamento de particulas, como silica, alumina
(Al,O3), didxido de titanio (TiO,) e bioceramica reabsorvivel (RBM), criando por
meio da abrasdo uma superficie com ranhuras irregulares. Essas ranhuras
variam de acordo com o tamanho e a forma das particulas e também das
condicBes do jateamento (pressao, distancia do bico do jato a superficie do
implante, tempo de jateamento). No entanto, o jateamento com silica e alumina
podem deixar particulas residuais que podem causar uma resposta inflamatéria

gue prejudica a osseointegracao.

Assim, o ataque &cido posterior ao jateamento tém sido utilizado a
fim de remover subprodutos do processamento (Coelho et al., 2009).
Superficies modificadas por &cidos resultam da imersdo em &cidos fortes como
cloridrico, fluoridrico, nitrico e sulftrico, separadamente ou combinados. Este
tratamento origina mini-escavacdes na superficie, mas a morfologia varia com
as condicdes de tratamento (acido, concentracdo, tempo de condicionamento e

temperatura) (Le Guéhennec et al., 2007; Coelho et al., 2009).

2.6 Modificacbes quimicas de superficie

Além das modificacdes topograficas dos implantes, modificacdes
quimicas da superficie também influenciam a resposta 6ssea. A composi¢cao e
a energia superficial sdo criticas para a adsor¢cdo de proteinas e adesao
osteoblastica por afetar a molhabilidade do implante (Le Guéhennec et al.,
2007; Junker et al.,, 2009), que é a tendéncia de um determinado fluido
espalhar ou aderir sobre uma superficie soélida. Superficies altamente
hidrofilicas (angulos de contato pequenos) parecem ser mais desejaveis do que

as hidrofébicas (angulos de contato maiores) devido as suas interagcdes com
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fluidos bioldgicos, células e tecidos (Buser et al 2004; Zhao et al, 2005). Sendo
assim, a molhabilidade é um parametro utilizado para avaliar a
biocompatibilidade, uma vez que superficies hidrofilicas permitem maior
contato do coagulo com a superficie do implante (Elias et al., 2008). Além do
mais, estudos recentes tém sugerido que modificacbes quimicas na superficie
do titdnio usando moléculas bioativas melhoram e/ou aceleram o processo de
diferenciacéo osteoblastica. Como as moléculas sao integradas na estrutura do
implante, elas sdo liberadas gradualmente, agindo como um sistema lento de

liberacdo de agentes osteogénicos no sitio de implantagéo (Liu Y et al., 2004).

Dentre todas as modificacdes quimicas de superficie do implante, a
cobertura com fosfatos de célcio (CaP), principalmente hidroxiapatita (HA), tem
recebido atencgéo significativa (Coelho et al., 2009). O interesse em usar esse
material € devido a sua similaridade quimica com o 0sso natural, bem como a
possibilidade de combinar as propriedades mecanicas do titanio com as
propriedades biologicas dos fosfatos de calcio (Narayanan et al., 2008), como a
bioatividade. Geralmente, materiais bioativos interagem com 0 0sso ao redor
formando uma unido quimica a este tecido, chamada de “bone-bonding”
(Mendes et al., 2007), e ndo somente mecanica como ocorre nas superficies
modificadas apenas fisicamente. O fendbmeno da bioatividade é determinado
principalmente por fatores quimicos, como a fase do cristal e a estrutura
molecular do material, bem como fatores fisicos, como a rugosidade e

porosidade da superficie (Jonge et al., 2008).

Apés a implantacdo, substratos contendo coberturas com CaP
sofrem dissolucdo dessa cobertura na forma de ions de calcio e fosfato,
causando a supersaturacdo dos fluidos corpéreos na regido peri-implantar. Isso
leva a precipitacdo de uma camada biologica de apatita sobre a superficie do
implante, que incorpora proteinas e serve como uma matriz para a adesao e
diferenciacdo de células osteoprogenitoras (Le Guéhennec et al., 2007). Em
adicao a dissolucéo, os osteoclastos sao capazes de degradar a cobertura de
CaP por vias enzimaticas, criando vales de reabsor¢cdo que servirdo como

estimulo para deposicdo de tecido 6sseo pelos osteoblastos (Lavenus et al.,
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2010). Como resultado, as coberturas com CaP promovem a deposi¢cao de
direta de tecido 6sseo sobre a superficie (osteogénese de contato), acelerando
a osseointegracdo quando comparadas a superficies sem coberturas.
Entretanto, o desafio deste tipo se superficie € criar coberturas com CaP que
dissolvam em uma taxa similar com a de aposicdo éssea, a fim de obter um
contato direto osso-implante (Lavenus et al., 2010). Caso contrario, a

estabilidade mecanica ficaria comprometida (Salgado et al., 2004).

Coberturas com CaP ou HA podem ser obtidas por diferentes
meétodos: plasma spray, deposi¢cdo por pulverizacdo catodica, deposicao sol-
gel, deposicdo a laser pulsado, deposicédo assistida de feixe i6nico (DAFI),
deposicdo cristalina discreta (DCD), deposi¢do eletroquimica, deposicdo
eletroforética, tratamento hidrotérmico, precipitagdo biomimética (Narayanan et
al., 2008). Dentre eles, a cobertura bioceramica mais disponivel
comercialmente é a obtida por plasma spray de hidroxiapatita (PSHA) (Coelho
et al.,, 2009). Normalmente, a fim de obter retencdo mecanica para a cobertura
de HA, os implantes que sofrem essa modificagdo devem ser tratados
anteriormente por jateamento ou ataque acido a fim de garantir a integridade

fisica da cobertura durante a instalacdo e funcao do implante (Lacefield, 1998).

A cobertura de implantes com HA por PSHA mostra-se interessante
na medida em que aumenta significativamente a unido osso-bioceramica e o
contato osso-implante in vivo, em periodos iniciais apds a implantacdo
(Lacefield, 1998; Yang et al., 2005; Coelho et al., 2009). Porém, esse tipo de
tratamento esta em desuso na pratica odontolégica, uma vez que a cobertura
de HA néo dissolve/degrada uniformemente apds longos periodos em funcéo
(Yang et al., 2005; Coelho et al., 2009). Isto pode levar a delaminacdo da
cobertura a partir da superficie de titanio e falha adesiva na interface
bioceramica-substrato metalico, apesar de a interface bioceramica-osso ser
firmemente aderida (Le Guéhennec et al., 2007; Coelho et al., 2009; Junker et
al., 2009).

A modificacdo eletroquimica por oxidacdo anddica a micro-arco,

também conhecida como anodizagdo, mostra-se como uma alternativa
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interessante para deposicao de coberturas de CaP (Ishizawa et al., 1997, Li et
al.,, 2005; Sul et al., 2005). Narayanan et al. (2008), ao compararem a
estabilidade das coberturas de CaP obtidas por diferentes métodos,
constataram que a taxa de dissolucdo da cobertura depende da fase da
bioceramica (se cristalina ou amorfa). Coberturas de CaP altamente cristalinas
tém baixa taxa de dissolugcdo nas solucdes fisioldgicas, proporcionando
estabilidade a longo prazo para o implante. Entretanto, essas coberturas
também possuem baixas taxas de reprecipitacdo na forma de apatita, 0 que
pode n&o ser uma situacao ideal. Por outro lado, coberturas de CaP amorfas
possuem altas taxas de dissolucdo e precipitacdo, o que é desejavel até certo
ponto. Isto porque o implante precisa de estabilidade mecéanica nos estagios
iniciais de implantacdo e uma dissolucdo excessiva pode ndo suportar. As
coberturas de CaP obtidas por PSHA, DAFI e laser pulsado séo heterogéneas,
contendo particulas cristalinas embebidas em uma fase amorfa fundida o que
garante rapida dissolucdo e pobre estabilidade. Ja coberturas obtidas por
processos biomiméticos e eletroquimicos, como a anodizacdo, possuem

cristais uniformes com taxa de dissolugdo homogénea nos fluidos corporais.

Pelo processo de anodizacdo, os implantes sdo imersos em
eletrélitos contendo solugBes de &cidos, bases ou sais, sendo submetidos a
aplicacdo de corrente constante (modo galvanostatico) ou de potencial
constante (modo potenciostatico) (Schliephake e Scharnweber, 2008). Sob
essas condi¢des, multiplos micro-arcos ocorrem na interface implante/eletrélito
resultando na quebra da camada de dioxido de titdnio “nativa”. Quando isso
ocorre, ions de titdnio (Ti) do implante e grupamentos hidroxilas (OH) do
eletrdlito movem-se em dire¢cdes opostas para formar TiO, novamente (Li et
al., 2004). A nova camada de 6xido formada incorpora Ca e P, no caso de
eletrdlitos contendo acetato de calcio e glicerofosfato, sendo uteis para a
formacdo de hidroxiapatita (Kim e Ramaswamy, 2009). Dependendo das
condi¢cdes de anodizacdo (voltagem, composicdo do eletrdlito, temperatura e
corrente) (Liu et al.,, 2005) é possivel controlar a rugosidade, porosidade,

composi¢cdo quimica e espessura da camada de Oxido, a fim de melhorar as
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propriedades da mesma para efetiva bioimplantacdo (Kim e Ramaswamy,
2009).

As principais vantagens associadas com esta modificacdo de
superficie sdo: (1) o aumento da rugosidade superficial aumenta a energia de
superficie, o que melhora a adsorcdo de proteinas, bem como a retencédo da
matriz de fibrina para migracdo das células osteogénicas; (2) o aumento da
espessura da camada de TiO,, aumenta a biocompatibilidade e a resisténcia a
corrosdo; (3) e, finalmente, a incorporacdo de componentes inorganicos
originados de eletrdlitos para o interior da camada de Oxido, como célcio e
fosfato, altera a composicdo da superficie e aumenta a bioatividade
(Schliephake e Scharnweber, 2008). Camadas de Oxido geradas por
anodizag&do com incorporacao de CaP demonstram melhorar significativamente
atividades celulares in vitro de adeséo e proliferagéo (Takebe et al., 2000; Lee
et al., 2010) bem como o contato osso-implante (Ishizawa et al., 1997) e o

torque de remocao (Elias et al., 2008a; Elias et al., 2008 b) in vivo.

Embora as coberturas com CaP tenham sua eficacia comprovada
para propositos de “bone-bonding”, a aceitacdo universal de sistemas com
coberturas de CaP ainda nao foi atingida (Jonge et al., 2008). Uma superficie
que fosse capaz de favorecer o processo de reparo, influenciando a adeséo e
diferenciacdo celular pela sua microtextura, e que também interferisse
positivamente no processo de mineralizacdo da matriz devido ao seu contetdo
de CaP, sem prejudicar as propriedades mecanicas do implante, seria o padréo
ouro para a implantodontia. Para tanto, estudos in vitro do comportamento dos
osteoblastos sobre as superficies de titdnio sdo etapas essenciais na
construcdo deste conhecimento e validagédo do uso clinico dessas superficies.

2.7 Osteogénese in vitro
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Na implantodontia, modificacdes quimicas e fisicas dos implantes,
alterando a rugosidade superficial, podem ser avaliadas in vivo, utilizando
modelos biolégicos com caes, coelhos, macacos, e também in vitro, utilizando
cultura de células (Davies, 2003). A cultura de células geralmente foca no
aspecto morfolégico, capacidade de crescimento, estado de diferenciacgéo,
viabilidade e adesdo dos osteoblastos em contato com diferentes superficies
de titanio (Anselme, 2000). Varios modelos de cultura de osteoblastos séo
utilizados para avaliar a interacdo célula-superficie, sendo que o0s mais
comumente utilizados sdo as culturas primérias derivadas de osteoblastos
humanos normais (explantes 6sseos, células da medula 6ssea) e fragmentos
O0sseos de roedores, ou linhagens de osteoblastos provenientes de
osteosarcoma humano (Liu et al.,, 2007). Cada uma dessas fontes celulares

tem suas vantagens e limitacdes (Harris et al., 1995; Subramanian et al., 2002).

Osteoblastos humanos primarios, por exemplo, tem fenotipo de
osteoblastos normais, mas sdo muito fastidiosas in vitro, crescendo muito
lentamente e com um tempo de vida limitado quando trazidos com sucesso
para a cultura. Culturas derivadas de roedores geralmente contornam estes
problemas, mas podem néo ser modelos apropriados para os humanos devido
a diferencas entre as espécies nas caracteristicas fenotipicas. Linhagens
derivadas de osteosarcomas crescem prontamente in vitro, proliferam
infinitamente, mas ndo exibem fendtipo normal. Elas ainda podem responder
de forma anormal para diversos horménios e citocinas comparadas a
osteoblastos humanos normais, diferenciados (Liu et al.,, 2007). A fim de
superar essas limitacdes, Harris et al. (1995) estabeleceram uma linhagem de
osteoblastos humanos fetais imortalizados (hFOB 1.19) com capacidade de se
proliferar e expressar marcadores fenotipicos durante a diferenciacdo, bem
como mineralizar sua matriz extracelular. Mais tarde, Subramanian et al. (2002)
caracterizaram hFOB 1.19 como uma linhagem imortalizada, mas nao
transformada, com minimas anormalidades cromossémicas e espectro normal

de proteinas da matriz.
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Dessa forma, avaliagbes de biomateriais utilizando culturas
imortalizadas de hFOB 1.19, embora nao representem modelos fidedignos do
padrdo de resposta celular ao redor de implantes, apresentam maior
reprodutividade, uma vez que ja se conhece o comportamento das células e
evita-se varidveis como género, raca, idade, tempo de vida celular e tempo
para proliferagéo celular, geralmente relacionadas a estudos utilizando culturas

primarias obtidas de humanos.
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3.

Proposicao
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3.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia da anodizacdo com incorporacéo de calcio e
fésforo no processo de osteogénese in vitro, comparando com outros dois tipos

de superficies de titanio (ataque acido e usinada).

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar a viabilidade ao longo do tempo de osteoblastos

cultivados sobre as superficies de titanio;

3.2.2 Analisar o efeito das diferentes superficies de implante
sobre a expressao de genes importantes para a diferenciacdo osteoblastica,
como Runx2, fosfatase alcalina (ALP) e sialoproteina éssea (BSP);

3.2.3 Avaliar a influéncia das modificacGes nas superficies sobre a

secrecdo de BMP-2 e TGF-B1 pelos osteoblastos;

3.2.4 Determinar a relacdo dos diferentes tratamentos de
superficie na associacdo entre secrecdo de fatores de crescimento com
expressdo de Runx2, bem como na associacdo de Runx2 com a expressao de
ALP/BSP.

39



4. Material e Métodos




4.1 Obtencao e caracterizacéo das superficies de titanio

Discos de titanio comercialmente puro (ASTM grau 1V) de 8,0 mm de
didmetro por 4,0 mm de altura foram fabricados para esta pesquisa pela
empresa Conexado Sistema de Préteses (Aruja, SP, Brasil). Os espécimes (n=
21discos/grupo) receberam trés tipos de tratamentos de superficie a fim de
obter morfologias semelhantes a implantes comercialmente disponiveis:
usinado (Screw®) — controle de heterogeneidade, ataque &cido (Porous®) e bio-
anodizado (Vulcano®) (Figura 1). Os discos usinados foram obtidos a partir do
torneamento de barras de titdanio e ndo receberam qualquer tratamento
adicional que possibilitasse a modificacdo da textura ou composicdo quimica
do metal. Os discos tratados com &cido foram imersos em uma mistura
contendo &cido nitrico (HNOg), cloridrico (HCI) e sulfarico (H.SO4). Ja as
amostras bio-anodizadas foram preparadas pelo método de oxidagdo anddica a
microarco em solucéo eletrolitica contendo Ca e P sob altas tensdes, no modo

galvanostatico (Elias et al., 2010).

Figura 1: Discos de titanio com diferentes tratamentos de superficie similares a

implantes disponiveis comercialmente: (A) usinado (Screw), (B) ataque acido
(Porous) e (C) anodizado com CaP (Vulcano).
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A rugosidade, molhabilidade e morfologia dessas superficies foram
previamente determinadas utilizando rugosimetro a laser, gonidbmetro e
microscopio eletronico de varredura, respectivamente (Elias et al., 2008b). A
rugosidade foi determinada pelo valor de Ra (média aritmética da altura dos
picos) e a molhabilidade pela mensuracdo do angulo de contato entre agua
destilada e as superficies dos discos (Tabela 1). A composi¢cdo quimica da
superficie foi investigada por meio de espectroscopia de fotoelétrons excitados
por raios-X, cujo espectro para as amostras bio-anodizadas demonstrou a
presenca de picos caracteristicos dos oxidos de titanio, célcio e fésforo, bem
como de carbono (Elias et al., 2008b).

Tabela 1. Valores médios e desvios padrbes da rugosidade (Ra) e
molhabilidade (dngulo de contato) das superficies de implantes

Rugosidade (um) Angulo de contato (°)
Grupo Ra Agua destilada
Screw® Controle 73,10 +3,55
Porous® 0,67 £0,10 66,34 £9,20
Vulcano® 0,87 £0,19 47,25 2,94

(Modificada de Elias et al., 2008b)

4.2 Cultura de células

Osteoblastos fetais humanos da linhagem hFOB 1.19 (ATCC,
American Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA) foram utilizados para
esta investigacdo por expressarem marcadores fenotipicos de osteoblastos e
mineralizarem sua matriz extracelular (Liu et al., 2007; Setzer et al., 2009). As
células foram cultivadas em placas de petri estéreis contendo uma mistura de
1:1 de meio Eagle modificado por Dulbecco (alta glicose) e Hams F12
(DMEM/F12) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), suplementada com 10% de soro
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fetal bovino (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) e 1% de
antibiético/antimicotico (penicilina/estreptomicina/anfotericina) (Invitrogen). As
culturas foram mantidas em estufa umidificadora a 37°C, 5% de CO, e 95% de

ar até atingirem confluéncia.

Para que o plagueamento fosse realizado, as células foram soltas do
fundo da placa por descolamento enzimético com solucdo de tripsina e EDTA
por 5 minutos a 37°C. ApOs este tempo, as células desprendidas foram
coletadas e a acao proteolitica da tripsina foi inibida pela adicdo de soro fetal
bovino a suspensdo. Em seguida, a suspenséo celular foi centrifugada a
1500rpm, a 22°C e o “pellet” obtido foi ressuspendido em DMEM/F12. As
células foram contadas em hemocitbmetro e plaqueadas na densidade de
2x10* células/poco sobre os discos de titanio em placas de poliestireno de 24
pocos (Corning Incoporated, Corning, NY, EUA). Cada poco foi completado
com 1 mL de meio, sendo que a cada trés dias o mesmo era trocado e a

progresséo da cultura avaliada por microscopia de fase.

Apos 3, 7 e 14 dias de cultura, os sobrenadantes foram coletados
para dosagem dos fatores de crescimento BMP-2 e TGF-B1. Nos mesmos
tempos experimentais, foi avaliada a viabilidade dos osteoblastos, bem como
realizada coleta dos discos com as células aderidas para isolamento do RNA e

andlise da expresséo génica.

4.3 Determinacdo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio colorimétrico
MTT-Formazan. Este método é baseado na clivagem redutora de MTT (um sal
amarelo) para formazan (um composto azul escuro) por enzimas mitocondriais
presentes em células vivas. Brevemente, de cada poco, 600 pL de meio de
cultura foram aspirados e armazenados a -70 °C até a utilizacao, restando 400

ML. A atividade enzimatica foi determinada adicionando 40 uL/pogo de MTT (M-
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2128, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA), na concentracdo de 5 mg/mli,
seguida de incubacdo das placas a 37 °C por 4 h. ApGs o periodo de
incubacédo, os cristais de formazan resultantes foram dissolvidos com 400
pML/pogo de dimetil sulféxido (DMSO, Labsynth, Diadema, SP, Brasil). Em
seguida, o conteudo de cada poco foi homogeneizado utilizando um
micropipetador e uma aliquota de 100 yL de cada um foi transferida para pogos

separados em uma placa de 96 pocos (Corning Incoporated).

A absorbéancia foi determinada em leitor de microplacas (Instrutherm
Espectrofotdmetro UV-2000A, S&o Paulo, SP, Brasil) a 570 nm. A densidade
Optica de cada poco foi proporcional a quantidade de cor. Para todos os

tempos experimentais, os testes foram realizados em quadruplicata.

4.4 Analise da expressao génica

Foi utilizada a Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativo em
Tempo Real (RT-PCR) para analisar a expressdo dos genes runt-related
transcription factor 2 (Runx2), fosfatase alcalina (ALP) e sialoproteina 0ssea
(BSP) nas camadas de células aderidas sobre os discos de titanio, em

triplicata.

4.4.1 Extracdo do Acido Ribonucléico (RNA) total

Ao final de cada tempo experimental, o sobrenadante foi removido
dos pocos e os mesmos foram lavados e aspirados, cuidadosamente, duas
vezes com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) 1x. Em seguida,
aplicou-se 1mL de reagente de TRIzol® (Ambion®, Invitrogen) em cada poco
para lise celular. Com auxilio de um “cell scraper”, os pocos foram raspados

vigorosamente e 0s sobrenadantes coletados e transferidos para tubos

44



eppendorf devidamente identificados, que foram incubados a temperatura

ambiente por 10 minutos.

Apos este periodo, 200 pL de cloroférmio foram acrescentados a
cada tubo. Estes foram agitados no agitador Vortex por 15 segundos e
incubados novamente a temperatura ambiente por mais 5 minutos. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4 °C.
A centrifugacdo separa a mistura em trés fases: uma fase organica vermelha
inferior (contendo proteina), uma interfase (contendo DNA) e uma fase aquosa

incolor superior (contendo RNA).

Cuidadosamente, a porcdo incolor foi coletada e transferida para
novos tubos eppendorf contendo 500 pL de isopropanol. A mistura resultante
permaneceu por 10 minutos em temperatura ambiente, apds a qual foi
centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos, a 4 °C. Este passo faz com que o
RNA se precipite formando um “pellet’” no fundo do tubo. O sobrenadante foi,
entao, removido e o RNA precipitado (“pellet’) lavado com 1 mL de etanol 75%.
A mistura foi agitada vigorosamente em Vortex e o0s tubos novamente

centrifugados a 10.000 rpm por 5 minutos, a 4 °C.

O sobrenadante foi aspirado e os tubos contendo os “pellets” de
RNA foram deixados abertos para secar no gelo por 5 minutos. Em seguida, o
RNA foi redissolvido utilizando 16 pL de agua de dietilpirocarbonato (DEPC),
livre de RNase. Para facilitar a dissolugao, cada tubo foi colocado em “banho-
maria” pré-aquecido a 55 °C por 6 minutos. Tanto a qualidade quanto a
quantidade do RNA total extraido foram analisados por espectrofotdmetro
(BioTek® Instruments, Winooski, VT, EUA) em uma placa prépria para RNA, a
partir de 2 pL de cada amostra. A quantidade encontrada de RNA foi dada em
ng/uL com auxilio da leitora de placas e do programa Gen5™ (BioTek®

Instruments).

4.4.2 Sintese do Acido Desoxirribonucléico complementar
(cDNA)
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ApoOs quantificado o RNA, em tubos de 0,2 mL devidamente
identificados, procedeu-se a diluicdo das amostras para sintese do cDNA em
quantidade total de 14 uL. Cada amostra foi diluida em agua DEPC de forma
que a quantidade total de RNA presente fosse de 500 ng em cada uma.
Seguindo o protocolo do fabricante (SuperScript VILO cDNA Synthesis,
Invitrogen), 4 pL do 5x VILO Reaction Mix e 2 pL do 10x SuperScript Enzyme
Mix foram acrescentados aos 14 pL das amostras diluidas. Os tubos foram
levados na maquina de termociclagem (iCycle, BIO-RAD, Hercules, CA, EUA)
para incubacdo em 25 °C por 10 minutos, 42 °C por 60 minutos e 85 °C por 5
minutos. O cDNA obtido foi tratado com RNase H com a finalidade de degradar
todos e quaisquer RNAmM que serviram de molde para a sintese do cDNA,

eliminando qualquer contaminacao cruzada com o RNAm.

4.4.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-
PCR)

Subsequentemente, para a reacdo de PCR em tempo real, utilizou-
se 3,1 pyL do cDNA de cada amostra diluido em 31,77 uL de agua DEPC. Apés
diluicdo, 11,25 uL do cDNA de cada amostra foi acrescentado em uma placa de
96 pocos prépria para RT-PCR. Os oligonucleotideos iniciadores (“primers”)
para 0s genes Runx2, ALP e BSP foram preparados, bem como o “primer” para
0 gene enddgeno constitutivo GAPDH, que serviu de controle interno. Para o
Runx2, 312,5 pL do TagMan Master Mix (TagMan® Universal PCR Master Mix,
AmpErase® UNG, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA) foi diluido em 31,25
ML do “primer” para o gene Runx2. As mesmas quantidades foram utilizadas
para o “primer” dos genes ALP e BSP. Ja para o GAPDH, 312,15ul do TagMan
Master Mix foi misturado com 6,25ul de “forward primer”, 6,25ul de “reverse
primer”, 6,25ul de “probe” e 12,5yl de agua DEPC. Para as amostras de
dosagem do gene Runx2, 13,75ul do Master Mix que foi preparado acima foi
acrescentado nos pocos contendo 11,25yl das amostras, perfazendo um

volume total de 25pl/poco. O mesmo foi repetido para as amostras utilizadas
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para a dosagem dos outros genes. A placa foi, entdo, cuidadosamente coberta

com um pléstico e centrifugada.

A leitura do PCR foi realizada utilizando termociclador ABI prisma
7000 para PCR em tempo real (Applied Biosystems). A programacdo do
termociclador, de acordo com as recomendagdes do “primer”, foi: 2 minutos a
50°C, 10 minutos a 95°C, e quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a
60°C. O Software do termociclador foi utilizado para calcular o valor do ciclo
limiar (Ct — “Cycle Threshold”) para todos os genes em cada amostra. Os
valores de Ct dos genes de interesse, Runx2, ALP e BSP, foram normalizados
para o gene GAPDH.

Para o célculo da quantidade relativa das transcricdes nas amostras,
utilizou-se o método limiar critico comparativo 222", Neste método, o Ct do
gene de interesse (Runx2, ALP e BSP) é subtraido pelo Ct do controle interno
(GAPDH), resultando em um ACt. Em seguida, o ACt de cada gene é subtraido
pelo ACt do grupo controle (Screw 3 dias), gerando o AACt. E este valor que
serd usado na férmula 2722, Os numeros finais sdo apresentados como o
namero de vezes que o gene de interesse foi mais expresso comparado ao

grupo controle usinado 3 dias.

4.5 Dosagem dos fatores de crescimento

Os sobrenadantes previamente coletados e congelados foram
utilizados para dosagem dos niveis de BMP-2 e TGF-B1 pelo método ELISA
Sanduiche. Para tanto, foi utilizado o kit comercial “Human BMP-2 ELISA
Development Kit” (900-K255, Peprotech, Rocky Hill, NJ, EUA), para dosagem
de BMP-2, e o kit comercial “Human TGF-B1 ELISA Ready-SET-Go!® (88-
7344, e-Bioscience, San Diego, CA, EUA), para dosagem de TGF-B1. Os
ensaios foram realizados conforme recomendacbes dos fabricantes, em

triplicata.
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Brevemente, microplacas de 96 pocos (Corning Incoporated) foram
sensibilizadas com 100 pL/poco de anticorpo de captura, para 0s respectivos
fatores de crescimento, e incubadas “overnight” a temperatura ambiente (BMP-
2) e “overnight” a 4 °C (TGF-B1). Apds a incubacéo, as placas foram lavadas
com PBS-T 0,05% e bloqueadas com solucéao de bloqueio (300 pL para BMP-2
e 200 pL para TGF-B1, por pogo) por 1 hora, a temperatura ambiente. Em
seguida, as placas foram novamente lavadas. Para BMP-2, 100 pl das
amostras testes, bem como dos padrbes, foram adicionados aos pocos e
incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Para TGF-31, apds a adigao de
100 pL/pogo das amostras testes, foi realizada ativagao das formas latentes de
TGF-B1 em imunorreativas por meio de acidificagdao com 20 uL/pogo de HCI 1N
(10 minutos), seguida da neutralizacdo com 20 pL/poco de NaOH 1N. So
entdo, foram adicionados 100 pL/poco do padrao de TGF-B1 a placa para
incubagdo da mesma “overnight” a 4 °C. Apds os respectivos periodos de
incubacdo, as placas para BMP-2 e TGF-B1 foram lavadas e 100 pl de
anticorpo de deteccdo adicionados para incubacédo por 2 horas (BMP-2) e
lhora (TGF-B1) em temperatura ambiente, com posterior lavagem. Em
seguida, cada poco de ambas as placas recebeu 100 pL de Avidina-Peroxidase
sendo as mesmas incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente,
protegidas da luz. Apés nova lavagem das placas, os substratos enzimaticos
ABTS (BMP-2) e TMB (TGF-B1) foram adicionados na quantidade de
100pL/poco. As placas foram incubadas por 50 minutos (BMP-2) e 15 minutos
(TGF-B1) para desenvolvimento de cor. Somente para TGF-B1, a reagao foi

interrompida com a adicao de 50 pL/poco de H,SO,4 2N.

A densidade Ooptica foi determinada em leitor de microplacas
(Instrutherm Espectrofotometro UV-2000A) a 405nm (BMP-2) e a 450nm (TGF-
B1). A concentragdo correspondente a cada valor de densidade optica foi
determinada de acordo com a concentragcdo conhecida das curvas de
regressao linear obtida pelos respectivos padroes dos fatores de crescimento

em questao.
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4.6 Andlise estatistica

A estatistica descritiva foi calculada utilizando o software SigmaPlot
11.0 (Systat Software Inc., Chicago, IL, EUA). Os dados obtidos foram
submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade de
variancias (Levene). Os parametros de viabilidade celular apos 3 dias e
dosagem de TGF-B1 em 14 dias foram comparados pelo teste Kruskall-Wallis.
As comparagdes dos valores de viabilidade celular apdés 7 e 14 dias, dosagem
de BMP-2 e dosagem de TGF-B1 apds 3 e 7 dias foram realizadas pela Analise
de Variancia univariada (ANOVA one-way), seguida pelo teste de Tukey
guando necessario. A analise da expressao génica foi realizada por meio do
teste t de Student para comparacdo dos niveis de RNAm dos grupos
experimentais em relacdo ao grupo controle usinado - Screw 3 dias (Yuan et
al., 2006; Wescaott et al., 2007). A influéncia que cada uma das trés superficies
teve sobre a associacdo dos niveis de secrecdo de fatores de crescimento com
0s niveis de expressdo de Runx2, bem como sobre 0s niveis de expresséo
deste fator de transcricdo com genes ALP e BSP foi testada por meio da
Correlacdo de Pearson. Para todas as analises estatisticas, o nivel de

significancia foi estabelecido em p<0,05.
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3.

Resultados
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5.1 Viabilidade celular

Os resultados relacionados a viabilidade celular mostraram maiores
niveis de absorbancia para Porous e Vulcano em todos o0s tempos
experimentais (Figura 2). Ainda assim, nenhuma diferenca estatistica
significante foi encontrada entre as superficies avaliadas apés 3 dias (p=0,540,
Figura 2A). Aos 7 dias, houve aumento significativo na viabilidade celular para
Porous e Vulcano quando comparados com o grupo controle (p=0,005, Figura
2B), mas sem diferencas estatisticas entre si (p=0,995). Diferentemente, aos
14 dias, Porous apresentou diferencas estatisticas significantes quando
comparado aos outros grupos (p<0,001; Figura 2C), apresentando os maiores
valores de viabilidade. Em todos os momentos da cultura, Screw teve 0s
menores valores de absorbancia. Ao longo do tempo (Figura 2D), é possivel
observar que de maneira geral a viabilidade celular aumentou em 7 dias e
reduziu apds 14 dias de cultura para todas as superficies estudadas, exceto

Screw.

5.2 Anélise da expressao génica

Os resultados obtidos mostraram que o tratamento de superficie
influenciou os niveis de expressao para os trés genes avaliados (Figura 3).
Uma observacdo geral foi que os niveis de expressdo dos genes em estudo
nos periodos de 3 e 14 dias foram sempre menores do que os observados em
7 dias. Aos 3 e 14 dias, ndo houve diferenca estatistica na expressdo génica
entre as superficies avaliadas em relacdo a superficie controle Screw 3 dias
para todos os genes. No entanto, apds 7 dias, todas as superficies
apresentaram aumento significativo nos niveis de RNAmM dos trés genes

guando comparados a Screw 3 dias.
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Figura 2. Viabilidade das células hFOB 1.19 sobre as superficies Screw
(usinada), Porous (ataque acido) e Vulcano (anodizada com CaP) apés 3 (A), 7
(B) e 14 (C) dias de cultura. Os boxplots representam a mediana e os dados
distribuidos em quartis. A viabilidade celular ao longo do tempo esta
representada em (D). Cada ponto do grafico representa a mediana dos niveis
de absorbancia com a respectiva distribuicdo interquartil. Letras iguais indicam

diferencas estatisticas nao significativas entre os grupos

Os niveis de expressdo relativo do gene Runx2 (Figura 3A)
mostraram que, aos 3 dias, o grupo Vulcano apresentou inducdes 2,5x e 1x
maiores do que 0s grupos Screw (controle) e Porous, respectivamente. Apos 7
dias, Porous, Vulcano e Screw apresentaram aumentos significativos de 12,5x,

8,6x e 5,8x, respectivamente, comparados ao controle (usinado). Ja aos 14
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dias, a expresséo relativa do gene Runx2 teve uma acentuada reducdo para

todos os grupos a niveis menores que os encontrado em Screw 3 dias.

Os niveis relativos de expressdao do RNAm para o gene ALP (Figura
3B) apresentaram-se elevados para o grupo Vulcano com uma inducdo 2x
maior apds 3 dias e 8,1x maior apos 7 dias, comparados com a superficie
usinada. A superficie Porous apresentou valores néo téo elevados com 3 e 7
dias, 1x e 7,6x, respectivamente. A superficie Screw, apos 7 dias, apresentou
inducdo 4,8x maior comparada ao controle. Aos 14 dias, também ocorreu
acentuado declinio nos niveis de expressao de ALP em todos os grupos.

Os niveis relativos de expressdo do gene BSP (Figura 3C) aos 3
dias também foram favoraveis a superficie Vulcano (2,1x maior), seguida da
superficie Porous (1,7x maior) em compara¢do a Screw 3 dias. Entretanto,
apos 7 dias, Porous aumentou significativamente a expressédo de BSP (13,4x),
seguida de Vulcano e Screw (6,9 e 6,2x, respectivamente) quando comparados
ao controle. Aos 14 dias, assim como ocorreu ha expressao dos outros genes
em estudo, houve queda a niveis basais nos niveis relativos de RNAm para
todos os grupos.

5.3 Dosagem dos fatores de crescimento

O tipo de superficie sobre a qual as células hFOB 1.19 foram
cultivadas néo influenciou significativamente a secrecédo de TGF-f1 e BMP-2
em todos os periodos experimentais (Figura 4). Em geral, ndo houve um
padrdo de secrecdo comum entre os dois fatores para as mesmas superficies.
Os niveis de TGF-B1 tenderam a ser maiores para Screw aos 3 dias e para
Porous aos 7 e 14 dias (Figura 4A). J4 a secrecdo de BMP-2 teve maior
tendéncia para Screw em 3 e 7 dias e para Porous aos 14 dias (Figura 4B).
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Figura 3. Niveis de expressédo dos genes Runx2 (A), ALP (B) e BSP (C) nos
periodos de 3, 7 e 14 dias de cultura sobre as superficies Screw (usinada),
Porous (ataque acido) e Vulcano (anodizada com CaP). Os resultados séo
apresentados como nivel de expressao relativo ao grupo controle - Screw 3
dias (Método Z'MCt). *Diferencas estatisticas significantes quando comparadas

a superficie usinada em 3 dias (p<0,05).
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Figura 4. Niveis de TGF-B1 (A) e BMP-2 (B) secretados pelas células hFOB
1.19 cultivadas sobre as superficies Screw® (usinada), Porous® (ataque &cido)
e Vulcano® (anodizada com CaP) apds 3, 7 e 14 dias. Valores representados
pela média £DP.

5.4 Associagédo entre fatores de crescimento vs. Runx2 e entre
Runx2 vs. ALP/BSP

A influéncia que cada tratamento de superficie teve sobre a
associacdo dos niveis de secrecdo de BMP-2/TGF-f1 com os niveis de
expressdo de Runx2, assim como sobre a associacdo de Runx2 com a
expressdo de ALP/BSP estdo representados na Tabela 2. Ndo houve
correlacdo significativa entre a secrecdo de fatores de crescimento e a
expressdo de Runx2 para nenhum tipo de superficie estudada (p>0,05), exceto
entre TGF-B1 vs. Runx2 para a superficie Vulcano (p=0,0027). Diferentemente,
independente do tipo de tratamento, houve correlacdo positiva significativa
entre a expressao de Runx2 e a expressdo de ALP/BSP (p<0,0001). Isto
sugere que a expressdo destas proteinas da matriz éssea pode ser
dependente da expressao de Runx2.
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Tabela 2. Correlacdo de Pearson entre a expressdo de Runx2 e variaveis
possivelmente associadas (fatores de crescimento e proteinas da matriz 6ssea)

Screw Porous Vulcano
Variaveis r p-value r p-value R p-value
TGF-B1 0,0356 0,9272 0,068 0,8620 0,8637 0,0027*
BMP-2 0,0919 0,8141 0,1842 0,6352 -0,2003 0,6054
ALP 0,9793 <0,0001* 0,9982 <0,0001* 0,9968 <0,0001*
BSP 0,9739 <0,0001* 0,9901 <0,0001* 0,9542 <0,0001*

(r) coeficiente de correlacdo de Pearson; (*) Estatisticamente significante
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6.

Discussco
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Diversos estudos ja haviam confirmado a influéncia da combinacéo
da técnica de anodizacdo com adicdo de Ca e P sobre as respostas iniciais de
osteoblastos, tais como adesdo (Takebe et al., 2000; Huang et al., 2007) e
proliferacéo celulares (Suh et al., 2003; Zhang et al., 2004; Li et al., 2005; Lee
et al.,, 2010; Kim et al., 2011). Entretanto, o efeito da anodizacdo com CaP
sobre a expressdo de genes-chave envolvidos na diferenciagdo de
osteoblastos, assim como sobre a secrecdo de fatores de crescimento por
estas células, encontra-se pouco esclarecido. O presente estudo avaliou a
influéncia de trés superficies de implante comercialmente disponiveis sobre a
resposta de osteoblastos humanos imortalizados. Os resultados obtidos
demonstraram que o0 processo de osteogénese in vitro é influenciado pela
interacao célula-superficie. Entretanto, a hipotese proposta foi rejeitada.

A viabilidade celular ao longo do tempo sugere que houve um
aumento significativo na taxa de proliferacdo celular entre 3 e 7 dias para as
superficies Porous e Vulcano. As absorbéancias similares entre os dois grupos
aos 7 dias indica que as células possivelmente atingiram a confluéncia,
resultando em parada na proliferagcdo para o inicio da diferenciacdo. Isso se
confirma pelo decréscimo da viabilidade aos 14 dias para esses grupos,
provavelmente por desadesdo das células por falta de espaco para se
proliferar. Segundo Boyan et al. (1998) e Lincks et al. (1998), células cultivadas
em superficies rugosas tendem a exibir caracteristicas de osteoblastos mais
diferenciados, incluindo reducéo da proliferacdo celular. Certamente, se o
tempo experimental de 5 dias fosse avaliado, diferencas na taxa de proliferacao
entre as superficies Porous e Vulcano seriam mais pronunciadas. Ainda assim,
a maior viabilidade celular observada nos grupos Porous e Vulcano em todos
0s tempos experimentais indica que superficies mais rugosas e hidrofilicas tém
maior afinidade com os osteoblastos e que, portanto, seriam mais
biocompativeis. Esta observagcédo esta em acordo com estudos anteriores (Lee
et al., 2010; Pae et al., 2011; Lin et al., 2012).

Apesar do decréscimo da proliferagdo celular para todos os grupos
aos 14 dias, Porous ainda conseguiu se manter com uma significativa taxa de

viabilidade comparada aos outros grupos. Provavelmente, o aumento
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acentuado da concentracdo de Ca** e HPO,* no meio extracelular ao longo do
tempo para o grupo Vulcano, pode ter causado a morte dos osteoblastos
(Adams et al.,, 2001). Em uma situacdo in vivo, a atividade osteoclastica
certamente teria balanceado a taxa de dissolucdo desses ions (Salgado et al.,
2004), ativando osteoblastos a iniciar a deposi¢cao de matriz 6ssea (Lavenus et
al., 2010). Desta maneira, os beneficios de superficies bioativas com CaP
dependem da estabilidade e taxa de dissolucdo desta cobertura (Liu et al.,
2008; Miiller et al., 2008; Coelho et al., 2009) e a determinacdo das taxas de

degradacéao/dissolucao sao dificeis de se prever em um estudo in vitro.

A viabilidade e proliferacdo celulares sdo parametros chaves,
juntamente com a adesao celular, para o inicio da regeneracao tecidual. Uma
vez aderidas ao substrato, as células comecam a se proliferar, para entdo
iniciarem o processo de diferenciacdo e maturacdo celular (Lavenus et al.,
2010). Nesta etapa, marcadores osteogénicos especificos tais como fatores de
transcricdo (Runx2, Osterix) e proteinas ndo coldgenas (fosfatase alcalina -
ALP, osteopontina - OPN, osteocalcina - OCN, sialoproteina 6éssea - BSP) sao
importantes para avaliar a progressdo temporal da osteogénese sobre
biomateriais (Hidalgo-Batista e Cartmell, 2010). Considerando que nem toda
mensagem (RNAm) seré traduzida em uma proteina (Wescott et al., 2007), a
analise da expressao génica mostra-se como uma ferramenta importante na

deteccao precoce destes marcadores.

Runx2 é um fator de transcricdo essencial para a diferenciacéo
osteoblastica, sendo fortemente detectado em pré-osteoblastos, osteoblastos
imaturos e em osteoblastos recém-maturados (Komori, 2010). O aumento
significativo na expressdo de Runx2 apdés 7 dias, sugere o inicio da
determinacdo do fendtipo maduro para os osteoblastos hFOB 1.19. Este
resultado estd em desacordo com os obtidos por Setzer et al. (2009), os quais
observaram, apos 3 dias de cultura, uma regulacdo positiva significante para
Runx2 em hFOB 1.19 cultivados sobre superficies rugosas. No presente
estudo, apds 3 dias de cultura, somente as células cultivadas sobre Vulcano

apresentaram maior tendéncia a expressar Runx2, indicando que essa
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superficie tem um efeito positivo na diferenciagéo precoce dos osteoblastos. No
entanto, deve-se levar em consideracdo as diferencas metodoldgicas entre as
duas pesquisas em relacdo as condicbes de cultura (suplementos,
temperatura, densidade celular), bem como os tipos de superficies analisadas

(superficies de titanio, zirconia e alumina modificadas) por Setzer et al. (2009).

A reducdo da expressdo de Runx2 a niveis basais em 14 dias,
confirma estudos anteriores (Liu et al., 2001; Geoffroy et al.,, 2002) de que a
funcao positiva de Runx2 esta confinada aos estagios iniciais da diferenciacao.
Uma vez que Runx2 inibe o estagio final da maturacdo de osteoblastos, sua
regulacdo negativa € necessdaria para a diferenciacdo em osteoblastos
maduros (Komori, 2010). Contrariamente, Mendonga et al. (2010)
demonstraram aumento significativo nos niveis de Runx2 apos 14 dias de
cultivo em superficies submetidas ao ataque acido e superficies jateadas. A
diferenca nos resultados pode ser atribuida ao modelo de cultura utilizado
pelos autores, os quais realizaram o experimento com células tronco-
mesenquimais humanas (hMSCs). De acordo com Mendonga et al. (2011) esse
tipo celular requer mais etapas até que se diferencie em osteoblastos maduros
(por volta de 21 a 35 dias) do que uma linhagem de células osteoprogenitoras,

como as que foram utilizadas no presente trabalho.

Além do papel essencial de direcionamento de células precursoras
de osteoblastos para a linhagem osteoblastica, Runx2 esta relacionado com a
regulacdo da expressao de genes que codificam proteinas da matriz ssea,
incluindo colageno tipo | (Coll), ALP, OCN, OPN, e BSP (Stein et al., 2004;
Komori, 2010). No presente estudo, foi observado um significante aumento da
expressdo de ALP e BSP, no mesmo tempo experimental em que Runx2
apresentou niveis elevados (7 dias), seguido de uma diminuicdo acentuada em
14 dias, possivelmente relacionada também com Runx2. Esta forte associagéo
foi confirmada pela significativa correlagdo positiva entre esses genes,
independentemente do tipo de superficie. Assim, especula-se que niveis
maiores de Runx2 favorecem sua ligagéo as regides promotoras de ALP e BSP

resultando em maior expressdo destes genes. Em acordo com esses
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resultados, Mendoncga et al., (2010) demonstraram que um aumento nos niveis
de expressao de Runx2 esta relacionado com aumento na expressao de ALP e
BSP em superficies usinadas e jateadas (seguidas ou ndo de ataque &cido).
Apesar do consenso de que Runx2 é um regulador positivo de ALP (Harada et
al., 1999; Harada et al, 2003, Komori, 2010), alguns estudos indicam que a
expressdo de BSP pode ser inibida pelo aumento de Runx2 (Javed et al., 2001;
Lamour et al., 2007), dependendo do tipo de cofator recrutado para regulacéo

de sequéncias especificas do DNA (Lamour et al., 2007).

A fosfatase alcalina é considerada um marcador inicial da
mineralizacdo e da diferenciacdo das células osteogénicas em fendtipo de
osteoblasto (Davies, 2003; Park et al., 2008) . Desse modo, o decréscimo dos
niveis de ALP apdés um acentuado aumento em 7 dias, era esperado. Park et
al. (2008) também encontrou niveis altos de expressdo de ALP em 7 dias,
seguido por um acentuado declinio em 14 dias, para superficies jateadas com
bioceramica reabsorvivel (RBM) e cobertura de calcio. Os autores concluiram
que a modificacdo quimica da superficie favoreceu a diferenciacdo de pré-
osteoblastos, 0 mesmo ocorrendo no presente estudo para o grupo Vulcano,

que teve os maiores niveis de ALP aos 3 e 7 dias.

J4 a sialoproteina O6ssea € considerada um marcador tardio da
diferenciagdo celular, estritamente relacionado com tecidos mineralizados
(Lamour et al., 2007). O aumento da expressao de BSP concomitante ao de
ALP ap6s 7 dias, reforca que as células estdo se diferenciando em
osteoblastos maduros e que estes estao sintetizando matriz éssea, essencial
para a formacdo de um novo tecido 6sseo. No entanto, esperava-se que a
manuten¢do ou mesmo um aumento dos niveis de BSP em 14 dias ocorresse,
0 que nao aconteceu. De Oliveira e Nanci (2004) e De Oliveira et al. (2007)
também observaram aumento na expressdo de BSP inicialmente em células
osteogénicas cultivadas sobre nanosuperficies de titdnio, quando comparadas
com titanio controle. Considerando que a expressédo de marcadores tardios da
diferenciacdo, como OCN e BSP, € um processo que requer Osterix (OSX)
(Nakashima et al., 2002; Stein et al., 2004; Takagi et al., 2004), isso levanta um
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questionamento sobre a modulagcédo dependente da diferenciagdo osteoblastica
por este outro fator de transcricho. Embora ndo avaliado nesse estudo,
sugerimos uma possivel relacdo entre baixa expressdo de OSX em 14 dias e
reducdo acentuada nos niveis de BSP no mesmo periodo. Certamente,
avaliac6es em periodos mais longos de cultura poderiam demonstram aumento

nos niveis de BSP concomitantes a aumento nos niveis de OSX.

Além da importancia de se investigar as interacdes celulares com
biomateriais no tocante aos eventos de viabilidade, proliferacéo e expresséo de
genes que regulam a diferenciacdo osteoblastica, fatores de crescimento
sintetizados pelos proprios osteoblastos também podem influenciar o processo
de reparo. O caminho de diferenciacdo que um osteoblasto ir4 seguir, por
exemplo, depende de moléculas sinalizadoras como BMPs e TGF-B, que
regulam a expressao de genes-mestres nas células osteoprogenitoras (Zarb et
al. 2002; Watzek, 2004).

Em relacdo a superfamilia do TGF- e sua influéncia na expressao
génica, estudos utilizando células mesenquimais pluripotentes (C2C12) (Lee et
al., 2000) e linhagem de células osteoprogenitoras ROB-C26 (C26) (Takagi et
al., 2004) tratadas com BMP-2 e TGF-B1 tém demonstrado que a expressao de
Runx2 esta sob a regulacdo desses fatores de crescimento. No presente
estudo, apenas a secrecdo de TGF-B1 foi significativamente correlacionada
com a expressao de Runx2 na superficie Vulcano. Para todos os outros
grupos, BMP-2 e TGF- B1 ndo tiveram um padrao similar de secregao que
pudesse ser positivamente ou negativamente correlacionado com Runx2, de
maneira significativa. Estes resultados contraditérios podem ser devido ao fato
de, diferentemente dos estudos anteriores, o meio de cultura neste trabalho
nao foi suplementado com fatores de crescimento, o que pode ter tornado a
modulacdo da expressao de Runx2 menos expressiva. Esperava-se que BMP-
2/ITGF-B1 secretados pelas proprias células fossem capazes de afetar
significativamente a expressdo de Runx2 via estimulacao autocrina e paracrina,
0 que aconteceu apenas em Vulcano para TGF-B1 vs. Runx2. Além do mais,

ndo houve um aumento significativo na secre¢cdo de BMP-2/TGF-1 em
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superficies lisas ou rugosas. Contrariamente, estudos in vitro (Lincks et al.,
1998; Boyan et al.,, 2003; Moura, 2009) e in vivo (Shierano et al., 2005)
encontraram maior sintese de TGF-B1 em superficies mais rugosas quando

comparadas a superficies mais lisas.

E esperado que substratos contendo coberturas de CaP promovam
uma resposta osteoblastica mais rapida, favorecendo a osseointegracao,
gquando comparados com aqueles sem cobertura de CaP (Quaranta et al,
2010). No presente estudo, a incorporacdo de CaP pelo método da anodizagéo
modulou positivamente os eventos bioldgicos relacionados com a osteogénese
in vitro apenas no periodo intermediario de 7 dias. Véarios sdo os parametros de
superficies com revestimentos de fosfato de célcio que afetam a atividade
celular, e que podem ter sido responsaveis pelo ndo favorecimento de eventos
tardios. Sdo eles, dissolucdo, composicao, topografia e energia de superficie
(Barrere et al., 2006). A dissolucdo das coberturas de CaP depende da
natureza do fosfato de célcio formado (se hidroxiapatita, fosfato tricalcio, fosfato
de octacélcio, fosfato de calcio amorfo, etc) (Lu et al., 2002). Este, de acordo
com sua concentracao, interfere na proliferacdo, diferenciacdo e maturacéo dos
osteoblastos, podendo causar até a morte celular (Hyakuna et al.,, 1989).
Mudancas na proporcdo de calcio e fésforo em uma bioceramica significa
alteracdo na composicdo da fase e consequentemente um efeito direto nos
mecanismos de trocas ibnicas (Barrére et al.,, 2006), podendo aumentar ou
diminuir a proliferacéo celular. A forma do cristal de fosfato de célcio, se maior
ou menor, pode afetar a expressdo de proteinas ndo coladgenas da matriz
(Chou et al., 2005). E, por fim, a energia de superficie, relacionada com a
topografia, parece afetar fortemente eventos iniciais de proliferacdo e funcéo
dos osteoblastos, mas ndo influenciar eventos tardios (Redey et al., 2000).

Provavelmente, a auséncia de parametros como dissolucéo,
composicdo da fase e forma do cristal para superficies apenas fisicamente
modificadas, explica o favorecimento nos eventos de viabilidade (aos 7 e 14
dias) e diferenciagéo (aos 7 dias) para a superficie Porous. Os resultados aqui
apresentados séo suportados por Le Guéhennec et al. (2007) que concluiram,

em sua revisao sobre tratamentos de superficie, que a rugosidade de superficie
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melhora a osseointegragcdo, mas que o papel exato da composicao e topografia
nos eventos iniciais da osteogénese ainda se encontra pouco compreendido.
Desta maneira, € importante que superficies disponiveis comercialmente com
modificacdes quimicas, continuem sendo avaliadas para validacdo do seu uso
clinico. Assim, mais estudos in vivo e in vitro utlizando co-cultura de
osteoblastos, osteoclastos e células mononucleares (a curto, médio e longo
prazo) deveriam ser realizados, a fim de que se investiguem, além da
expressado, a secrecao de proteinas marcadoras da osteogénese, bem como
outros fatores de transcrigdo e citocinas envolvidas no processo de reparo

dsseo.

64



7.

Conclusao
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De acordo com o0s objetivos propostos e a metodologia empregada
neste estudo, pode-se concluir que:

e A anodizacdo com incorporacdo de CaP favoreceu os eventos de
viabilidade celular e expressdo génica (especialmente de ALP) em
periodos intermediérios (7 dias), de maneira similar as superficies que
sofreram apenas ataque acido.

e A secrecdo de TGF-B1/BMP-2 parece nao ser influenciada pelo tipo de
superficie, apesar da incorporacdo de CaP por anodizacdo favorecer a
associacao entre a secrecdo de TGF-B1 e a expresséo de Runx2.

¢ Independentemente do tratamento de superficie, a expressao de

ALP/BSP esté fortemente associada a expressdo de Runx2.

Os resultados aqui apresentados suportam as observagdes que a
rugosidade pode ter um papel mais importante na determinacdo da resposta

celular do que a composicao da superficie.
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