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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ti: titdnio

Mm: micrometro

nm: nanometro

DPS: deep profile surface

SLA: sandblasted and acid-etched

modSLA: SLA modificada

Arg-Gly-Asp/RGD: sequéncia/dominios Arginina-Glicina-Aspartato
P-15: peptideo sintético, analogo a uma sequéncia de amino-acidos da cadeia al do
colageno |

Plus+HA: Plus com recobrimento de hidroxiapatita

P-15 low: baixa concentracéo de P-15

P-15 high: alta concentracdo de P-15

Real-time PCR: reacdo em cadeia de polimerase em tempo real
ALP: fosfatase alcalina

MEV: microscopia eletronica de varredura

MTT: {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]}
OPN: osteopontina

BSP: sialoproteina 0ssea

RUNX2: fator de transcri¢ao relacionado ao runt tipo 2

ARS: vermelho de Alizarina

RNAm: &cido ribonucleico mensageiro

mm: milimetro



HA: hidroxiapatita

kV: kilovolts

°C: grau Celsius

CEUA: comisséo de ética no uso de animais
a-MEM: meio essencial minimo, modificacdo a

mM: milimolar

Mg/mL: micrograma/mililitro

COg: gas carbbnico

MC3T3-E1: linhagem osteoblastica de camundongos
DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride
DNA: acido desoxirribonucleico

h: hora

M: molar

mg/mL: miligrama/mililitro

PBS: solucao tampéo salina de fosfato (Phosphate buffered saline)
mL: mililitro

pL: microlitro

HCI: &cido cloridrico

min: minuto

Ki-67: antigeno nuclear

EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético

PB: solugéo tampao fosfato (Phosphate buffered)
TA: temperatura ambiente

nM: nanomolar

GAPDH: D-glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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cDNA: acido desoxirribonucleico complementar

Mg: micrograma

DEPC: agua Milli-Q tratada com dietilpirocarbonato
ng: nanograma

Ct: ciclo limiar (cicle threshold)

Na,COa3: carbonato de sodio

NaOH: hidroxido de sodio

MM: micromolar

IP: iodeto de propideo

s: segundos

g: unidade de aceleracdo, aproximadamente igual a 9,8 m/s?
NH4OH: hidréxido de amdnio

H,SO,: acido sulfdrico

H,O,: peroxido de hidrogénio
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JUSTIFICATIVA

Diferentes aspectos das interacdes de células e tecidos biolégicos com os
biomateriais sdo determinados, em parte, pelas caracteristicas fisicas e quimicas da
superficie do material (BRUNSKI et al.,, 2000). Assim, as estratégias para o0
desenvolvimento de novos biomateriais e/ou superficies incluem modificacdes de
sua composicdo quimica, energia de superficie e topografia, com o objetivo de
promover 0s eventos bioldgicos que ocorrem na regido interfacial durante o
processo de reparo tecidual (KIESWETTER et al., 1996; BRUNSKI et al., 2000).

Em relacdo a criacdo de novas topografias para biomateriais metalicos, a
década passada caracterizou-se pelo desenvolvimento e comercializacdo de
superficies de titanio (Ti) e liga de Ti com diferentes microtopografias. Apesar de os
estudos in vitro e em modelos animais terem eventualmente apresentado resultados
biolégicos controversos, admite-se hoje que implantes dentais e ortopédicos com
superficies estruturadas na microescala (1-10 um) favorecam a osseointegracao por
meio de alguns fatores, entre os quais: 1) formacdo de coagulo de fibrina e ativacao
de plaguetas mais precocemente (DAVIES, 1998; PARK; DAVIES, 2000; PARK et
al.,, 2001; DI IORIO et al., 2005), 2) microambiente tridimensional adequado a
formacdo 6ssea (MATSUZAKA et al., 2003), 3) aumento da sintese e secrecao de
fatores de crescimento com efeitos sobre o tecido 6sseo (BOYAN et al., 2003) e 4)
reducdo da atividade osteoclastica controlada por fatores secretados por
osteoblastos (LOSSDORFER et al., 2004). Estudos mais recentes revelam que
associacdes de micro e submicrotopografias (entre 100-150 nm e menores do que 1

um; ROSEI, 2004) promovem efeitos de sinergismo nas respostas teciduais,
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resultando em aumento da proliferacdo celular (ZINGER et al.,, 2004; TAN;
SALTZMAN, 2004), de atividades celulares (TAN; SALTZMAN, 2004) e da formacao
de nodulos de matriz mineralizada in vitro (WIELAND et al., 2005). Estudo in vitro
realizado em nosso laboratério mostrou que superficies de Ti com
meso/microtopografias e submicrotopografia adicional (Plus, DENTSPLY Friadent,
Mannheim, Alemanha), altamente hidrofébicas, favorecem o desenvolvimento mais
precoce de formacBes de matriz calcificada, o que foi observado apenas
ocasionalmente sobre superficies com mesotopografia (20-200 um, Deep Profile
Surface, DPS) e ausente sobre superficies usinadas. No entanto, a superficie Plus
nao permitiu o desenvolvimento de areas mais extensas de matriz mineralizada se
comparada a DPS (SCHWARTZ FO et al., 2007). Apesar de a estratégia de associar
topografias de diferentes escalas poder ocasionar efeitos biologicos favoraveis,
novas pesquisas visam ao seu aperfeicoamento. Por exemplo, a aceleracdo no
processo de osseointegracdo que ocorre com a superficie de Ti SLAactive
(originalmente modSLA; Straumann Holding AG, Basel, Suica) € atribuida a
modificacdo quimica de sua microtopografia, alterando-a de hidrofébica para
altamente hidrofilica (BUSER et al., 2004; ZHAO et al., 2005; RUPP et al., 2006).
Alteracbes na composicao quimica da superficie Plus poderiam trazer beneficios a
sua utilizacdo em situacdes clinicas desfavoraveis, no sentido de ndo sO acelerar o
processo osteogénico, como também aumentar sua quantidade/extensao.
Atualmente, implantes com superficie Plus, disponiveis comercialmente, parecem
favorecer a ocorréncia do processo de osteogénese de contato (discutido em
SCHWARTZ FO et al., 2007).

As superficies de biomateriais podem ser também modificadas por métodos

bioquimicos, visando a disponibilizacdo de proteinas, enzimas ou peptideos



xviii

bioativos para a inducdo de respostas celulares e teciduais especificas na regiao
interfacial. Na area de desenvolvimento de novas superficies metalicas para
implantacdo no 0sso, observa-se crescente interesse na funcionalizacdo de
superficies com peptideos/proteinas que apresentam efeitos conhecidos nas
diferentes fases do processo de formacédo 0ssea (PULEO; NANCI, 1999; MORRA,
2006; BEUTNER et al., 2010). Como os fenbmenos que ocorrem na interface osso-
implante apresentam diversas semelhancas com aqueles de interfaces Osseas
naturais e de sitios de reparo de tecidos mineralizados (osso, dentina e cemento),
moléculas envolvidas nesses processos seriam também potencialmente capazes de
influenciar a integracéo de biomateriais (NANCI et al., 1998).

Os efeitos biologicos que superficies exercem sobre células a elas aderidas
sdo principalmente mediados por integrinas que se ligam a sequéncias/dominios
Arginina-Glicina-Aspartato (Arg-Gly-Asp ou RGD) de proteinas com funcdes no
processo de adeséo celular (TOSATTI et al., 2004). Por essa razao, desenvolveram-
se inicialmente superficies de Ti modificadas com peptideos e/ou proteinas com
dominios RGD, visando a favorecer os mecanismos de adesao e sinalizagao celular
via transducédo de sinais, que mostraram efeitos favoraveis para a diferenciacdo de
osteoblastos (XIAO et al., 1997; XIAO et al., 1998; HEALY; REZANIA, 1999;
REZANIA et al., 1999; SCHLIEPHAKE et al., 2002; TOSATTI et al., 2004;
AUERNHEIMER et al., 2005; ELMENGAARD et al., 2005; GARCIA; REYES, 2005;
SCHLIEPHAKE et al., 2005; SENYAH et al.,, 2005). No entanto, fatores criticos
parecem limitar sua aplicagdo em sitios de reparo 6sseo. Um deles refere-se a
atividade biolégica de oligopeptideos (sequéncias de 2 a 10 aminoéacidos), a qual &
significativamente menor se comparada a da proteina completa. Além disso, para

sua diferenciacao, células osteogénicas também requerem sinalizacbes a partir de
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ligacbes de integrinas a sequéncias ndo-RGD, como a GFOGER (revisado por
GARCIA; REYES, 2005).

Como o principal constituinte da matriz organica do tecido 6sseo € o colageno
| (aproximadamente 90% de sua composi¢cao) e em razao de substratos de colageno
alterarem o perfil de progressdo do fenotipo osteoblastico, favorecendo a
diferenciacdo de osteoblastos maduros (LYNCH et al., 1995), varios grupos de
pesquisa vém buscando desenvolver superficies de Ti recobertas com essa
molécula (BECKER et al., 2000; GEISSLER et al., 2000; ROEHLECKE et al., 2001;
MORRA et al., 2003; RAMMELT et al., 2004; MORRA et al., 2005; MORRA et al.,
2006; RAMMELT et al., 2006; VAN DEN DOLDER; JANSEN, 2007). Apesar de o
colageno | estar intimamente associado aos processos de adesdo, migracao,
proliferacéo e diferenciacdo celulares (QIAN; BHATNAGAR, 1996; SODEK; MCKEE,
2000; NGUYEN et al., 2003), a eficacia desses recobrimentos em suscitar respostas
biolégicas é ainda objeto de discussao (KIM et al., 2005). Além disso, procedimentos
técnicos sao realizados visando a minimizar potenciais efeitos antigénicos e
imunogénicos do coldgeno. Embora raras, evidéncias clinicas de reacdes adversas
a matrizes colagenas acelulares podem efetivamente ocorrer (LYNN et al., 2004).

O desenvolvimento de recobrimentos biomiméticos baseados nas
caracteristicas bioquimicas da molécula de colageno destaca-se, portanto, como
uma alternativa promissora a funcionalizacdo de superficies de implantes. Analises
da estrutura molecular do colageno permitiram identificar um potente dominio de
ligacdo celular em sequéncia da cadeia ol(l), relacionado principalmente aos
processos de adesdo e diferenciagdo celulares (BHATNAGAR et al., 1997,
BHATNAGAR et al., 1999). Esses estudos levaram a sintese do polipeptideo P-15,

gue mimetiza a sequéncia de aminoacidos contida nos residuos 766-780 da cadeia
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de colageno, referida como GTPGPQGIAGQRGVV. O P-15 ¢, aproximadamente,
4500 vezes mais potente que sequéncias RGD na competicdo por ligacdo a
receptores celulares (BHATNAGAR et al., 1999).

Estudos in vitro demonstraram que o P-15, combinado a matriz 6ssea
inorganica bovina (PepGen P-15®, DENTSPLY Friadent), promove os processos de
migracdo, diferenciacdo e morfogénese celulares (QIAN; BHATNAGAR, 1996;
BHATNAGAR et al., 1999; LALLIER et al., 2001; HANKS; ATKINSON, 2004); na
forma de hidrogel, favorece a formacdo de nodulos de matriz mineralizada
(NGUYEN et al., 2003). Estudos in vivo demonstraram que o P-15 tem sido utilizado
com sucesso no tratamento de defeitos 6sseos periodontais (YUKNA et al., 1998;
YUKNA et al., 2000; YUKNA et al., 2002; BARROS et al., 2006; ETO et al., 2007,
SUAID et al., 2010), na preservacdo de rebordo alveolar ap6s extracdo (BARBOZA
et al., 2002; NEIVA et al., 2008) e como material de enxerto para levantamento de
seio maxilar (KRAUSER et al., 2000; SMILER, 2001; DEGIDI et al., 2004). Pelos
resultados promissores do P-15, a DENTSPLY Friadent desenvolveu um método
para imobilizacdo de diferentes concentracdes desse polipeptideo sintético sobre a
superficie  Plus recoberta com camada de hidroxiapatita (proprietary
processing/segredo industrial), visando a potencializar o processo de neoformacao
0ssea nos sitios de implantacdo. Apesar de ndo haver estudos in vitro sobre os
efeitos da funcionalizagdo de microtopografias de Ti com P-15 sobre o
desenvolvimento do fendtipo osteogénico, avaliacdes iniciais em modelo animal
apontam para beneficios em parametros da osteogénese ao redor de implantes

(BARROS et al., 2009; LUTZ et al., 2010).
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RESUMO

Os eventos celulares e extracelulares que ocorrem durante o processo de
osseointegracdo do titanio (Ti) sédo influenciados pelas propriedades fisicas e
guimicas de sua superficie. Modificacdes bioquimicas de topografias complexas de
Ti permitem o desenvolvimento de novas superficies de implantes funcionalizadas
com moléculas bioativas, visando a promover a osteogénese de contato e a
osseointegracdo. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos, sobre a
osteogénese in vitro, da funcionalizagdo de microtopografia de Ti com
concentracfes distintas de peptideo sintético andlogo a uma sequéncia de amino-
acidos do colageno tipo I, relacionada a adeséo e diferenciacdo celulares. Células
osteogénicas primarias derivadas de calvarias de ratos foram plagueadas sobre
superficies de Ti: 1) usinada e lixada (Usinado); 2) com microtopografia (Plus); 3)
Plus com recobrimento de hidroxiapatita (Plus+HA); 4) Plus+HA, com baixa
concentracéo de P-15 (P-15 low); 5) Plus+HA, com alta concentracdo de P-15 (P-15
high). Por periodos de até 21 dias, foram avaliados: morfologia celular e estagios de
adesao e espraiamento celulares; viabilidade celular, proporcéo de células no ciclo
celular e numero total de células; imunolocalizacdo de proteinas da matriz
extracelular ndo-colagena; expressao de marcadores do fenotipo osteoblastico por
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (Real-time PCR); atividade de
fosfatase alcalina (ALP); proporcdo de células em apoptose e formacédo de matriz
mineralizada. Avaliaram-se, também, os aspectos topograficos das superficies, por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) de alta resolucdo, e o molhamento de

superficie, pelo método da gota séssil. As superficies Plus modificadas
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apresentavam camada superficial constituida por agregados de material acicular, os
quais eram menos evidentes em P-15 high. Todas as superficies eram hidrofobicas,
sendo que a funcionalizagcdo com P-15 proporcionava tendéncia a hidrofilicidade em
equilibrio. Ap6s 4 h, observou-se que as superficies com microtopografia
apresentavam menor proporcdo de células nos estagios 3 e 4 de espraiamento
guando comparadas com o0 Usinado (p<0,05). A viabilidade celular por MTT
demonstrou valores maiores para as superficies Plus modificadas aos 3 dias
(p<0,05). Em 1 dia, acumulos extracelulares de osteopontina (OPN) foram evidentes
apenas sobre Plus+HA, P-15 low e P-15 high, com maior extensdo em 3 dias. Em 7
dias, areas imunomarcadas para sialoproteina 6ssea (BSP) eram menos extensas
sobre Plus e Plus+HA. Para os grupos com microtopografia, foram observados
valores de RNAmM: menores para RUNX2 em 7 dias em comparacdo ao Usinado;
para fosfatase alcalina (ALP), maiores em 10 se comparados a 7 dias; menores para
BSP e maiores para OPN em 7 e 10 dias, quando comparados ao Usinado. Em 10
dias, observou-se reducéo significante (p<0,05) na atividade de ALP nas superficies
com microtopografia em comparacao ao Usinado. Aos 14 dias, formagdes nodulares
tipicas de matriz mineralizada, marcadas para BSP em sua periferia, foram
observadas apenas nos grupos Usinado e Plus. No entanto, a quantificacdo do
vermelho de Alizarina (ARS) revelou valores maiores para as culturas sobre
superficies Plus modificadas em 14 e 21 dias (p<0,05). Concluiu-se que a
microtopografia de Ti Plus, nanoestruturada com HA para funcionalizacido de P-15,
altera o processo de aquisicdo do fendtipo osteogénico in vitro, resultando no
aumento da formacao de matriz calcificada, em padréo predominantemente diferente
ao de tipicas formacOes nodulares observadas sobre superficies planas na

microescala.
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1 INTRODUCAO

Na Implantodontia, uma das estratégias utilizadas para promover os eventos
bioldgicos que ocorrem na regido interfacial durante o processo de osseointegracao
€ a modificacdo de superficie dos implantes, uma vez que as interacdes de células e
tecidos com os biomateriais sdo afetadas pelas caracteristicas fisicas e quimicas de
sua superficie (KIESWETTER et al., 1996; BRUNSKI et al., 2000). Em relacéo as
modificacdes nos aspectos topograficos, estudos in vitro e em modelos animais tém
demonstrado que superficies estruturadas na microescala (1-10 um) favorecem a
osseointegracao por meio de alguns fatores, destacando-se: 1) formacéo de coagulo
de fibrina e ativacdo de plaquetas mais precoces (DAVIES, 1998; PARK; DAVIES,
2000; PARK et al., 2001; DI IORIO et al., 2005), 2) microambiente tridimensional
adequado a formacdo 6ssea (MATSUZAKA et al., 2003), 3) aumento da sintese e
secrecao de fatores de crescimento com efeitos sobre o tecido 6sseo (BOYAN et al.,
2003) e 4) reducédo da atividade osteoclastica controlada por fatores secretados por
osteoblastos (LOSSDORFER et al., 2004). Estudos mais recentes revelam que
associacdes de micro e submicrotopografias (entre 100-150 nm e menores do que 1
pum; ROSEI, 2004) promovem efeitos de sinergismo nas respostas teciduais,
resultando em aumento da proliferacdo celular (ZINGER et al.,, 2004; TAN;
SALTZMAN, 2004), de atividades celulares (TAN; SALTZMAN, 2004), da expresséo
de marcadores da diferenciacdo osteoblastica (MENDONCA et al.,, 2010) e da
formacao de nddulos de matriz mineralizada in vitro (WIELAND et al., 2005).

As superficies de biomateriais podem ser também modificadas por métodos

bioquimicos, visando a disponibilizacdo de proteinas, enzimas ou peptideos
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bioativos para a inducédo de respostas celulares e teciduais especificas na regiao
interfacial (PULEO; NANCI, 1999; MORRA, 2006; BEUTNER et al.,, 2010).
Inicialmente foram desenvolvidas superficies de Ti modificadas com peptideos e/ou
proteinas com sequéncias Arginina-Glicina-Aspartato (Arg-Gly-Asp ou RGD), as
quais favorecem os processos de adesédo celular e sinalizacéo celular via transducao
de sinais (TOSATTI et al., 2004), com efeitos favoraveis para a diferenciacdo de
osteoblastos (XIAO et al., 1997; XIAO et al., 1998; HEALY; REZANIA, 1999;
REZANIA et al., 1999; SCHLIEPHAKE et al.,, 2002; AUERNHEIMER et al., 2005;
ELMENGAARD et al., 2005; GARCIA; REYES, 2005; SCHLIEPHAKE et al., 2005;
SENYAH et al., 2005).

Como a molécula de colageno | € o principal constituinte da matriz organica
do tecido 6sseo, intimamente associada aos processos de adesdo, migracao,
proliferacéo e diferenciacao celulares (QIAN; BHATNAGAR, 1996; SODEK; MCKEE,
2000; NGUYEN et al., 2003), observa-se crescente interesse em utiliza-la como
recobrimento biomimético. Superficies de Ti recobertas com colageno | apresentam
maior espraiamento celular e formacdo mais rapida de adesdes focais (GEISSLER
et al., 2000; MORRA et al., 2003), modificacdes no perfil de expressdo de RNAm de
marcadores da diferenciacéo osteoblastica (DE ASSIS et al., 2009), com tendéncia a
maior formacdo Ossea adjacente a implantes em tibia de ratos (RAMMELT et al.,
2004).

Pesquisas relacionadas ao recobrimento biomimético com colageno
permitiram identificar um potente dominio de ligacdo celular em seqiiéncia da cadeia
al(l), envolvido nos processos de adesao e diferenciacédo celulares (BHATNAGAR
et al., 1997, BHATNAGAR et al., 1999). Esses estudos levaram a sintese do

polipeptideo P-15, que mimetiza a sequéncia de aminoécidos contida nos residuos
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766-780 da cadeia de colageno, referida como GTPGPQGIAGQRGVV. O P-15 &,
aproximadamente, 4500 vezes mais potente que sequéncias RGD na competicao
por ligacdo a receptores celulares (BHATNAGAR et al., 1999). Estudos in vitro
demonstraram que o P-15 combinado a matriz 6ssea inorganica bovina (PepGen P-
15°, DENTSPLY Friadent, Mannheim, Alemanha) promove os processos de
migracdo, diferenciacdo e morfogénese celulares (QIAN; BHATNAGAR, 1996;
BHATNAGAR et al., 1999; LALLIER et al., 2001; HANKS; ATKINSON, 2004); na
forma de hidrogel, favorece a formacdo de ndodulos de matriz mineralizada
(NGUYEN et al., 2003). Estudos in vivo demonstraram que o P-15 tem sido utilizado
com sucesso no tratamento de defeitos 0sseos periodontais (YUKNA et al., 1998;
YUKNA et al., 2000; YUKNA et al., 2002; BARROS et al., 2006; ETO et al., 2007,
SUAID et al., 2010), na preservacdo de rebordo alveolar apds extracdo (BARBOZA
et al., 2002; NEIVA et al., 2008) e como material de enxerto para levantamento de
seio maxilar (KRAUSER et al., 2000; SMILER, 2001; DEGIDI et al., 2004). Pelos
resultados promissores do P-15, desenvolveu-se um método para imobilizacao de
diferentes concentracdes desse polipeptideo sintético sobre a superficie Plus,
utilizando recobrimento de hidroxiapatita (DENTSPLY Friadent, proprietary
processing/segredo industrial), visando a potencializar o processo de neoformacao
O0ssea nos sitios de implantagcdo. No entanto, avaliagbes dessas superficies
utilizando modelo de osteogénese in vitro ainda néo foram realizadas.

O presente estudo objetivou avaliar os efeitos da funcionalizacdo de
superficies de Ti Plus com duas concentracdes do peptideo sintético P-15 sobre

importantes eventos do desenvolvimento do fenétipo osteogénico in vitro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacao das superficies de Ti

Para os experimentos com culturas de células osteogénicas, foram utilizados
discos de Ti de 13 mm de diametro e 2 mm de altura, caracterizados por 5
superficies distintas: 1) usinada e lixada (Usinado; Realum, S&o Paulo, Brasil); 2)
com microtopografia obtida por jateamento e condicionamento &cido, em processo
semelhante ao aplicado a implantes (Plus, DENTSPLY Friadent); 3) Plus com
recobrimento de hidroxiapatita (PLUS+HA); 4) Plus com recobrimento de HA,
contendo baixa concentracdo de P-15 (P-15 low); 5) Plus com recobrimento de HA,
contendo alta concentracdo de P-15 (P-15 high).

Os grupos 1 e 2 serviram como controles da funcionalizacdo da superficie
Plus com diferentes concentracdes de P-15.

As amostras foram preparadas e esterilizadas pelo Dr. Dieter Scharnweber,
da Technische Universitat Dresden, Institut fir Werkstoffwissenschaft - Materials
Science (Dresden, Alemanha). Os processos de obtencédo de todas as superficies
experimentais ndo foram revelados (proprietary processing/segredo industrial).
Todas as superficies foram caracterizadas quanto a topografia e ao molhamento. As
caracteristicas de topografia das superficies foram avaliadas, qualitativamente, por
microscopio eletrénico de varredura (MEV) Jeol JSM 7400F, operado a 1,5 kV, do
Laboratory for the Study of Calcified Tissues and Biomaterials da Université de
Montréal (Canada). O molhamento da superficie foi determinado pela medida inicial
(tempo 0) e em equilibrio (apds 5 min) do angulo de contato estéatico pelo método da

gota seéssil (ADAMSON; GAST, 1997) com medidor OCA-20 (DataPhysics
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Instruments, Bonlanden, Alemanha), usando uma gota de meio de cultura com

suplementos (descrito abaixo) sobre todas as superficies, a temperatura de 28°C.

2.2 Isolamento celular e culturas de células osteogénicas

As células foram isoladas por digestdo enzimatica sequencial, com solucao de
tripsina e colagenase, de fragmentos de calvarias de ratos Wistar recém-nascidos,
com 2-4 dias (NANCI et al.,1996; IRIE et al., 1998; DE OLIVEIRA et al., 2003; DE
OLIVEIRA; NANCI, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2007; SCHWARTZ FO et al., 2007).
Todos os procedimentos com animais estavam de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Campus de Ribeirdo Preto da USP (Protocolo n® 08.1.357.53.6). As
células foram plagueadas sobre os discos de Ti contidos em placas de 24 pocos, na
densidade de 2x10* células/poco, e foram cultivadas por periodos de até 21 dias em
Meio Essencial Minimo, modificacdo «, com L-glutamina (a-MEM; Invitrogen,
Carlsbad, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen), 7 mM de
B-glicerofosfato (Sigma, St Louis, EUA), 50 pg/mL de gentamicina (Invitrogen), 5
pug/mL de &cido ascorbico (Sigma) a 37°C em uma atmosfera imida contendo 5% de
CO,. O meio de cultura foi trocado a cada 2-3 dias e a progressao da cultura foi
avaliada por microscopia de fase em culturas crescidas sobre poliestireno.

Para a avaliacdo da morfologia celular por MEV, foram utilizadas células
MC3T3-E1, de linhagem osteoblastica de camundongos (MOFFATT et al., 2008;
VETRONE et al., 2009), plagueadas sobre os discos de Ti contidos em placas de 24
pocos, na densidade de 2x10* células/poco, e cultivadas por 3 dias em meio de

cultura de mesma composicéo daquela utilizada para as culturas primarias.
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2.3 Morfologia celular e estagios de adeséo e espraiamento celular

A adesdo e espraiamento celular foram avaliados por fluorescéncia direta
utilizando faloidina conjugada com Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene,
EUA), para marcacdo do citoesqueleto de actina ubiquitaria, e 4',6-diamidino-2-
phenylindole, dihydrochloride (DAPI, Molecular Probes), para marcacdo do DNA
nuclear (descricdo detalhada no item 2.5).

Para determinar as proporcdes de células nos diferentes estagios de adesao
e espraiamento (RAJARAMAN et al., 1974), células nos estagios 1 (células
esféricas), 2 (células esféricas com filipddios), 3 (células com filipddios e
lamelipddios) e 4 (células espraiadas) foram quantificadas avaliando-se 100 células
aderidas no tempo de 4 h de cultura primaria para cada superficie, usando campos
microscopicos selecionados aleatoriamente, em objetiva de 40X.

A morfologia celular foi também avaliada por MEV. No 3° dia de cultura,
células MC3T3-E1 foram fixadas com solucdo de glutaraldeido a 5% (Sigma)
tamponada com cacodilato de sédio a 0,06 M, pH 7,2 (Sigma) e rotineiramente
processadas para MEV, de acordo com De Oliveira e Nanci (2004). As amostras
foram avaliadas em microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM 7400F, operado a

1,5 kV, do Laboratory for the Study of Calcified Tissues and Biomaterials.

2.4 Determinacdo da viabilidade celular, da proporcdo de células no ciclo
celular e do numero total de células

Em 1, 3 e 7 dias, a viabilidade celular foi avaliada nos diferentes grupos pelo
ensaio colorimétrico MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]}
(Sigma), um sal que é reduzido por proteinases mitocondriais, ativas apenas em

células viaveis (MOSMANN, 1983). Aliquotas de MTT a 5 mg/mL em solucéo
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tampao salina de fosfato (Phosphate buffered saline — PBS; Gibco, Invitrogen) foram
preparadas, procedendo-se em seguida a incubacdo das culturas primarias com
esta solucdo a 10% em meio de cultura, por 4 horas a 37°C, em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO, e 95% de ar atmosférico. Apos esse periodo, as
culturas foram lavadas com 1 mL de PBS aquecido. Em seguida, foi adicionado 1
mL de solucéo de isopropanol acido (100 mL de isopropanol e 134 pyL de HCI) em
cada poco sob agitagcdo por 5 min, para a solubilizacdo completa do precipitado
formado. Aliquotas de 200 pL foram retiradas dos pocos e transferidas para placa de
96 pocos para medida colorimétrica em espectrofotdbmetro (uQuanti, BioTek
Instruments, Inc., Winooski, EUA), utilizando comprimento de onda de 570 nm.

Em 3 dias, foi determinada a proporcdo de células no ciclo celular por
imunomarcacdo ao antigeno nuclear Ki-67, expresso apenas por células durante o
ciclo celular e ndo por células em GO (SCHOLZEN; GERDES, 2000). Foram
avaliados, por epifluorescéncia, 5 discos de cada grupo experimental, em objetiva de
40X, determinando-se a proporcao de células Ki-67 positivas de um total de células
aderidas e espraiadas nao inferior a 100 (3 a 5 campos microscopicos),
quantificadas pela marcacdo do DNA nuclear por DAPI. Os meétodos de
imunofluorescéncia indireta, para a localizacdo de Ki-67, e fluorescéncia direta, para
marcacado do DNA nuclear por DAPI, estdo descritos no item 2.5.

Para quantificar o numero total de células em 7 dias, células osteogénicas
foram enzimaticamente destacadas das superficies de Ti por acdo de solucéo
contendo 1,5 mL de EDTA a 1mM, 1,3 mg/mL de colagenase e tripsina a 0,25%
(Gibco, Invitrogen). O namero de células viaveis e ndo viaveis foi contado por meio
de hemocitbmetro, apos a marcacao com azul de Tripan (Sigma). O resultado foi

expresso como o numero total de células por poco.
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2.5 Imunolocalizacdo de osteopontina (OPN), sialoproteina 6ssea (BSP) e do
antigeno nuclear Ki-67

Em 1, 3, 7, 10 e 14 dias, as células foram fixadas em paraformaldeido a 4%
em tampao fosfato a 0,1 M, pH 7,2 (PB), por 10 min a temperatura ambiente (TA).
Em seguida, as células foram processadas rotineiramente para imunofluorescéncia
indireta (DE OLIVEIRA; NANCI, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2007; SCHWARTZ FO et
al., 2007). As células foram permeabilizadas com solugcdo de Triton X-100 a 0,5%
(Acros Organics, Geel, EUA) em PB por 10 min, seguida de bloqueio com leite
desnatado a 5% em PB por 30 min. Utilizaram-se anticorpos primarios monoclonais
para BSP (1:200, WVID1-9C5, Developmental Studies Hybridoma Bank — DSHB,
lowa City, EUA) e OPN (1:800, MPIIIB10-1, DSHB), e policlonal para Ki-67 (1:70,
Diagnostic Biosystems, Pleasanton, EUA), seguidos de anticorpos secundarios
conjugados com fluoréforo Alexa Fluor 594 (fluorescéncia vermelha; 1:200,
Molecular Probes) em mesma solucéo de faloidina conjugada com Alexa Fluor 488
(fluorescéncia verde; 1:200, Molecular Probes), para visualizacdo do citoesqueleto
de actina. Para duplas marcagdes BSP/vermelho de Alizarina (ARS; Sigma) (DE
OLIVEIRA et al., 2007; DE OLIVA et al., 2009), utilizou-se anticorpo secundario
conjugado com Alexa Fluor 488 (fluorescéncia verde; 1:200, Molecular Probes).
Todas as incubacdes dos anticorpos foram feitas em atmosfera Umida por 60 min a
TA. Entre cada incubacao, as amostras foram lavadas trés vezes (5 min cada) em
PB. Antes da montagem para observagao microscopica, as amostras foram lavadas
rapidamente com agua destilada e os nucleos celulares, marcados com DAPI
(Molecular Probes) a 300 nM por 5 min. Os discos foram montados em laminas de
vidros, e em seguida, apés montagem de laminula de vidro Fisherbrand 12 mm

(Fisher Scientific, Pittsburgh, EUA) com meio de montagem anti-fade (Vectashield,



Material e Métodos | 41

Vector Labs, Burlingame, EUA) sobre as superficies contendo células, as amostras
foram examinadas em microscoépio de fluorescéncia Leica DMLB (Leica, Bensheim,
Alemanha) acoplado a uma camera digital. As imagens adquiridas foram

processadas com o programa Adobe Photoshop.

2.6 Andlise do grau de diferenciacdo osteoblastica por reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (Real-time PCR)

A expressdo de marcadores do fenétipo osteoblastico foi avaliada por Real-
time PCR, quantificando-se os seguintes genes: BSP, fosfatase alcalina (ALP), fator
de transcricao relacionado ao runt tipo 2 (Runx2) e OPN. Como controle foi avaliada
a expressado do gene constitutivo GAPDH.

Nos tempos de 7 e 10 dias, foi realizada a extracdo do RNA total através do
kit SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, EUA), de acordo com
especificacdes do fabricante. Em seguida, o RNA total foi quantificado em diferentes
comprimentos de onda (260, 280, 230 e 320 nm) no aparelho GeneQuant 1300 (GE
Healthcare, Cardiff, Reino Unido).

Apos extragdo do RNA total, o cDNA foi sintetizado a partir de 1 ug de RNA
por reacdo de transcricdo reversa utilizando o Kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, EUA), de acordo com as instru¢des
do fabricante. Brevemente, foram adicionados ao RNA: 2 yL de (10X) RT buffer, 0,8
ML de (25X) dNTP mix (100 mM), 2 uL (10X) RT Random Primers, 1 uL de
MultiScribe Reverse Transcriptase, 1 uyL de RNase Inhibitor e 3,2 uL de agua DEPC,
para um volume final de 20 pL/reacdo. Em seguida, a amostra foi incubada a 25°C

por 10 min, 37°C por 120 min, 85°C por 5 min, seguido pelo resfriamento a 4°C. Ao
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final da reacdo a amostra foi mantida refrigerada e o cDNA foi estocado em freezer a
-20°C.

Para a reacdo de Real-time PCR, foram utilizadas sondas TagMan® (Applied
Biosystems) sendo as reacgfes feitas em aparelho CFX96 (Bio-Rad, Hercules, EUA).
As reacdoes de PCR em tempo real realizadas pelo sistema de sondas TagMan
foram preparadas para um volume final de 10 pL por reagédo. Para cada reacéo,
foram adicionados 5uL de TagMan Universal PCR Master Mix-No AmpErase UNG
(2X), 0,5 pL das sondas TagMan para os genes de interesse (20X TagMan Gene
Expression Assay Mix) e 11,25 ng de cDNA. As reacdes consistiram em 2 minutos a
50°C, 10 min a 95°C, e quarenta ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. Os resultados
foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold — ou ciclo limiar) e todas
as amostras foram submetidas a reac0es para a deteccdo de RNA mensageiro para
0 gene de expressdo constitutiva GAPDH e uma amostra negativa (agua) foi
submetida a reacdo com cada sonda TagMan utilizada. A normalizacdo e
quantificacdo relativa da expressdo génica foram realizadas pelo método de 27247
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Usando o método de 22T os dados foram
representados como diferenca (em vezes) na expressdo génica normalizada pelo
gene constitutivo. Atribuiu-se valor 1 para cada marcador em culturas sobre a

superficie usinada em 7 dias, permitindo, assim, comparacdes entre grupos e

tempos experimentais.

2.7 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)
A atividade de ALP foi avaliada no 10° dia, através da liberacdo de
timolftaleina por hidrolise do substrato de timolftaleina monofosfato, utilizando kit

comercial de acordo com as instrugbes do fabricante (Labtest Diagndstica, Belo
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Horizonte, Brasil). Primeiramente, 50 pL de timolftaleina monofosfato foram
misturados com 0,5 mL de tampé&o dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1, e deixados por 2
min a 37°C. A solucéo foi, entéo, acrescentada aliquota de 50 pL obtida de cada
poco, permanecendo por 10 min a 37°C. Para obter a coloracdo, foram adicionados
2 mL de Na,CO3; a 0,09 M e NaOH a 0,25 M. Apds 30 min, a absorbancia foi medida
em espectrofotbmetro (CE3021; Cecil, Cambridge, Reino Unido) utilizando
comprimento de onda de 590 nm e a atividade de ALP, medida a partir da curva
padrdo, usando a timolftaleina em uma escala de 0,012 a 0,4 pmol de
timolftaleina/h/mL. Os dados foram normalizados pelo conteddo de proteina total,

gue foi determinado pelo método de Lowry modificado (LOWRY et al., 1951).

2.8 Ensaio para deteccéao de células em apoptose

No tempo de 10 dias, determinou-se, por citometria de fluxo, a propor¢cédo de
células que exibem alteracdes na membrana plasmatica que ocorrem nos eventos
iniciais do processo de apoptose. Para isso, as células foram tripsinizadas e
marcadas com anexina V e iodeto de propideo (IP), utilizando o kit Apoptest-FITC
(Dako, Glostrup, Dinamarca). Apos analise por citbmetro de fluxo (FACS Canto, BD
Bioscience, San Jose, EUA), foram quantificadas quatro populacbes celulares: 1)
anexina V-/IP- (células viaveis), 2) anexina V+/IP- (células em estagios iniciais de
apoptose), 3) anexina V+/IP+ (células em estagios avancados de apoptose) e 4)

anexina V-/IP+ (células necroticas).

2.9 Deteccao de acumulos de calcio (formacédo de matriz mineralizada)
Em 14 e 21 dias, as culturas primarias crescidas sobre os discos de Ti foram

lavadas em solucdo de Hanks, fixadas em alcool etilico a 70% a 4°C por 60 min e
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lavadas em PBS e agua destilada. Em seguida, foram coradas ARS (Sigma) a 2%,
pH 4,2, a TA por 15 min. Apds lavagem em agua destilada, as culturas foram
processadas para tripla marcacdo com anticorpo anti-BSP (WVID1-9C5) e DAPI,
como descrito no item 2.5. As imagens foram obtidas, digitalmente, por
epifluorescéncia em microscopio Leica DMLB e por camara de alta resolucao
(Canon EOS Digital Rebel, 6.3 megapixels, com lente macro EF100 f/2.8; Canon,
Lake Success, EUA).

Acumulos de calcio foram quantitativamente determinados pelo método de
extracdo de ARS (GREGORY et al., 2004). Em cada poc¢o contendo os discos de Ti
corados com ARS, foram adicionados 280 pL de acido acético a 10% e a placa,
deixada sob agitacdo suave por 30 min. A camada de células foi, entdo, raspada
com um raspador de células e a solucao, transferida para tubos de 1,5 mL e agitada
em vortex por 30 s. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 85°C por 10 min,
resfriadas em gelo por 5 min e centrifugadas a 13.000 g por 20 min. De cada grupo
experimental foram transferidos 100 pL de sobrenadante para placa de 96 pocos e
adicionados 40 pL de NH,OH a 10% em cada poco. As amostras foram lidas em
espectrofotometro (pQuanti, BioTek Instruments), utilizando comprimento de onda
de 405 nm. A curva padrao foi realizada com dissolu¢cdes sucessivas de ARS de 0.5

a 3 mM em acetato de amonia (acido acético a 10% e NH,OH a 5 M).

2.10 Analise estatistica

Utilizou-se teste paramétrico ou ndo-parameétrico, para dados independentes
(ANOVA ou Kruskal-Wallis, respectivamente), seguido de teste de comparacfes
multiplas, quando aplicavel. O nivel de significancia foi de 5%. Os resultados sao

representativos de experimentos realizados com pelo menos duas culturas distintas.
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3 RESULTADOS

3.1 Andlise por MEV da topografia dos discos de Ti e da morfologia celular

A andlise qualitativa da topografia das superficies dos discos de Ti
demonstrou que as superficies Plus e Plus modificadas apresentavam-se com
concavidades em arranjo complexo na microescala, diferentemente do grupo
Usinado, de superficie plana com eventuais sulcos superficiais nas escalas micro e
submicrométrica, de distribuicdo aleatoria (Figura 1). Em todas as modificacfes da
Plus, notou-se a presenca de camada superficial constituida por agregados de
material acicular (needle-shaped; Figura 1E, G e 1), cujas dimensfes variavam entre
100-300 nm em seu longo eixo e eram da ordem de 40 nm em seu diametro
principal. Esses aspectos tornavam-se menos evidentes para P-15 high.

A andlise da morfologia celular revelou, em 3 dias, que as células aderidas
sobre as superficies Plus e Plus modificadas exibiam menor espraiamento se
comparadas aquelas sobre o grupo Usinado. Adicionalmente a interacdo direta do
corpo celular com o substrato, a qual era mais Obvia para a superficie plana do
grupo Usinado, as células sobre as superficies Plus e Plus modificadas
desenvolviam projecdes citoplasmaticas alongadas, de diferentes dimensdes, com
as quais estabeleciam contato com células adjacentes e com o substrato (Figura 1B,

D,F,HelJ).
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Figure 1. Microscopia eletrbnica de varredura de alta resolucdo das superficies de Ti
(A,C,E,G,I) e de células MC3T3-E1 aderidas e espraiadas sobre essas superficies aos 3 dias
(B,D,F,H,J). Note-se nas superficies Plus modificadas (E,G,l, e detalhes) recobrimento de
hidroxiapatita, gradualmente menos nitido com o aumento da concentracdo de P-15. As
células nas superficies Plus encontram-se menos espraiadas se comparadas ao grupo
Usinado, exibindo numerosas projecBes citoplasmaticas (setas) para sua adesdo ao
substrato. Barras: A,C,E,F,G,I,J = 2 um; destaques em E,G,l =200 nm; B,D,H =10 pum.
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3.2 Molhamento de superficie

Observaram-se diferencas estatisticamente significantes entre 0os grupos para
angulos de contato inicial e em equilibrio (ANOVA, p<0,05). O angulo de contato
inicial foi, em média, 80° para Usinado, e superior a 100° para Plus e Plus
modificadas. A funcionalizagdo com P-15 reduziu significativamente o angulo de

contato em equilibrio, para valores da ordem de 40° (Figura 2; Tabelas 1 e 12).

Molhamento de Superficie
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Angulo de contato

Grupos experimentais

Figura 2. Andlise do molhamento de superficie pelo método da gota séssil
(ADAMSON; GAST, 1997). Medidas dos angulos de contato inicial e em
equilibrio utilizando meio de cultura osteogénico.

Tabela 1 — Mdltiplas comparacdes (Pos-teste de Tukey) das
medidas dos &ngulos de contato inicial e em equilibrio sobre
as diferentes superficies de Ti

Comparagdes Inicial Equilibrio
Usinado x Plus 1% 5%
Usinado x Plus+HA 1% 1%
Usinado x P-15 low 5% NS
Usinado x P-15 high 1% NS
Plus x Plus+HA 5% NS
Plus x P-15 low 5% 1%
Plus x P-15 high NS 1%
Plus+HA x P-15 low 1% 1%
Plus+HA x P-15 high 5% 1%
P-15 low x P-15 high 5% NS

NS: N&o significante
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3.3 Estagios de adeséo e espraiamento celular

Culturas crescidas sobre as superficies Plus e Plus modificadas revelaram
uma proporcao significativamente menor de células nos estagios 3 e 4 (células
espraiadas) quando comparadas com o grupo Usinado (Kruskal-Wallis p<0,05;
Figuras 3 e 4). Apesar de as proporcdes de células nos estagios 3 e 4 serem
menores para Plus em relacdo a superficie Usinada, ndo houve significancia

estatistica para essa comparacao (Tabelas 2 e 12).

Usinados ’ Plus+HA P-15 low P-15 high

Figura 3. Epifluorescéncia de culturas osteogénicas crescidas sobre as diferentes superficies de Ti,
por periodo de 4 horas. Marcagdo em verde indica citoesqueleto de actina e em azul, ndcleos
celulares. Note-se reducdo do espraiamento celular sobre as superficies Plus (B) e Plus modificadas
(C-E). Objetiva de 40x. Barra = 50 ym.
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Figura 4. Propor¢éo de células osteogénicas em diferentes estagios de adesao
e espraiamento (de acordo com RAJARAMAN et al.,, 1974) crescidas sobre
diferentes superficies de Ti em 4 horas.
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Tabela 2 — Comparacdes multiplas (P4s-teste
de Fisher) de proporcdo de células nos
estagios 3 e 4 em culturas osteogénicas
crescidas sobre as diferentes superficies de Ti,
no tempo de 4 horas

Comparacdes

Usinado x Plus NS
Usinado x Plus+HA 1%
Usinado x P-15 low 1%
Usinado x P-15 high 1%
Plus x Plus+HA NS
Plus x P-15 low NS
Plus x P-15 high 5%
Plus+HA x P-15 low NS
Plus+HA x P-15 high NS
P-15 low x P-15 high NS

NS: Nao significante

3.4 Viabilidade celular

Em 1, 3 e 7 dias, ensaio MTT revelou valores maiores de viabilidade celular

em 3 dias para culturas sobre superficies Plus modificadas (Kruskal-Wallis, p<0,05),

mas ndo em 1 e 7 dias (p>0,05) (Figura 5; Tabelas 3 e 12).
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Usinado Plus Plus+HA P-15 low P-15 high
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Figura 5. Gréfico de barras da viabilidade celular (densidade oOptica), determinada
pelo ensaio colorimétrico MTT, de culturas osteogénicas crescidas sobre
diferentes superficies de Ti, em 1, 3 e 7 dias.
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Tabela 3 — Comparacdes multiplas (Pds-teste de
Fisher) de Vviabilidade celular de culturas
osteogénicas crescidas sobre as diferentes
superficies de Ti, em 3 dias

Comparacdes

Usinado x Plus NS
Usinado x Plus+HA NS
Usinado x P-15 low 1%
Usinado x P-15 high NS
Plus x Plus+HA 1%
Plus x P-15 low 0,1%
Plus x P-15 high 5%
Plus+HA x P-15 low NS
Plus+HA x P-15 high NS
P-15 low x P-15 high NS

NS: Nao significante

3.5 Proliferacéao celular
Em 3 dias, ndo se observaram diferencas estatisticamente significantes
(ANOVA, p<0,05) para as proporcdes de células Ki-67 positivas sobre os diferentes

substratos (Figuras 6 e 7; Tabela 12).

Plus+HA

-
.

P-15low , | P-15 high

Y
r

Figura 6. Epifluorescéncia de culturas osteogénicas crescidas sobre as diferentes superficies de Ti,
em 3 dias. Imunomarcacdo para Ki-67 (fluorescéncia nuclear vermelha) revela que a maioria das
células em todos os grupos apresenta-se em atividade proliferativa. Marcacdo em verde indica
citoesqueleto de actina e em azul, nucleos celulares. A reducéo do espraiamento celular é nitida nas
culturas sobre as superficies Plus (B) e Plus modificadas (C-E). Objetiva de 40x. Barra = 50 um.
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Figura 7. Grafico de barras do indice de proliferacéo celular (% de células Ki-
67 positivas) de culturas osteogénicas crescidas sobre as diferentes
superficies de Ti, em 3 dias.

3.6 Numero total de células
Em 7 dias, as superficies Plus e Plus modificadas exibiam menor nimero total
de células quando comparadas ao grupo Usinado (ANOVA, p<0,01) (Figura 8;

Tabelas 4 e 12).

Numero Total de Células

Usinado Plus Plus+HA P-15 low P-15 high

n® de células/pogo x 10*

PR EREREER NN
ONDPOOONDMOOON

Grupos experimentais

Figura 8. Numero total de células osteogénicas crescidas sobre as
diferentes superficies de Ti, em 7 dias. Notem-se valores menores para as
superficies Plus e Plus modificadas.
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Tabela 4 — Comparacdes multiplas (Pds-teste de
Tukey) do numero total de células osteogénicas
crescidas sobre as diferentes superficies de Ti, em

7 dias

Comparacoes

Usinado x Plus 1%
Usinado x Plus+HA 1%
Usinado x P-15 low 1%
Usinado x P-15 high 5%
Plus x Plus+HA NS
Plus x P-15 low NS
Plus x P-15 high NS
Plus+HA x P-15 low NS
Plus+HA x P-15 high NS
P-15 low x P-15 high NS

NS: Néao significante

3.7 Imunolocalizagcéo de BSP e OPN

Em 1 e 3 dias, a marcacédo para OPN ocorria em uma proporgdo importante
de células osteogénicas, tanto em regido perinuclear como em pontos dispersos
pelo citoplasma. Acumulos extracelulares de OPN eram evidentes apenas em
culturas crescidas sobre as superficies Plus+HA, P-15 low e P-15 high, os quais
estavam associados a células OPN-positivas. Em 3 dias, esses acumulos de OPN
eram mais extensos do que em 1 dia (Figura 9A-K).

Em 7 e 10 dias, a localizacdo de BSP era perinuclear e em pontos dispersos
pelo citoplasma em areas de maior densidade celular sobre todas as superficies.
Acumulos extracelulares ocorriam ou ndo em associacdo a essas areas.
Qualitativamente, eram menos extensas as areas imunomarcadas para BSP nos
grupos Plus e Plus+HA, expressiva nesse ultimo, sobretudo em 7 dias (Figura 9L-U).
Em 10 dias, a marcacao simultanea de BSP e OPN podia ser observada em células

organizadas em areas de multicamadas celulares nas culturas sobre a superficie
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usinada (Figura 9Q). Em relacdo as demais superficies, areas BSP-positivas com

discreta marcacao para OPN eram observadas apenas para 0s grupos com P-15.

Usinado Plus Plus+HA P-15low P-15 high

Figura 9. Epifluorescéncia de culturas osteogénicas crescidas sobre as diferentes superficies de Ti
por periodos de 1 (A-E), 3 (F-K), 7 (L-P) e 10 (Q-U) dias. Marcacédo em vermelho indica OPN em A-K
e BSP em L-U. Fluorescéncia verde revela citoesqueleto de actina em A-K e OPN em Q, enquanto
gue a azul, os nucleos celulares (A-U). Notam-se acumulos extraceluares de OPN em C-E e I-K e
extensas areas BSP-positivas em T e U. A barra de escala indica 50 ym para A-K,Q e 200 ym para L-
P,R-U.
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3.8 Andlise do grau de diferenciacdo osteoblastica por Real time PCR

As culturas crescidas sobre as superficies Plus e Plus modificadas exibiram
valores de RNAmM menores para RUNX2 em 7 dias em comparagcdo ao grupo
Usinado, aumentando em 10 dias apenas para as Plus modificadas (ANOVA a dois

fatores de variacao, p<0,05) (Figura 10; Tabelas 5 e 12).

RUNX?2

1,2
T
£ 10
<
© o8
Q 0,6
é ’ m 7 dias
< 0.4 m 10 dias
£ 02
IS

o0 4—71—7-—+7m—

Usinado Plus Plus+HA P-15low P-15 high

Grupos experimentais

Figura 10. Expresséo do fator de transcricdo RUNX2 em culturas primarias
osteogénicas crescidas sobre as diferentes superficies de Ti, em 7 e 10
dias. Os dados foram normalizados pelo gene constitutivo GAPDH, tendo
sido atribuido o valor 1 para o grupo Usinado em 7 dias.

Tabela 5 — ANOVA a dois fatores (pés-teste de Tukey), referente a expressao de RUNX2 em
7 e 10 dias em culturas crescidas sobre as superficies de Ti. Grupos e tempos estao
indicados por nimeros, de 1 a 10

1 | 7 dias - Usinado 1/2|3|4|5|6|7|8|9]| 10
2 7 dias - Plus 1 * * * * * * * * *
3 | 7 dias - Plus+HA 5 " | = "
4 7 dias - P-15 low
5 | 7 dias - P-15 high 3
6 10 dias - Usinado 4 * *
7 | 10 dias - Plus 5
8 10 dias - Plus+HA 6
9 10 dias - P-15 low
10 | 10 dias - P-15 high ’ * ¥
8
9 * * * * *
10

*p<0,05



Resuwdtodoy

|

56

Os valores de RNAm para ALP foram significativamente maiores em 10 dias

se comparados a 7 apenas para as culturas sobre as superficies Plus e Plus

modificadas; para o grupo Usinado, observou-se expressiva reducao de 7 para 10

dias (ANOVA a dois fatores de variacéo, p<0,05) (Figura 11; Tabelas 6 e 12).

Tabela 6 — ANOVA a dois fatores (pds-teste de Tukey), referente a expressdo de ALP em 7 e
10 dias em culturas crescidas sobre as superficies de Ti. Grupos e tempos estao indicados

1,2
1,0
0,8

mRNA BSP/GADPH

Usinado

Plus

Grupos experimentais

ALP

il]JJJ

Plus+HA P-15low P-15 high

m 7 dias

m 10 dias

Figura 11. Expressao de ALP em culturas primarias osteogénicas crescidas
sobre as diferentes superficies de Ti, em 7 e 10 dias. Normalizacdo pelo
gene GAPDH, atribuindo-se o valor 1 para o grupo Usinado em 7 dias.

por nimeros, de 1 a 10

7 dias - Usinado

7 dias - Plus

7 dias - Plus+HA

7 dias - P-15 low

7 dias - P-15 high

10 dias - Usinado

10 dias - Plus

10 dias - Plus+HA

10 dias - P-15 low

Blo|o(~N|jo|o|s|wN|-

10 dias - P-15 high

OQIOIN|O || |IW|IN]|F

(=Y
o

*p<0,05
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Para BSP, observaram-se valores significativamente maiores de RNAmM de 7
para 10 dias para todos os grupos, com 0s maiores valores para o grupo Usinado

(ANOVA a dois fatores de variacdo, p<0,05) (Figura 12; Tabelas 7 e 12).

BSP

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5 m 7 dias
1,0 m 10 dias
iy _H N

o NN M N N

Usinado Plus Plus+HA P-15low P-15 high

mRNA BSP/GADPH

Grupos experimentais

Figura 12. Expresséo de BSP em culturas priméarias osteogénicas crescidas
sobre as diferentes superficies de Ti, em 7 e 10 dias. Normalizacéo pelo
gene GAPDH, atribuindo-se valor 1 para o grupo Usinado em 7 dias.

Tabela 7 — ANOVA a dois fatores (pOs-teste de Tukey), referente a expressdo de BSPem 7 e
10 dias em culturas sobre as superficies de Ti. Grupos e tempos estdo indicados por
nameros, de 1 a 10

1 7 dias - Usinado 112(3(4|5|6|7|8|9] 10
2 7 dias - Plus 1 * | x| % | % * | * *
3 | 7 dias - Plus+HA 5
4 7 dias - P-15 low
5 | 7 dias - P-15 high 3
6 | 10 dias - Usinado 4
7 | 10dias - Plus 5
8 | 10 dias - Plus+HA 6 | * | * | * | x|~ T 1 =1 =
9 10 dias - P-15 low
10 | 10 dias - P-15 high ’ Bl el B I
8 * * * *
9 * * * *
10 * * * *

*p<0,05
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Valores significativamente maiores de expressdo de RNAm para OPN foram
detectados em culturas crescidas sobre as superficies Plus e Plus modificadas em 7
dias e, em 10 dias, naquelas sobre as superficies Plus modificadas, com pico de

expressdo para P-15 low (ANOVA a dois fatores de variacdo, p<0,05) (Figura 13;

Tabelas 8 e 12).

OPN
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5
?D: 10
o 8
8 6 | 7 dias
<Z( 4 ® 10 dias
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Usinado Plus Plus+HA P-15low P-15 high

Grupos experimentais

Figura 13. Expressdo de OPN em culturas primarias osteogénicas
crescidas sobre as diferentes superficies de Ti, em 7 e 10 dias.
Normalizacdo pelo gene GAPDH, atribuindo-se valor 1 para o grupo
Usinado em 7 dias.

Tabela 8 — ANOVA a dois fatores (pds-teste de Tukey), referente a expressao de OPNem 7 e
10 dias em culturas crescidas sobre as superficies de Ti. Grupos e tempos estéo indicados

por nimeros, de 1 a 10

1 | 7 dias - Usinado 1/2|3|4|5|6|7|8|9]10

2 7 dias - Plus 1

3 | 7 dias - Plus+tHA 2 | = * | *

4 7 dias - P-15 low 3 [+ |+ T -

5 | 7 dias - P-15 high

B B 4 * * * * *

6 10 dias - Usinado

7 10 dias - Plus 5 | *|* x| * *

8 | 10 dias - Plus+HA 6

9 10 dias - P-15 low 7

10 | 10 dias - P-15 high
8 * * * * *
9 * * * * * * * * *
10 * * *
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3.9 Atividade de ALP

Em 10 dias, observou-se reducdo estatisticamente significante (Kruskal-
Wallis, p<0,05) na atividade de ALP em culturas sobre as superficies Plus e Plus
modificadas, se comparadas ao grupo Usinado (Figura 14; Tabelas 9 e 12). A
funcionalizacdo com P-15 ndo alterou os valores de atividade de ALP quando

comparados aos obtidos para as superficies Plus e Plus+HA.

Atividade de Fosfatase Alcalina

o 60
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=

T 50

£

;—3 40

2 20
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©
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Usinado Plus Plus+HA P-15 low P-15 high

Grupos experimentais

Figura 14. Atividade de ALP (média + desvio padrdo, em pmol de
timolftaleina/h/mg de proteina) em culturas osteogénicas sobre as diferentes
superficies de Ti, em 10 dias. Valores menores sdo observados para as
superficies com microtopografia, se comparadas ao grupo Usinado.

Tabela 9 — Comparag8es multiplas (Pés-teste de
Fisher) da atividade de ALP de células
osteogénicas crescidas sobre as diferentes
superficies de Ti, em 10 dias

Comparacdes

Usinado x Plus 0,1%
Usinado x Plus+HA 5%
Usinado x P-15 low 1%
Usinado x P-15 high 5%
Plus x Plus+HA NS
Plus x P-15 low NS
Plus x P-15 high NS
Plus+HA x P-15 low NS
Plus+HA x P-15 high NS
P-15 low x P-15 high NS

NS: Nao significante
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3.10 Ensaio para deteccéo de células em apoptose

Em 10 dias, a funcionalizacdo com P-15 resultou na reducdo da proporcao de
células Anexina V+/IP-, em estagios iniciais de apoptose, e no aumento, da ordem
de 2 vezes, da proporcéao de células Anexina V+/IP+, em estagios mais avancados

de apoptose, em comparacao aos controles Plus e Plus+HA (Figura 15; Tabela 10).

< Usinado < Plus < Plus+HA
e =S 21 %
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Figura 15. Andlise por citometria de fluxo da proporcao de células positivas para Anexina V e iodeto
de propideo (IP) de culturas osteogénicas sobre as diferentes superficies de Ti, em 10 dias. Para
cada gréfico, quadrante superior esquerdo indica células em necrose (Anexina V-/IP+); quadrante
inferior esquerdo, células viaveis (Anexina V-/IP-); quadrante superior direito, células em estagios
avancados de apoptose (Anexina V+/IP+); quadrante inferior direito, células em estégios iniciais de
apoptose (Anexina V+/IP-).

Tabela 10 — Porcentagem de células nos estagios iniciais de apoptose
(Anexina V+/PI-) e em estagios mais avancados de apoptose (Anexina
V+/Pl+) de culturas osteogénicas sobre as superficies de Ti, em 10 dias

Grupos Anexina V+/IP- Anexina V+/IP+
Usinado 65,3% 7,6%
Plus 79,9% 8,0%
Plus+HA 80,8% 10,9%
P-15 low 64,5% 19,2%

P-15 high 68,6% 19,6%
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3.11 Formacéo de matriz mineralizada

Em 14 e 21 dias, a formacdo de matriz mineralizada nas culturas
osteogénicas sobre as diferentes superficies de Ti foi avaliada, qualitativa e
guantitativamente, por coloracdo com ARS (Figuras 16 e 17; Tabelas 11 e 12).
Formacdes nodulares tipicas de matriz mineralizada, de cor castanho-avermelhada,
ocorriam sobre a superficie plana de todos os espécimes do grupo Usinado em 14 e
21 dias. Para as superficies Plus e Plus modificadas, essas formacfes eram raras
em 14 dias e mais frequentes aos 21 dias, ainda que em menor quantidade do que
no grupo Usinado. Além disso, areas difusas, de coloracdo vermelha para a
superficie usinada e castanho-avermelhada para as superficies Plus e Plus
modificadas, podiam ser observadas nos dois tempos experimentais (Figura 16A-K).
Microscopicamente, em 14 dias observavam-se areas de intensa fluorescéncia
vermelha, de contorno irregular, imunomarcadas, em sua periferia, por BSP
(fluorescéncia verde; Figura 16L-P). A marcacao para BSP era mais evidente para
as culturas do grupo Usinado (Figura 16L).

A analise quantitativa pela extracdo do ARS permitiu identificar valores
estatisticamente maiores (ANOVA a dois fatores de variagao, p<0,05), em 14 e 21
dias, para as culturas osteogénicas sobre as superficies Plus modificadas, em
comparacao com os grupos Plus e Usinado. Aumento estatisticamente significante
de 14 para 21 dias foi observado apenas para as culturas sobre a superficie P-15
low. Enquanto que em 14 dias ndo se observaram diferengas estatisticamente
significantes entre as superficies Plus modificadas, em 21 dias a mineralizagéo era
significativamente maior para P-15 low em comparacdo a P-15 high (Figura 17;
Tabelas 11 e 12). A coloracdo com ARS das diferentes superficies de Ti expostas ao

meio de cultura osteogénico por 14 dias na auséncia de células resultou em valores
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de densidade Optica extremamente baixos, mesmo para as superficies recobertas

com HA (Figura 17; Tabela 11).

Usinado Plus Plus+HA P-15 low P-15 high

D . E l
21d - ARS
T

Figura 16. Aspectos macro (A-K) e microscépicos (L-U) de culturas osteogénicas sobre as diferentes
superficies de Ti, em 14 e 21 dias, coradas com ARS (cores vermelha e castanha em A-K e
fluorescéncia vermelha em L-U) e imunomarcadas com BSP (fluorescéncia verde em L-P). Em 14
dias, acumulos de BSP estavam associados a periferia das formagfes nodulares de matriz
mineralizada e eram mais evidentes para o grupo Usinado (L). Fluorescéncia azul em L-P indica

nucleos celulares. Barra para A-K = 2,8 mm; L-N = 100 um; O,P = 200 um; Q-U = 800 um.
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Figura 17. Quantificagdo de vermelho de Alizarina de superficies sem células,
mantidas em meio de cultura por 14 dias, e de culturas osteogénicas crescidas sobre
as diferentes superficies de Ti, em 14 e 21 dias. Notem-se valores maiores para 0s
grupos Plus modificados.

Tabela 11 — ANOVA a dois fatores (pos-teste de Tukey), referente a quantificacdo do
vermelho de Alizarina em 14 e 21 dias de culturas osteogénicas crescidas sobre as
superficies de Ti. Grupos e tempos estao indicados por nimeros, de 1 a 10

14 dias - Usinado 1/2|3|4|5|6|7(8|9] 10

14 dias - Plus

14 dias - Plus+HA
14 dias - P-15 low
14 dias - P-15 high
21 dias - Usinado
21 dias - Plus

21 dias - Plus+HA
21 dias - P-15 low
21 dias - P-15 high
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*p<0,05
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Tabela 12 — Analises quantitativas de molhamento de superficie, adesédo e espraiamento celular, viabilidade celular, proliferacdo, nimero total de células,
expressdo génica, atividade de ALP e areas marcadas com ARS de culturas osteogénicas crescidas sobre superficies de titanio Usinado, Plus, Plus+HA, P-

15 low e P-15 high

Parametros Tempo Usinado Plus Plus+HA P-15 low P-15 high P
Inicial 81,10 £ 8,77 123,93 +4,71 141,67 + 2,25 102,73 +£9,10 120,87 £ 5,35 <0,05
Molhamento de superficie o
Equilibrio 66,73 £ 9,69 114,37 + 3,36 118,50 + 5,90 38,37 £ 4,45 46,63 £ 30,26 <0,05
Adeséo e espraiamento 43,31 £ 9,40 71,75 £ 8,90 88,07 + 8,86 87,27 £ 5,94 90,99 + 4,21 <0,05
celular (Estagios 1 e 2; 3 e 4; 4h
%) 56,68 + 9,40 28,26 + 8,90 11,92 + 8,85 12,71 +£5,94 9,00+ 4,21 <0,05
1d 0,085 + 0,017 0,086 + 0,013 0,088 + 0,010 0,103 £ 0,018 0,104 £ 0,022 NS
Viabilidade celular 3d 0,124 £ 0,011 0,112 £ 0,010 0,140 £ 0,020 0,147 £ 0,006 0,132 £ 0,009 <0,05
7d 0,427 £ 0,025 0,318 £ 0,071 0,324 + 0,056 0,333+ 0,078 0,344 £ 0,123 NS
Proliferacéo (Ki-67; %) 3d 91,15 + 3,07 81,90 £ 8,65 87,58 £ 6,24 83,49 £ 5,01 89,57 £ 0,46 NS
Numero total de células 7d 18,50 + 1,86 11,36 + 2,87 10,60 +£ 1,91 11,62 +2,38 13,00 + 2,74 <0,01
7d 1,005 + 0,127 0,505 £ 0,026 0,295 + 0,013 0,454 + 0,036 0,262 + 0,031 <0,05
RNAmM para RUNX2
10d 0,376 £ 0,041 0,459 £ 0,041 0,390 + 0,028 0,529 £ 0,056 0,371 £ 0,036 <0,05
7d 1,005 £ 0,113 0,171 £ 0,003 0,029 £ 0,012 0,075 £ 0,005 0,057 £ 0,008 <0,05
RNAmM para ALP
10d 0,540 £ 0,023 0,648 £ 0,019 0,400 £ 0,064 0,545 + 0,033 0,474 £ 0,082 <0,05
7d 1,011 £ 0,165 0,117 £ 0,007 0,033 £ 0,001 0,050 £ 0,011 0,049 £ 0,006 <0,05
RNAm para BSP
10d 2,817 £ 0,206 1,121 £ 0,141 0,368 + 0,103 0,494 £ 0,065 0,515 + 0,066 <0,05
7d 1,000 + 0,034 6,057 £ 1,239 8,777 £ 0,719 8,107 £ 0,334 7,792 £ 0,631 <0,05
RNAmM para OPN
10d 1,385+ 0,127 1,403 £ 0,191 7,934 £ 0,548 10,699 + 1,130 5,745 + 0,564 <0,05
Atividade de ALP 10d 37,50 + 14,27 11,91 £ 11,80 20,04 + 13,03 16,06 + 12,13 16,77 + 6,68 <0,05
ARS 14d 1,69+ 0,24 2,09 +£0,23 4,01 £ 0,53 3,02+0,62 3,09 £ 0,55 <0,05
21d 1,93 + 0,60 1,91+0,28 3,76 £ 0,66 4,51 + 0,99 2,95+ 0,91 <0,05

NS: Nao significante
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4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que as modificacdes da
superficie Plus para a funcionalizacdo com P-15 afetaram o desenvolvimento do
fendtipo osteogénico in vitro. Observaram-se alteracdes significativas em parametros
iniciais da progressdo de culturas primarias osteogénicas, incluindo menor
proporcao de células espraiadas em 4 h, maior acumulo extracelular de OPN em 1 e
3 dias e maior viabilidade celular em 3 dias. Diferencas no perfil de expresséao de
RUNX2, ALP, BSP e OPN em 7 e 10 dias precederam a ocorréncia de maior
mineralizacao das culturas em 14 e 21 dias sobre as superficies Plus+HA, P-15 low
e P-15 high, quando comparadas aos controles Plus e Usinado. Em 21 dias, as
culturas sobre P-15 low estavam mais mineralizadas do que aquelas sobre P-15
high, mas quantitativamente semelhantes ao controle Plus+HA.

Uma das estratégias que tém sido utilizadas para promover e aumentar a
osteogénese de contato e a osseointegracdo de implantes é o desenvolvimento de
novas topografias em diferentes escalas. De fato, efeitos bioldgicos sinérgicos tém
sido observados nas associacfes de topografias em micro e submicroescalas
(ZINGER et al., 2004; TAN; SALTZMAN, 2004; WIELAND et al.,, 2005). Nesse
contexto, foi desenvolvida a superficie Plus (DENTISPLY Friadent), que apresenta
aspectos microtopograficos associados a submicrotopografia adicional, os quais
favorecem o desenvolvimento mais precoce de formacdes de matriz calcificada in
vitro (SCHWARTZ FO et al., 2007). Em estudos em modelos experimentais in vivo, a
superficie Plus apresentou alto grau de contato osso-implante (PARK et al., 2009),

maior densidade 0ssea em sitios periodontalmente contaminados (NOVAES et al.,
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2004) e alta taxa de sobrevivéncia e estabilidade de nivel 6sseo marginal a longo
prazo (DEGIDI et al., 2006).

Apesar dos beneficios clinicos alcancados até o presente momento com o
uso de implantes metalicos com microtopografias complexas, persistem os desafios
para o desenvolvimento de novas superficies que aumentem a previsibilidade do
reparo 0sseo em sitios de baixa densidade éssea e promovam sua estabilidade em
longo prazo (LAMERS et al., 2010). Nos ultimos anos, busca-se a criacdo de
nanotopografias e sua funcionalizacdo com moléculas bioativas, estratégia
promissora que visa ao controle das interacdes iniciais de células, proteinas
plasmaticas e da matriz extracelular com o substrato, as quais ocorrem em escala
nanométrica (PULEO; NANCI, 1999; MORRA, 2006; DE OLIVEIRA et al., 2007;
MENDONCA et al.,, 2008; BEUTNER et al.,, 2010). No presente estudo, a
disponibilizacdo de P-15 sobre a superficie Plus foi precedida da deposicdo de
camada de HA, de aspecto acicular de dimensdes nanométricas, como observado
em microscopia eletronica de alta resolucdo. Culturas sobre Plus+HA apresentaram
potencial osteogénico significativamente maior do que o de seu controle Plus. De
fato, a comparacdo de substratos de diferentes topografias tem demonstrado
resultados mais favoraveis para superficies estruturadas na nanoescala, como o
aumento da expressdo de marcadores especificos da diferenciacdo osteoblastica
(DE OLIVEIRA; NANCI, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2007; MENDONCA et al., 2009;
MENDONCA et al.,, 2010; LAMERS et al., 2010) e a maior formagdo de matriz
mineralizada in vitro (DE OLIVEIRA et al., 2007; LAMERS et al., 2010). Além disso,
varios estudos tém apresentado os beneficios da nanoestruturacéo de superficies de

Ti com HA, como maior proliferacdo celular (CHEN et al., 2006), maior contato 0sso-
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implante (YANG et al., 2009) e maior formacdo de tecido 6sseo ao redor de
implantes (MEIRELLES et al., 2008; YANG et al., 2010).

Aspectos das interacdes iniciais de células com os substratos sobre os quais
estdo aderidas sdo determinantes para sua Vviabilidade, diferenciacdo e,
consequentemente, o desenvolvimento de fendtipos teciduais especificos na
interface com biomateriais (VETRONE et al., 2009). No presente estudo, no tempo
de 4 h pés-plagueamento, as células sobre as superficies Plus modificadas exibiam
menor espraiamento, mantendo-se menos espraiadas em 3 dias, como observado
por microscopia de fluorescéncia e MEV. Apesar de a reducdo do espraiamento
celular estar relacionada a estagios mais avancados de diferenciacdo osteoblastica
(TOSATTI et al., 2004) e, consequentemente, a indices menores de proliferacéo,
nao se observaram, em 3 dias, diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos na proporcdo de células Ki-67 positivas, proliferativas, sendo ainda os
valores de MTT, indicativos de viabilidade e proliferacéo, significativamente maiores
para as Plus modificadas. A maior atividade osteoblastica nessas culturas poderia
estar representada pelos extensos acumulos extracelulares de OPN em 1 e 3 dias,
0s quais tém sido descritos sobre nanotopografias que estimulam a diferenciacao
osteogénica in vitro (DE OLIVEIRA; NANCI, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2007,
VETRONE et al., 2009). No entanto, a possibilidade de esses acumulos ocorrerem
por uma adsorcdo maior da proteina a superficies nanoestruturadas nao deve ser
descartada, sendo objeto de investigacao atual de nosso grupo de pesquisa.

A analise da expressao de marcadores da diferenciacdo osteoblastica por
PCR quantitativo foi realizada em 7 e 10 dias, respectivamente no final da fase
proliferativa e na fase inicial do processo de mineralizacdo da matriz extracelular de

culturas primarias osteogénicas. Para as superficies Plus e Plus modificadas, foram
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observados valores de RNAmM menores para RUNX2 em 7 dias, menores para BSP
e maiores para OPN em 7 e 10 dias, quando comparados ao Usinado, além de
valores crescentes para ALP de 7 para 10 dias, o que claramente diferia do perfil de
expressao génica das culturas sobre a superficie usinada, plana na microescala.
Considerando a microtopografia da Plus como controle, as culturas sobre as
superficies Plus modificadas exibiram niveis maiores de OPN em 7 e 10 dias, e
inalterados de RUNX2 e menores de ALP (com excecado para P-15 low) e BSP em
10 dias. Adicionalmente, a comparacdo entre as superficies Plus modificadas
permitiu identificar, para P-15 low, valores maiores de RUNX2 em 7 e 10 dias e de
OPN em 10 dias, mantendo-se inalterada a expressdo de BSP nos dois tempos.
Embora pudesse se esperar uma expressao maior e mais precoce dos marcadores
de diferenciacdo osteoblastica para as culturas crescidas sobre as superficies
funcionalizadas, como observado para recobrimentos colageno | (LYNCH et al.,
1995), a interacdo das células osteogénicas com uma area superficial maior
caracteristica das superficies Plus possivelmente atrasaria a confluéncia das
culturas, resultando em menores niveis de expressdo de RNAm para RUNX2, BSP e
ALP em 7 dias. Essa interpretacédo é apoiada pelos resultados obtidos por Rosa et
al. (2009), os quais demonstraram atraso para o0s picos de expressao de RUNX2 e
ALP em células osteoblasticas crescidas sobre estrutura 3D de Ti poroso, na
comparacao com superficie plana de Ti denso, 0 que precedia um maior grau de
mineralizagdo da matriz extracelular nessas culturas.

No presente estudo, as diferencas no perfil de expressdo de RUNX2, ALP,
BSP e OPN resultaram na maior mineralizacdo das culturas sobre Plus+HA, P-15
low e P-15 high, em padrédo predominantemente difuso, com atraso da formacao de

nodulos mineralizados tipicamente observados sobre substratos planos na
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microescala. A ocorréncia concomitante de padrdo distinto de mineralizacdo seria
mediada por células osteoblasticas cuja diferenciacdo terminal ndo dependeria da
formacdo de multicamadas celulares. Ao menos em parte, esse fenbmeno pode ser
atribuido a interacdo das células osteogénicas com a microtopografia, uma vez que
sobre a Plus os nodulos de mineralizacdo eram visivelmente menores e menos
frequentes do que aqueles sobre a superficie usinada, tanto em 14 como em 21
dias. Para as Plus modificadas, esses nodulos eram raros em 14 dias e facilmente
identificaveis em 21, apesar dos valores significativamente maiores de ARS em
ambos os tempos, indicando a predominédncia de mineralizacdo difusa e a
necessidade de maior tempo para o desenvolvimento de ndédulos mineralizados
sobre essas superficies.

Apesar de as principais diferencas no processo de desenvolvimento do
fendtipo osteogénico terem sido detectadas entre as superficies Plus modificadas e
seus respectivos controles, observaram-se também diferencas significativas entre as
culturas priméarias sobre as superficies Plus modificadas, sobretudo em relacdo ao
seu potencial osteogénico. Em 21 dias, culturas sobre P-15 low exibiram maior grau
de mineralizacdo se comparadas aquelas sobre P-15 high, o que estava associado a
maior expressdao de RUNX2 e OPN para P-15 low durante o inicio da fase de
diferenciacdo osteoblastica. Esses resultados apontam para a relevancia de se
avaliarem os efeitos bioldgicos da funcionalizacdo de superficies de implantes com
diferentes concentracdes de peptideos, as quais podem afetar o padréo de resposta
celular e tecidual na regido interfacial. De fato, Lutz et al. (2010) observaram, em
estudo in vivo, que superficies de Ti com recobrimento de HA e funcionalizadas com

200 pg/mL de P-15 exibiam maior area de contato osso-implante se comparadas

aquelas com menor concentragdo do peptidio (20 ug/mL). Além disso, considerando
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0 atraso no desenvolvimento de nédulos mineralizados, mesmo que provavelmente
decorrente da interacdo das células osteogénicas com o0s aspectos
microtopograficos, seria importante  desenvolver estratégia visando a
disponibilizacdo simultanea de outro(s) peptideo(s) e/ou proteina(s) que poderiam
atuar sinergicamente (discutido em DE OLIVEIRA et al., 2008), potencializando os
efeitos biolégicos do P-15.

ModificacBes topograficas e quimicas dos biomateriais podem alterar a
energia de superficie e, consequentemente, seu molhamento (MENDONCA et al.,
2008), com efeitos biolégicos relevantes. Por exemplo, a nanoestruturacdo de
superficie de Ti por condicionamento com H,SO,4 e H,O, reduz significativamente os
angulos de contato estatico inicial e em equilibrio, indicando a natureza hidrofilica de
superficie que favorece a formacao de matriz mineralizada in vitro (DE OLIVEIRA et
al., 2007). Em modelos in vivo, a aceleracdo do processo de osseointegracao pode
ser obtida a partir da modificacdo quimica da superficie de Ti SLA (Straumann) para
SLAactive (originalmente modSLA; Straumann), alterando-a de hidrofobica para
altamente hidrofilica (BUSER et al., 2004; ZHAO et al., 2005; RUPP et al., 2006). No
presente estudo, a funcionalizacdo de PlustHA com P-15 em suas duas
concentracdes resultou em reducao significativa do angulo de contato em equilibrio,
tornando as superficies P-15 low e P-15 high moderadamente hidrofilicas, o que
poderia ser interpretado como uma vantagem adicional sobre as demais superficies.
No entanto, isso deve ser mais profundamente estudado, uma vez que as diferencas
no potencial osteogénico in vitro sobre essas superficies ndo poderiam ser
explicadas por esse parametro, ja que exibiram valores semelhantes de angulo de

contato em equilibrio.
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5 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que superficies de Ti com
microtopografia nanoestruturada com HA para funcionalizacdo de P-15 alteram o
processo de aquisicdo do fenotipo osteogénico in vitro. Culturas primarias sobre
superficies Plus modificadas exibiram modificacbes no perfil de expressdo de
marcadores osteoblasticos, resultando no aumento significativo de mineralizacdo da
matriz extracelular, em padrédo difuso que diferia das tipicas formacGes nodulares
mineralizadas observadas sobre substratos planos na microescala. Na comparacao
entre as superficies funcionalizadas com P-15, maior potencial osteogénico foi

observado para as culturas sobre P-15 low.
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