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RESUMO

A funcionalizagao de superficies nanoestruturadas de implantes metalicos com
moléculas organicas vem se destacando como estratégia importante para o
controle de eventos biolégicos que ocorrem na regido interfacial durante o reparo
6sseo. O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, a diferenciagao
osteogénica sobre titdnio com nanotopografia (Ti-nano) funcionalizada com
polifendis (PPHE) obtidos de extrato de bagaco de uva. Superficies de Ti-nano
funcionalizadas com PPHE e seus controles foram caracterizadas por métodos de
microscopia de fluorescéncia e eletronica, conteudo fendlico total, atividade
antioxidante, molhabilidade e potencial zeta, e a diferenciagao osteogénica, por
imunofluorescéncia, viabilidade celular, expressdao de marcadores chaves da
diferenciagdo osteoblastica e mineralizagdo da matriz extracelular. A
nanotopografia de Ti foi obtida por meio de condicionamento quimico de solugao
de 4&cido sulfurico e perdéxido de hidrogénio a 30 volumes (1:1). Células
osteoblasticas da linhagem UMR-106 foram utilizadas para os experimentos com
culturas de células. Os resultados mostraram que a funcionalizagdo de Ti-nano
com solugao de extrato de bagacgo de uva a 1 mg/mL permite a disponibilizagdo de
PPHE sobre sua superficie nanotopografica de TiO,, em quantidade e distribuicao
variadas na dependéncia do solvente utilizado, sendo mais abundante e menos
inomogénea com o meio de cultura. A presengca de conteudo organico rico em
PPHE sobre Ti-nano foi confirmada por autofluorescéncia vermelha e MEV,
atenuando os aspectos nanotopograficos da superficie do metal, e reduzindo a sua
alta molhabilidade, como também por espectroscopia no UV-vis e atividade
antioxidante. A analise do potencial zeta indicou que os PPHE eram estaveis sobre
a superficie de Ti-nano, com a qual exibiam ligagdes eletrostaticas fracas. A
interagéo de células UMR-106 com Ti-nano funcionalizado com solugao de extrato
de bagaco de uva a 0,01 yg/mL, 1 yg/mL ou 1 mg/mL resultou em tendéncia a
maior atividade osteogénica para a maior concentragdo (1mg/mL), com valores
menores de viabilidade celular, maiores de expressao de Alp, Bsp e Col, e
menores de Opn. Em conclusédo, a funcionalizagao de PPHE sobre nanotopografia
de Ti pode favorecer a atividade osteogénica em sua superficie, com potencial

para aplicagdes no desenvolvimento de implantes osseointegraveis.

Palavras-chaves: titdnio, nanotopografia, funcionalizacdo de superficie,

polifendis, uva, osteoblastos.



ABSTRACT

The functionalization of organic molecules on nanostructured surfaces of
metallic implants has been considered an important strategy for controlling
biological events that occur at the interface during bone repair. The aim of the
present study was to evaluate, in vitro, the osteogenic differentiation on a
nanostructured titanium (Ti-nano) surface functionalized with polyphenols
(PPHE) obtained from grape pomace extract. The PPHE-functionalized Ti-nano
surface and its controls were characterized by fluorescence and electron
microscopy methods, total phenolic content, antioxidant activity, wettability and
zeta potential. The osteogenic differentiation was assessed by
immunofluorescence, cell viability, mMRNA expression of key osteoblast markers
and extracellular matrix mineralization. The Ti-nano surface was obtained by
etching with a mixture of H,SO4/H,0, (1:1). The UMR-106 osteoblastic cell line
was used for the cell culture experiments. The results showed that the
functionalization of Ti-nano with grape pomace extract solution at 1 mg/mL
allows the availability of PPHE on its TiO2 nanotopographic surface, in varying
quantity and distribution depending on the solvent used, being more abundant
and less inhomogeneous with the culture medium. The presence of organic
content rich in PPHE on Ti-nano was confirmed by its red autofluorescence and
SEM imaging, attenuating the nanotopographic features of the metal surface,
and reducing its high wettability, as well as by UV-vis spectroscopy and
antioxidant activity. The analysis of the zeta potential indicated that the PPHE
were stable on the Ti-nano surface, with which they formed weak electrostatic
bonds. The interaction of UMR-106 cells with the Ti-nano surface functionalized
with grape pomace extract solution at 0.01 pg/mL, 1 ug/mL or 1 mg/mL resulted
in a tendency towards greater osteogenic activity for the highest concentration
(1mg/mL), with lower values of cell viability, higher expression of Alp, Bsp and
Col, and lower of Opn. In conclusion, the functionalization of PPHE on Ti
nanotopography can favor osteogenic activity on its surface, with potential for

applications in the development of osseointegrated implants.

Keywords: titanium, nanotopography, surface functionalization, polyphenols,

grape, osteoblasts.
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1 INTRODUGCAO

Os biomateriais metdlicos sdao amplamente utilizados em aplicagbes
médico-odontoldgicas devido a sua alta performance mecanica e resisténcia a
corrosdo. O principal material utilizado na engenharia biomédica ¢é o titanio (Ti),
puro ou em ligas. Algumas excelentes caracteristicas como biocompatibilidade,
osseointegracédo, propriedades mecéanicas adequadas e alta resisténcia ao
desgaste e corrosdo fazem com que as recentes pesquisas na area sejam
direcionadas ao desenvolvimento desses materiais e de suas superficies.

Considerando a interagao que existe entre os elementos teciduais e a
superficie do biomaterial, algumas modificagdes em sua estrutura quimica e
fisica com a finalidade de melhorar a sua biocompatibilidade e diminuir os
riscos de reacdes inflamatorias peri-implantares vendo sendo propostas.
Destacam-se, nessa estratégia, os revestimentos biofuncionais, constituidos de
fatores de crescimento, proteinas e peptideos da matriz extracelular e
medicamentos (SMEETS et al., 2016; FERRARIS et al., 2020).

Entre as modificagdes fisicas, a topografia de superficie dos implantes
dentarios, nas escalas macro-, micro- e nanométrica, € uma caracteristica
crucial para os fendmenos de adesao e diferenciacdo de osteoblastos durante
a fase inicial da osseointegragdo, com efeitos também sobre outros tipos
celulares que participam do reparo tecidual, bem como para a remodelacao
ossea a longo prazo (JUNKER et al., 2009; VARIOLA et al., 2011).

A rugosidade da superficie tem um papel vital na osseointegragao, além
de potencializar as propriedades biomecanicas, aumentando a retencao
mecanica e proporcionando uma boa distribuicdo de tensdes advindas da

mastigacdo. A rugosidade ou topografia da superficie pode ser dividida em trés
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niveis/escalas: macro (em torno de 10 ym), micro (em torno de 1 um) e nano
(<200 nm) (DAMIATI et al., 2018).

A macrotopografia € determinada pela geometria visivel e design cbnico
de um implante, sendo considerada uma caracteristica fundamental para um
adequado desempenho clinico (COELHO et al., 2015). Apesar disso, nos
ultimos anos, estudos tém priorizado o desenvolvimento de micro- e
nanotopografias.

A microtopografia de Ti pode ser obtida por meio de tratamentos de
superficie seguindo métodos de fabricagdo como usinagem, condicionamento
acido, anodizacdo, jateamento de areia e diferentes procedimentos de
revestimento. A presenca de micro-rugosidades na superficie do implante
permite a adeséo, proliferagao e diferenciacéo de células osteogénicas que sao
responsaveis pela producao de matriz dssea mineralizada, estabelecendo uma
interface com a superficie do implante e, consequentemente, um maior contato
osso-implante (BIC) (COELHO et al., 2015).

Modificagdes topograficas na escala nanométrica sédo realizadas com o
objetivo de aperfeigoar a interagcdo de moléculas e células com a superficie do
implante, visando a obter desempenhos biomecanicos superiores. Os efeitos
especificos da nanotopografia sobre diferentes fungdes celulares foram
demonstrados em células epiteliais, fibroblastos, mastocitos, macréfagos,
osteoblastos e células musculares (MENDONCA et al., 2008; MAXIMIANO et
al., 2018; ARIGANELLO et al., 2018). Por exemplo, alteragcdes na interacéo
inicial proteina-superficie determinadas pela nanotopografia de um biomaterial
modulam a adesao de osteoblastos a esta superficie, 0 que se constitui em

aspecto fundamental no processo de osseointegracdo (BALASUNDARAM et
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al., 2006). Outra caracteristica interessante de topografias em nanoescala é a
seletividade da adesao celular. Pesquisadores ja demonstraram a diminuicao
relativa da adesdo de fibroblastos em comparagdo a de osteoblastos sobre
superficies estruturadas em micro- e nanoescala (VETRONE et al., 2009).
Adicionalmente, a literatura mostra que topografias na submicro- € nanoescala
limitam a adesao bacteriana (QUIRYNEN; BOLLEN, 2005; VARIOLA et al.,
2014), ainda que o aumento da rugosidade de superficie pode estar associado
ao maior potencial de formacéao de biofilmes (AL-RADHA et al., 2012).

Nos ultimos anos, alguns tratamentos de superficie foram desenvolvidos
e utilizados para o controle das respostas celulares e teciduais. De Oliveira e
Nanci (2004) propuseram um tratamento de superficie de Ti por
condicionamento com uma mistura de acido sulfurico (H2SO4) e perdxido de
hidrogénio (H202) a 30 volumes a temperatura ambiente (TA), com
subsequentes lavagens ultrassbnicas com agua destilada. Por microscopia
eletrbnica de varredura de alta resolucdo, observou-se que este tratamento
quimico resultava na formacdo de uma textura uUnica caracterizada por
nanocavidades com diametro médio da ordem de 10-20 nm (Y1 et al., 2006),
com efeitos positivos em diversos aspectos relacionados a sinalizacao,
diferenciacao e funcdo de osteoblastos, resultando em estimulos a formacéao
de matriz 6ssea (DE OLIVEIRA et al., 2007; ROSA et al., 2014; KATO et al.,
2014; CASTRO-RAUCCI et al., 2016; ABUNA et al., 2019; BELLO et al., 2020).

Estudos que buscam entender o processo da osseointegragédo obtiveram
achados de que a aceleracdo deste processo pode estar associada a uma
exacerbacdo do processo inflamatério. Assim, as pesquisas com biomateriais

para implantagdo O0ssea buscam estimular o processo regenerativo/cicatricial
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de uma forma mais préxima a fisioldgica. A funcionalizagdo de superficies com
moléculas que atuam no controle dos processos imunoinflamatérios e de
formagao 6ssea surge como estratégia relevante. Nesse contexto, os polifendis
(PPHE) s&o moléculas candidatas importantes, considerando-se que estudos
recentes mostram que exibem efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios,
antibacterianos e osteogénicos (SHAVANDI et al., 2018). Ainda que os efeitos
dos PPHE sobre a atividade de macréfagos tém sido amplamente estudados
(DA CUNHA et al., 2019), sao relativamente limitados os estudos que avaliam
seus efeitos sobre osteoblastos e a atividade osteogénica, particularmente
quando disponibilizados sobre a superficie de biomateriais (TORRE et al.,
2020). Compostos organicos exdgenos que possam induzir e estimular a
sobrevivéncia, a proliferacdo, a diferenciacdo e a funcao de osteoblastos séo
importantes para a engenharia éssea, contribuindo para o processo de
remodelacao éssea mais préoximo ao fisioldgico nos periodos subsequentes ao
reparo (PAPOUTSI et al., 2008; SINGH et al., 2012).

A uva apresenta um historico importante e é apreciada de varias formas,
como fruta, passas, suco e vinho. Contém varios nutrientes, como vitaminas,
minerais, carboidratos, fibras comestiveis e fitoquimicos. Os PPHE sao os
fitoquimicos mais importantes na uva, por possuirem atividades biologicas e
beneficios para a promogéo da saude (DA SILVA et al., 1991; BRAVO, 1998;
SHRIKHANDE, 2000; WADA et al., 2007). Esses fitoquimicos sdo uma classe
de compostos quimicos constituidos de varias unidades de fendis (CsHsO),
principalmente biossintetizados naturalmente por plantas e organismos
marinhos dos quais sdo comumente extraidos. Sdo divididos em quatro grupos

principais, com base no numero e na estrutura de ligacdo das unidades
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fendlicas: flavondides, estilbenos, lignanos e acidos fendlicos, que possuem
diferentes propriedades fisicas, quimicas e biolégicas (NEVEU et al., 2010). Os
beneficios dos PPHE dietéticos na saude humana s&o amplamente
documentados, particularmente as propriedades antioxidantes e seu positivo
efeito na prevencao de doencgas, como as degenerativas, cardiovasculares, o
diabetes e as neoplasias malignas (SUREDA et al., 2014; AIRES; DELMAS,
2015; SILVA; POGACNIK, 2020).

Pela possibilidade de obtencdo de PPHE do bagago de uva, com
potenciais impactos académicos, econbmicos e sociais, um grupo
multidisciplinar de pesquisadores europeus, com a colaboracdo de nosso
grupo, vem desenvolvendo estratégias bem-sucedidas de disponibilizagao
desses compostos organicos em superficies de biomateriais bioativos classicos
para o tecido 6sseo, visando primordialmente ao controle do processo
imunoinflamatdério e ao estimulo da atividade osteogénica durante o periodo de
reparo, assim como ao de atividades antineoplasicas (SPRIANO et al., 2019).
Os resultados iniciais sdo promissores, indicando que os PPHE funcionalizados
mantém-se com atividade antioxidante e sua presenca nao altera a bioatividade

do material sobre o qual € depositado.
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2 PROPOSIGAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, os efeitos da
funcionalizagdo de nanotopografia de Ti com polifendis obtidos de extrato de
bagago de uva sobre a diferenciagdo osteogénica. Mais especificamente, 1)
caracterizar as superficies de Ti nanoestruturadas e funcionalizadas com
polifendis em relacdo a seus aspectos microscopicos, conteudo fendlico total,
atividade antioxidante, molhabilidade e potencial zeta, e 2) avaliar a
diferenciacao osteogénica por analises microscopicas, de viabilidade celular,
de expressdo de marcadores chaves da diferenciagcdo osteoblastica e de

mineralizagdo da matriz extracelular.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Preparacgao e caracterizagao das superficies de titanio
3.1.1 Preparacao das superficies de titanio
Discos de Ti comercialmente puro, grau 2, de 13 mm de didmetro por 2
mm de altura (Realum, Sao Paulo, SP, Brasil), foram usinados, lixados em lixas

de gramatura 320 e 600, lavados em ultrassom, tolueno e, em seguida,
submetidos a condicionamento em solucdo de H,SO4, a 10 N e H;O, a 30

volumes por 4 horas a T.A., sob agitagdao constante, para a obtencao de
superficie com nanotopografia (Y| et al., 2006; DE OLIVEIRA et al., 2007;
VETRONE et al, 2009). Em seguida, foram lavados em &agua destilada,
autoclavados e secos ao ar, tornando-se adequados para os procedimentos de

funcionalizagao de superficie.

3.1.2 Preparacao das solugoes para funcionalizagao das superficies de Ti
com nanotopografia

No dia anterior ao inicio dos experimentos com cultura de células,
realizou-se a manipulagao das solvéncias por meio de diluicbes seriadas para a
funcionalizagdo dos discos de Ti com superficie nanotopografica. Partindo-se
de uma solugéo estoque do extrato do bagacgo de uva preparado pelo Conselho
de Pesquisa Agropecuaria e Andlise da Economia Agricola (CREA), em
pareceria com o Instituto Politécnico de Turim (POLITO), na concentracao de
100 mg/mL, foram elaboradas solu¢des diluidas em meio de cultura constituido
de D-MEM (Invitrogen) e penicilina-estreptomicina a 1% (Sigma-Aldrich),
utilizadas para a funcionalizagdo da nanotopografia de Ti nas concentragdes de

0,01 pyg/mL, 1 yg/mL e 1 mg/mL. Essas concentragdes foram definidas com
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base nos resultados de estudo piloto, que mostrou estimulo a diferenciagao
osteogénica quando as células cresciam na presenga do extrato diluido em
meio de cultura na concentragdo de 0,01 pg/mL (Apéndice A). Para o grupo
controle, utilizou-se meio de cultura D-MEM e penicilina-estreptomicina a 1%.
Os discos de Ti foram submersos em 1 mL de cada solugcdo e mantidos
overnight a 37 °C em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2 e 95% de ar
atmosférico. Ao final desse periodo, os discos de Ti foram lavados com PBS a
37 °C (BUENO et al., 2011).

Para as analises de caracterizagcdo de superficie, inclui-se um grupo em
que o extrato de bagaco de uva era diluido em solugéo inorganica de TRIS/HCI
+ CaCly, selecionada porque atua como um tampao em pH 7,4. Nesse pH, os
PPHE tém grupos OH desprotonados e exibem carga negativa. Na presenca
de ions calcio, os PPHE desprotonados formam compostos organicos

complexos, o que pode facilitar sua adsorg¢ao na superficie de Ti.

3.1.3 Conteudo fendlico total

A analise quantitativa da funcionalizagao dos PPHE nas superficies de Ti
foi realizada pelo método de estimativa de conteudo fendlico total, utilizando-se
o reagente de Folin-Ciocalteu; o uso padrao deste reagente € para avaliagéo
de amostras liquidas, porém foi desenvolvido um protocolo especifico para
avaliar amostras solidas.

As amostras foram funcionalizadas por meio de 3 protocolos diferentes:
em solugao inorganica TRIS/HCI + CaCl;, (Ti-nano/PHHE), em meio de cultura
de células com vermelho de fenol (D-MEM) e em meio de cultura de células

sem vermelho de fenol (Ti-nano/meio/PPHE) para confirmar a eficacia da
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adsorcdo de PPHE por meio de diferentes processos de funcionalizacdo,
principalmente com e sem a presenga de aminoacidos. As amostras nao
funcionalizadas (Ti-nano) foram usadas como superficie controle para Ti-
nano/PPHE, enquanto que o substrato embebido nos dois meios de cultura de
células diferentes foi usado como referéncia para Ti-nano/meio/PPHE.

As amostras foram protegidas da luz e colocadas em frascos escuros,
submersas em solugdo de 8 mL de agua bidestilada, 0,5 mL de reagente de
Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich), 1,5 mL de Na,COs, por 2 horas a T.A. Apds
esse periodo, a solugao foi transferida para um tubo apropriado e analisada em
espectrofotdometro (UV-visible Spectrophotometer UV-2600, Shimadzu, Japao)

com absorbancia de 760 nm.

3.1.4 Microscopia e refletancia por espectrofotometria

A topografia de superficie dos discos de Ti foi observada e analisada por
microscopia eletrénica de varredura por emissédo de campo (FESEM, na sigla
em inglés), utilizando-se microscépio GeminiSEM (Carl Zeiss, Oberkochen,
Alemanha). O teste de refletdncia das amostras foi realizado em
espectrofotometro (UV-visible Spectrophotometer UV-2600, Shimadzu). As
analises de espectroscopia por energia dispersiva de raios x (EDS) foram
utilizadas para microanalise qualitativa e semiquantitativa de elementos
quimicos presentes na amostra. Para deteccao por fluorescéncia dos PPHE
funcionalizados sobre as superficies de Ti, as amostras foram examinadas em
microscopio confocal a laser (Axio Imager 2, Carl Zeiss) e as imagens
adquiridas, processadas no software Zen (Carl Zeiss). Medi¢cdes de

espectroscopia infravermelha por transformada de Fourier (FTIR) (FT-IR, IR
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Hyperion 2000, Alpha, Bruker Optics) foram realizadas para uma
caracterizacao adicional da composi¢cao quimica da superficie e do grau de
hidroxilagao. Os espectros foram registrados nos comprimentos de onda de

4000 a 600 cm™", no modo de reflexzo.

3.1.5 Molhabilidade

As superficies de Ti foram submetidas ao teste de molhabilidade
estatica, por meio da medi¢cao do angulo de contato estatico pelo método da
gota séssil. Uma gota de agua bidestilada (y = 72 mN/m) era depositada sobre
cada superficie em anadlise e sua forma, registrada por uma camera (Misura,
Expert System Solutions, Modena, Italia). As medidas de angulo de contato

foram determinadas pelo software Image J (verséo 1.47).

3.1.6 Atividade de eliminacao de radicais livres

A atividade antioxidante dos PPHE derivados do extrato do bagacgo de
uva foi avaliada, in vitro, pelo método de eliminagao de radicais livres de uma
solugdo contendo DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil). Os discos de Ti com
nanotopografia ndo funcionalizados e funcionalizados com 1 mg/mL do extrato
foram colocados em frascos escuros contendo 3 mL de solucdo DPPH a 0,1
mM e etanol por 4 horas a T.A., e a absorbancia das solu¢des, medida a 515
nm. O acido galico foi usado como controle positivo.

A porcentagem de eliminagdo do radical DPPH (% RSA, Radical

Scavenging Activity ) foi calculada utilizando-se a formula:

% RSA% =A°;—Al x 100

0
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em que AO é a absorbancia da solugdo DPPH sem as amostras, que € um
valor de referéncia para o calculo da absorbancia maxima, e A1 é a

absorbancia obtida com as amostras.

3.1.7 Potencial zeta

O potencial zeta é gerado quando um liquido é forgado a fluir
diretamente através de um pequeno espaco formado por duas superficies de
amostra com pressdo. O portador de carga anexado a camada dupla sera
removido. O potencial pode ser medido entre dois eletrodos. A medi¢cdo do
potencial zeta foi realizada usando um analisador eletrocinético comercial
(Electrokinetic Analyzer/EKA, Anton Paar GmbH, Graz, Austria). Para cada
amostra, duas fungdes de valor potencial zeta/pH foram medidas em solucao
de KCI a 0,001M. Por razbes estatisticas, quatro potenciais de fluxo foram
medidos em cada valor de pH. O valor médio desses dados foi usado para

calcular a funcao potencial zeta/pH.

3.2 Experimentos biolégicos
3.2.1 Cultura de células osteogénicas

Células da linhagem UMR-106 (ATCC® CRL1661™, American Type
Culture Collection, Manassas, VA, EUA), armazenadas em tubos criogénicos
de 2 mL submersos em nitrogénio liquido, foram descongeladas e cultivadas
em garrafas de cultura de 75 cm? (Corning Inc. EUA), com 20 mL de meio de
cultura Dubelcco’s Modified Eagle Medium (D-MEM, Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA), 10% de soro fetal bovino (Invitrogen) e 1% de penicilina-estreptomicina

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Durante todo o tempo de cultivo, as
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células eram mantidas a 37 °C em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO,
e 95% de ar atmosférico, e os meios de cultura, trocados a cada 2 dias. Apos a
confluéncia de 80%, as células eram removidas dos frascos de cultura por meio
de tratamento com EDTA a 1 mM (Gibco, Grand Island, NY, EUA) e tripsina a
0,25% (Gibco) e contadas em um contador de células automatico (Countess™
Automated Cell Counter, Invitrogen). As células eram plaqueadas diretamente
sobre uma das superficies dos discos de titanio previamente posicionados em
placas de 24 pocos (Corning Inc.), na densidade de 10.000 células/poco, e
cultivadas em meio osteogénico constituido por D-MEM (Invitrogen),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen), 2,2 mL de penicilina-
estreptomicina (Sigma-Aldrich), 5 pg/mL de acido ascorbico e 7 mM de beta-
glicerofosfato, e mantidas em atmosfera umida com 5% de CO;, e 95% de ar
atmosférico. O crescimento das células sobre o poliestireno das placas era
avaliado por observagao no microscépio de fase invertido Axiovert 25 (Zeiss

Inc., Gottingen, Alemanha).

3.2.2 Morfologia celular por microscopia de fluorescéncia

Nos dias 3 e 7 de cultura, as células foram fixadas em paraformaldeido a
4% em tampéo fosfato (PB) a 0,1 M, em pH 7,2, por 10 minutos a T.A. Em
seguida, as amostras foram processadas para imunofluorescéncia indireta
como descrito por de Oliveira e Nanci (2004). A permeabilizagao foi realizada
com solugdo de Triton X-100 a 0,5% em PB por 10 minutos, seguida de
bloqueio com leite desnatado a 5% em PB por 30 minutos. Para a marcacao
das células osteoblasticas, utilizou-se anticorpo primario para sialoproteina

ossea (BSP, na sigla em inglés) (1:200, WVID1-9C5, Developmental Studies
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Hybridoma Bank — DSHB, lowa City, IA, EUA), seguido de anticorpo secundario
conjugado com fluoréforo Alexa Fluor 594 (fluorescéncia vermelha; 1:200,
Molecular Probes, EUA) em mesma solugéo de faloidina conjugada com Alexa
Fluor 488 (fluorescéncia verde; 1:200, Molecular Probes), usada para
visualizagao do citoesqueleto de actina. As incubacdes foram realizadas em
atmosfera umida por 60 minutos a T.A. Entre as incubacbes, as amostras
foram lavadas 3 vezes em PB, por 5 minutos cada. Antes da montagem para
observagdao microscopica, os nucleos celulares foram marcados com DAPI
(Molecular Probes) a 300 nM por 5 minutos e as amostras, em seguida,
lavadas rapidamente com agua deionizada. Os discos de Ti foram montados
em laminas de vidro Fisherbrand e sobre os discos, colocadas laminulas de
vidro de 12 mm (Fisher Scientific) com meio de montagem anti-fade
Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). As amostras foram
examinadas utilizando microscopio de fluorescéncia Leica modelo DMLB
(Leica, Bensheim, Alemanha), acoplado a uma camera digital Leica DC 300F e
as imagens adquiridas, processadas com o programa Adobe Photoshop CS5.1

(Adobe Systems Inc., San Jose, CA, EUA).

3.2.3 Avaliacao da atividade mitocondrial/proliferacao celular

Aos 3, 7 e 10 dias de cultura, a proliferacdo celular foi avaliada pelo
ensaio  colorimétrico MTT {brometo de [3-(4,5-dimetilitiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazoliol]} (Sigma), que é baseado na clivagem de sal de tetrazolio,
reduzido por proteinases mitocondriais ativas apenas em células viaveis
(Mosman, 1983). Apos remocdo do meio de cultura, as células foram

incubadas com meio osteogénico + MTT a 10 % por 4 horas a 37 °C, em
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atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico.
Decorrido este periodo, o meio de cultura foi removido dos pocos e, em
seguida, adicionado 1 mL de solugéo de isopropanol acido (Merck, Darmstadt,
Alemanha) em cada pogo sob agitagdo de 5 minutos, para a solubilizagao
completa do precipitado formado. Aliquotas de 150 pL foram transportadas
para uma placa de 96 pogos para leitura em espectrofotdmetro (pQuanti,
BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, EUA) em comprimento de onda de 570

nm.

3.2.4 Analise da expressao génica de fosfase alcalina (Alp), sialoproteina
o6ssea (Bsp), colageno (Col), osteocalcina (Oc), osteopontina (Opn), fator
de transcricao relacionado ao runt (Runx2) por reacao em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real

A expressao dos genes Alp, Bsp, Col, Oc, Opn e Runx2 foi avaliada por
PCR em tempo real no dia 5 de cultura. O meio de cultura foi removido de
todos os pocos da placa contendo os discos de Ti e, posteriormente, foi
adicionado 1 mL do reagente Trizol (Invitrogen) no primeiro pogo e efetuou-se a
homogeneizagao para propiciar a lise celular. Essa mistura foi deslocada para
0 pogo seguinte até o ultimo pogo de cada grupo avaliado. As amostras foram
mantidas a T.A. durante 15 minutos e armazenadas no freezer a -20 °C por, no
minimo, 24 horas. Passado esse periodo, para cada suspensao de Trizol foram
adicionados 200 uL de cloroférmio (Merck, Darmstadt, HE, Alemanha). Os
tubos foram agitados manualmente por 30 segundos e mantidos no gelo
durante 5 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15

minutos a 4 °C a 10.500 rpm (AccuSpin Micro R, Fisher Scientific, Pittsburgh,
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PA, EUA) e a fase aquosa (superior), coletada em novos tubos de 1,5 mL.
Foram adicionados, as amostras, 250 yL de etanol a 96% (Merck) e, em
seguida, centrifugadas em colunas de silica gel presentes no kit SV Total RNA
Isolation System (Promega, Madison, WI, EUA). A solugdo amostra/etanol foi
agitada cuidadosamente e transferida para uma nova coluna de silica gel.
Foram adicionados tampdes especificos, intercalados por centrifugagdes
breves de 15 segundos a 10.500 rpm cada. ApdOs varias lavagens com
diferentes tampdes, as amostras de acido ribonucleico (RNA) foram eluidas em
agua livre de RNAse e armazenadas a -80 °C, até a confecgdao do DNA
complementar (cDNA). Em seguida, o RNA total foi quantificado em diferentes
comprimentos de onda (260, 280, 230 e 320 nm) em espectrofotdmetro
GeneQuant 1300 (GE Healthcare, Fairfield, CT, EUA). Sua integridade foi
avaliada por meio do aparelho Agilent 2100 BioAnalyzer (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EUA). A integridade do RNA foi verificada a partir de 100 ng
do RNA total, seguindo as instrugdes do fabricante, sendo que valores de RIN
(sigla em inglés para RNA integrity number) superiores a 8 foram considerados
adequados (FLEIGE; PFAFFL, 2006; SCHROEDER et al., 2006). Para
confecgao do cDNA, foi utilizado 1 uyg de RNA total por reagéo de transcrigéo
reversa utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosytems, Foster City, CA, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
Em um tubo de 200 uyL foram adicionados 1 ug de RNA total diluido em um
volume final de 10 pL livre de RNAses, 2 yL de reverse transcriptase buffer, 0,8
ML de deoxinucleotideo (ANTP), 2 uL de random primer, 1 uL de MultiScribe™
reverse transcriptase, 1 uL de RNAse inhibitor e 3,2 uL de agua DEPC (Acros

Organics, Waltham, MA, EUA), para um volume final de 20 ulL/reagcdo. Em
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seguida, as amostras foram incubadas em termociclador Master Cycler
Gradiente (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha) a 25 °C por 10 minutos, 37
°C por 120 minutos, 85 °C por 5 minutos e, posteriormente, resfriadas a 4°C.
Ao final da reacao de transcricdo reversa, as amostras de cDNA foram
estocadas em freezer a -20 °C. Para a reagao de PCR em tempo real, foram
utilizadas sondas TagMan® (Applied Biosystems) para os genes Alp, Bsp, Col,
Oc, Opn e Runx2 (Tabela 1), sendo as reagbes feitas no aparelho StepOne
Plus (Life Technologies, Carlsbad, Califérnia, EUA). As reagbes foram
realizadas em ftriplicata, utilizando 5 uL de Tagman® Gene Expression Master
Mix, 0,5 uL de Tagman® Gene Expression Master Mix (Sondas + Primers) e 4,5
pL de cDNA (11,25 ng), para um volume final de 10 pL/reacéo. As reacdes de
amplificagao consistiram em 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C, quarenta
ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C (desnaturagao e extensao).
Os resultados foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold ou
ciclo limiar), sendo esse o ponto correspondente ao numero de ciclos em que a
amplificagdo das amostras atinge um limiar (determinado entre o nivel de
fluorescéncia dos controles negativos e a fase de amplificagdo exponencial das
amostras) que permite a analise quantitativa da expressao do fator avaliado.
Como controle enddgeno, foi avaliada a expressdo do gene gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH, na sigla em inglés). Uma amostra negativa
(a4gua) foi submetida a reacdo com cada sonda Tagman® utilizada. O método
comparativo de 222! foi utilizado para comparar a expressdo génica das

células dos diferentes grupos experimentais (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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Tabela 1. Primers TagMan para RT-qPCR

Gene Gene name Identification
Runx2  Runt-related transcription factor 2 (Runx2) Rn01512298 m1l
Alpl Alkaline phosphatase (Alp) Rn01516028_m1
Ibsp Integrin binding sialoprotein (Bone sialoprotein, Bsp) Rn00561414 _m1
Sppl Secreted phosphoprotein 1 (Osteopontin, Opn) Rn00681031_m1

Bglap Bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein (Osteocalcin, Oc) Rn00566386_g1

Collal Collagen type 1 alpha 1 (Col) Rn01523366_m1

Gapdh  Glyceraldeyde-3-phosphaste dehydrogenase (Gapdh) Rn01775763_g1l

3.2.5 Deteccgao e quantificacdao das formacgoes de matriz mineralizada

Para a analise da formacgao de matriz mineralizada, nos dias 7 e 10 de
cultivo celular, as culturas foram lavadas em solucdo de Hanks, fixadas em
etanol a 70% a 4 °C por 1 hora e, em seguida, lavadas em PBS e agua
deionizada. As culturas foram, entdo, coradas com vermelho de Alizarina a 2%,
pH 4,2, a T.A. por 15 minutos, lavadas em PBS e agua deionizada e levadas a
secar a T.A. As imagens foram obtidas digitalmente com camera Canon EOS
Digital Rebel, sensor de 6.3 Megapixel CMOS, com lentes macro Canon EF
100 mm f/2.8 (Canon, Lake Success, NY, EUA). A analise quantitativa do
acumulo de calcio foi realizada pelo método descrito por Gregory et al. (2004).
Em cada pocgo, adicionaram-se 280 pL de acido acético a 10%, e as placas de
cultura foram agitadas por 30 minutos. A camada de células foi raspada e a
solucéo, transferida para tubos de 1,5 mL para, prontamente, serem agitadas
em vortex por 30 segundos. As amostras foram aquecidas a 85 °C por 10

minutos, resfriadas em gelo por 5 minutos e centrifugadas a 13.000 rpm
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durante 20 minutos. Em seguida, foram transferidos 100 yL de sobrenadante
de cada amostra, para cada pogo da placa de 96 pocos e adicionados 40 pL de
hidréxido de aménio a 10%. A leitura das placas foi realizada em

espectrofotdmetro (uQuanti), em comprimento de onda de 405 nm.

3.2.6 Analise estatistica

Os dados quantitativos obtidos com os experimentos de cultura de
células foram submetidos aos testes de aderéncia a curva normal e
homogeneidade de variancias. Constatada a normalidade da distribui¢cdo
amostral, foi aplicada a analise de variancia (ANOVA), a um ou dois fatores de
variagdo, seguida de pos-teste de Tukey. O nivel de significancia foi

estabelecido em 5%.
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4 RESULTADOS
4.1 Caracterizagao das superficies de Ti

Os resultados de caracterizacdo das superficies de Ti com
nanotopografia funcionalizadas com extrato de bagago de uva estdo
apresentados sequencialmente nos itens 4.1.1 a 4.1.5. A Tabela 2 apresenta

0s grupos avaliados.

Tabela 2. Descrigcéo e codificagdo das amostras avaliadas

Material
Titanio- Titanio- pppg  Meio de Nomenclatura
Polido Nanotopografia Cultura
1 X Ti-polido
2 X Ti-nano
3 X X Ti-nano/PPHE
(TRIS/HCI+CaCly)

4 X X Ti-nano/meio
5 X X X Ti-nano/meio/PPHE

4.1.1 Conteudo fendlico total

A Tabela 3 mostra a concentracao de PPHE em unidades GAE (mg/mL),
0 que representa que uma atividade redox analoga foi detectada em solugéo
com essa concentracdo de acido galico, um polifenol simples frequentemente
usado como molécula modelo. Nota-se que a concentracdo de PPHE € maior
apo6s o processo de funcionalizagdo em todos grupos. Os PPHE estéo
presentes na nanotopografia de Ti e sdo capazes de manter sua atividade apés
a adsorgao. Além disso, é evidente que a diluicdo do extrato de bagago de uva
em meio de cultura aumenta a precipitacdo de PPHE sobre a superficie de Ti, e

esse fendmeno se potencializa na auséncia de vermelho de fenol.
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Tabela 3. Conteudo fendlico total sobre superficies de Ti com nanotopografia

funcionalizadas com extrato de bagaco de uva

Amostras Unidades de GAE Desvio Padrao
Ti-nano 0° -
Ti-nano/PPHE
(TRIS/HCI+CaClI2) 0.0020 0.0008
Ti-nano/meio 08 i
(sem vermelho de fenol)
Ti-nano/meio/PPHE §§
(sem vermelho de fenol) 0.0136 0.0005
Ti-nano/meio $
(com vermelho de fenol) 0.0011 )
Ti-nano/meio/PPHE 0.0082 0.0025

(com vermelho de fenol)

¥ Apenas uma amostra avaliada
$5 O resultado de uma amostra néo foi considerado, por estar fora do intervalo

4.1.2 Anadlises microscodpicas e de reflectancia por espectrofotometria

A MEV revelou que as superficies de Ti-polido apresentavam-se com
riscos lineares continuos e paralelos entre si, decorrentes do tratamento de
polimento, sem aspectos adicionais relevantes na nanoescala (Figura 1, A-C).
Para as superficies de Ti-nano, as ranhuras lineares se mantinham, mas com
aspectos adicionais caracteristicos de concavidades na nanoescala que as
diferiam das superficies de Ti-polido (Figura 1, D-F). Apdés o processo de
funcionalizagdo de Ti-nano com extrato de bagago de uva, em meio aquoso
inorganico de TRIS/HCI+CaCl; (Ti-nano/PPHE) (Figura 1, G-l) ou em meio de
cultura (Ti-nano/meio/PPHE) (Figura 1, J-L), notaram-se alteragbes
topograficas na micro e na nanoescala, caracterizadas pela deposi¢cao de
aglomerados de PPHE, de dimensdes variando entre 1 e 8 ym, e por um
preenchimento parcial das nanocavidades, respectivamente. Os aglomerados
de PPHE apresentavam-se em maior quantidade quando a funcionalizacio

ocorria em meio de cultura.



40
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% F | 500000x
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®

—

Ti-nano/meio/PPHE % L | 500000x

Figura 1. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) de superficies de Ti-
polido (A-C), Ti-nano (D-F), Ti-nano/PPHE (G-I) e Ti-nano/meio/PPHE (J-L). Os
aspectos micro e nanotopograficos das superficies de Ti estdo atenuados e/ou
totalmente encobertos com a funcionalizagdo com extrato de bagago de uva,
com deposigao em maior quantidade sobre Ti-nano quando se utiliza o meio de
cultura para diluicdo do extrato.

Os resultados da analise por microscopia de fluorescéncia sao
apresentados na Figura 2. Notou-se intensa autofluorescéncia vermelha sobre
superficies de Ti-nano quando o extrato de bagago de uva era funcionalizado
por diluicho em meio de cultura destituido de vermelho de fenol (Ti-

nano/meio/PPHE). O sinal de fluorescéncia nesse grupo, associado a multiplos

agregados na microescala, era bem mais intenso se comparado ao de Ti-
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nano/PPHE (TRIS/HCI + CaCl,), com agregados de PPHE apenas ocasionais.
Superficies de Ti-nano nao funcionalizadas nao exibiram sinais de

autofluorescéncia detectaveis.

B | Ti-nano/meio/PPHE SN y’ C | Ti-nano/PPHE (TRIS/HCI+CaCl,)

Figura 2. Microscopia de fluorescéncia de superficies de Ti-nano (A),
funcionalizadas com extrato de bagagco de uva diluido em meio de cultura
destituido de vermelho de fenol (Ti-nano/meio/PPHE) (B) ou em solugao
inorganica de TRIS/HCI + CacCl, [Ti-nano/PPHE (TRIS/HCI + CacCly)] (C).
Notem-se em (B) multiplos agregados na microescala, coalescentes, com
intensa autofluorescéncia vermelha. Filtro de excitagao de 540 nm.

A presencga de biomoléculas adsorvidas nas superficies de Ti-nano foi
avaliada por espectroscopia de UV-vis (Figura 3). Uma esfera integradora foi
usada para obter espectro de reflectancia difuso, uma vez que as amostras
testadas nao sao planas e refletem a luz em diferentes direcées. O Ti-polido
possui, como esperado, uma alta reflectancia, no UV entre 200-380 nm e, de
forma maior, nas faixas de comprimento de onda visivel (380-780 nm). Uma
ampla absorg¢é&o, evidenciada como uma regido com menor reflectancia, ocorre
na faixa proxima do UV. Quando a superficie do metal é coberta por compostos
organicos, como proteinas e/ou PPHE, espera-se que a reflectancia seja
reduzida em todas as faixas exploradas de comprimentos de onda. Além disso,

uma absor¢cdo especifica (menor reflectdncia) pode ser esperada no

comprimento de onda correspondente as transicoes eletronicas especificas dos
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grupos funcionais tipicos dos compostos orgénicos adsorvidos por causa de
um efeito de absorgao.

Com o objetivo de verificar os efeitos dos diferentes processos de
funcionalizagdo dos PPHE (Figura 3), as seguintes amostras foram
comparadas: superficie de Ti-nano funcionalizada com PPHE usando D-MEM
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), superficie de Ti-nano apenas embebida em D-
MEM e superficie de Ti-polido. A curva obtida para os PPHE dissolvidos em
agua foi utilizada como referéncia. Uma comparacéo analoga foi realizada
entre as amostras funcionalizadas com PPHE ou apenas embebidas em
DMEM destituido de vermelho de fenol. Nesse caso, o uso de meio com
vermelho de fenol ndo interfere na medida.

Avaliando a Figura 4, o espectro detectado foi proximo ao relatado na
literatura para dioxido de Ti (TiO2) por PRAVEEN et al. (2014), porque até
mesmo a superficie de Ti polida é coberta por uma fina camada de titania.
Como esperado, Ti-nano apresentou uma reflectdncia mais baixa do que a
superficie polida em toda a faixa de comprimentos de onda. Isso ocorre devido
a formacao de uma camada de 6xido fina e nanotexturizada na superficie de Ti
durante o tratamento quimico para a obtencao de Ti-nano. A superficie Ti-
nano/meio apresentou um espectro com reflectancia ainda mais baixa do que a
de Ti-nano devido a presenga de compostos orgénicos adsorvidos na camada
de 6xido superficial por imersdo da amostra em meio de cultura.

Os resultados mostraram que o espectro de Ti-nano/meio/PPHE néo se
sobrepbe ao espectro de Ti-nano/meio. O Ti-nano/meio/PPHE tem uma
reflectancia ainda mais baixa e um formato de curva diferente, o que confirma a

presenca de PPHE na superficie. Além disso, deve-se notar que os acidos
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fendlicos e flavondides tém uma absorcao especifica na faixa de 270-330 nm.

O platé da curva de Ti-nano/meio/PPHE na faixa de 200 a 330 nm pode ser

atribuido, portanto, a absorcao especifica de PPHE nesta faixa.
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Figura 3. Curvas de reflectancia de superficies de Ti-nano funcionalizadas com
extrato de bagaco de uva, utilizando-se como solvente, meio de cultura D-

MEM.
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Uma comparagado semelhante utilizando amostras funcionalizadas ou
embebidas em meio de cultura destituido de vermelho de fenol foi realizada e é
apresentada na Figura 5. A tendéncia é semelhante, mesmo que a reflectancia
da amostra embebida no meio sem vermelho de fenol seja ligeiramente maior
do que a amostra correspondente embebida no meio com vermelho de fenol
(Ti-nano/meio, relatado na Figura 3) pelo motivo da adsor¢ao diminuida de
compostos organicos do meio de cultura na auséncia de vermelho de fenol.
Além disso, a forma das curvas, na regiao proxima do UV, das amostras de Ti-
nano/meio, respectivamente relatadas nas Figuras 3 e 5, & discretamente
diferente. Ao se analisar a curva de Ti-nano/meio/PPHE, novamente a
presenca dos PPHE é confirmada pela alteragcao do espectro em relacédo a
amostra apenas embebida no mesmo meio, com algumas pequenas diferencas
em relagdo a amostra Ti-nano/meio/PPHE relatada na Figura 3 (meio com

vermelho de fenol).

_ Ti-mano/meio (sem Ti-nano/meio (sem vermelho
vermelho de fenol) de fenol)/PPHE
50 - Solugdo de Polifencis
Hrglida (PPHE) em dgua
40
=
m
=
=
‘® 30
[ =]
a
T
=5
20
10
1]

130 290 390 490 530 690
Comprimento de Onda (nm)

Figura 5. Curvas de reflectancia de superficies de Ti-nano funcionalizadas com
extrato de bagago de uva, utilizando-se como solvente, meio de cultura D-MEM
destituido de vermelho de fenol.
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Um ultimo espectro foi obtido de superficie de Ti-nano funcionalizada em
solugao aquosa de TRIS/HCI + CaCl, (Ti-nano/PPHE) (Figura 6). Nota-se que o
espectro é diferente do obtido de Ti-polido na regido proxima do UV, mas
tornam-se semelhantes na faixa de luz visivel. Este efeito ocorre porque, na
auséncia de compostos organicos na solucado funcionalizante, os PPHE séao
depositados na superficie de Ti-nano como agregados, sem resultar na
formacdo de uma camada de compostos adsorvidos cobrindo quase a

totalidade da superficie; a alta reflectancia da luz visivel é, assim, mantida.

Ti-nano/meio,/PPHE — Ti- —  Ti-polido
(sem wvermelho de fenol) nano/meio

Reflectancia %

200 250 3K 350 500 550 600

Comprimento de onda (nrm)

Figura 6. Curvas de reflectancia de superficies de Ti-nano funcionalizadas com
extrato de bagago de uva, utilizando-se como solvente, solu¢do aquosa de
TRIS/HCI + CaCl,.

Os resultados de espectroscopia por energia dispersiva (EDS) revelaram
que as superficies de Ti-polido e Ti-nano sdo compostas por apenas trés
elementos: carbono, oxigénio e hidrogénio (Figura 7). Em relagcdo a diferencga
entre a composicdo quimica da superficie de Ti-polido e Ti-nano, quase

nenhuma alteracdo foi observada, com exceg¢do para o aumento do conteudo
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de oxigénio, de 0 para 1,89%, respectivamente. Em contraste, quando é feita a
mesma comparagao entre as superficies de Ti-nano e Ti-nano/meio/PPHE ou
Ti-nano/PPHE  (funcionalizada em solu¢gdo aquosa de PPHE em
TRIS/HCI+CaCl2), observam-se aumento consistente de carbono e diminuigéo
de oxigénio. A presenga de outros elementos, como célcio, enxofre, cobre e
zinco, ndo pode ser considerada relevante, por ser inferior ao limite de
quantificagdo. A presenga de quantidades detectaveis de cloro sugere que
alguns sais presentes no meio de cultura sdao depositados sobre a superficie de
Ti. Nota-se, ainda, a ocorréncia de agregados com alto conteudo de carbono
sobre a superficie de Ti-nano, em quantidades maiores sobre aquelas
funcionalizadas com PPHE diluidos em meio de cultura. Sobre Ti-nano/PPHE,

o carbono é também detectavel fora dos precipitados.
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Figura 7. Espectroscopia por energia dispersiva (EDS) das superficies de Ti-

polido, Ti-nano, Ti-nano/PPHE e Ti-nano/meio/PPHE.
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Os espectros de FTIR das superficies de Ti-nano funcionalizadas ou nao
com PPHE sao apresentados na Figura 8. O espectro da superficie de Ti-polido
é caracterizado por uma banda larga de 823 cm™ aproximadamente, e é
atribuida as ligagdes Ti-O (NAKAMURA et al.,, 2001; WATSON et al., 2004).
Bandas em torno de 1097 cm™ (ligacdes C-OH) e 1660 cm™ sdo atribuidas a
contaminantes relacionados a carbono e agua adsorvida, respectivamente
(DAVIS et al.,1996; URLAUB et al., 2000). O espectro FTIR de Ti-nano exibe
mudancgas nos picos devido a formagdo de uma camada superficial fina de
éxido. Nota-se auséncia de pico largo na regido em torno de 3500-3000 cm™. A
superficie de Ti-nano embebida em meio de cultura e a funcionalizada com
PPHE diluidos em meio de cultura apresentam espectros muito semelhantes:
pico em 1633 cm” podem ser referidos & flexdo de OH a 1620 cm™
(alongamento C=0), 1531 cm™ (atribuido a anéis aromaticos C-C), 1599 cm™’
(C=C), 1514 cm™ (anel B) e 1263 cm™ (grupo oxidrilo fendlico C-OH) (CHEN
et al.,, 2013; YU et al., 2019). Além dessas bandas, é possivel identificar uma
banda larga composta na regiao em torno de 3300 cm’, atribuida as vibragoes
O-H alongadas (BULUT et al., 2009; HUANG et al., 2010), e outra banda na
regidao em torno de 1300 cm™”, que corresponde a uma combinagdo de

vibragdes O-H deformadas e vibragdes C-O alongadas (SOCRATES, 2004).
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Figura 8. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
de superficies de Ti-polido, Ti-nano, Ti-nano/meio e Ti-nano/meio/PPHE.

4.1.3 Molhabilidade
O tratamento quimico para a obtencao da superficie de Ti-nano diminuiu
significativamente os angulos de contato com a agua (de 108,3°t3,7° em Ti-

polido para 31,4°t1,4° em Ti-nano), aumentando sua molhabilidade. A
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presenca de aminoacidos e compostos no meio de cultura, depositados sobre
Ti, resulta em redugao adicional do angulo de contato para 10,2°£6°. Por outro
lado, a presenca de PPHE tem um efeito hidrofébico, tanto se a funcionalizagao
for realizada em meio de cultura para dissolver os PPHE quanto se eles forem
dissolvidos em TRIS (HCI + CaCly). Os resultados dessa analise estao

sumariados na Tabela 4.

Tabela 4. Medi¢des dos angulos de contato pelo método da gota séssil para as

diferentes superficies de Ti

Amostras Valores médios (°) Desvio Padréo
Ti-polido 108,3 3,7
Ti-nano 31,4 1,4
Ti-nano/meio 10,2 6
Ti-nano/meio/PPHE 36,9 1,6
Ti-nano/PPHE (TRIS/HCI+CaCl,) 40,4 3,2

4.1.4 Atividade de eliminagao de radicais livres

A Tabela 5 resume a atividade antioxidante da superficie de Ti-nano
antes e apo6s a funcionalizagdo, representadas por controle e Ti-
nano/meio/PHHE, respectivamente; neste caso, foi utilizado o meio DMEM com
vermelho de fenol. Como esperado, a amostra controle € ineficiente na
eliminacdo de radicais, apresentando baixa atividade. Por outro lado, a
atividade de eliminacdo de radicais do Ti-nano/meio/PHHE aumentou,
mostrando que as propriedades antioxidantes dos PPHE livres foram
transferidas com sucesso para a superficie de Ti-nano com a sua
funcionalizagdo; o vermelho de fenol presente no meio D-MEM pode também

gerar um sinal positivo.
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Tabela 5. Atividade antioxidante em porcentagem

(%) das amostras de Ti-nano e Ti-nano/meio/PHHE

Atividade redutora de

Amostras radicais livres (%) — 4h
Ti-nano 10,86
Ti-nano/meio/PHHE 40,19+1,31

4.1.5 Potencial zeta

O potencial zeta das superficies nao tratadas e modificadas foi medido
para obter informagdes sobre as mudangas eventuais da carga de superficie
apos o procedimento de funcionalizagdo, e para determinar a estabilidade
quimica dos PPHE adsorvidos. As curvas de titulagcdo de potencial zeta em
fungcdo do pH para as amostras avaliadas sdo mostradas na Figura 9.

As curvas obtidas de Ti-polido e Ti-nano sao muito semelhantes com a
diferenca limitada a regido basica, que pode ser atribuida a formacao de uma
camada de oxido durante o tratamento quimico das amostras de Ti-nano. Esse
oxido tem maior hidrofilicidade do que o Ti-polido, e isso induz uma inclinagcao
diferente (inferior) da curva e apresenta alguns grupos OH acidos, dando a
presenca de um pequeno platd no pH superior a 8: eles agem como acidos
muitos fracos e sao completamente desprotonados apenas em pH alto. Isso
significa que eles ndo sdo dissociados em pH fisioldgico e ndo s&o capazes de
ter interagdo eletrostatica forte com as biomoléculas adsorvidas. Nota-se
também que o valor de desvio padrao obtido para Ti-nano € geralmente baixo,
indicando que a camada de oxido é estavel na faixa de pH considerada na
titulacao.

As amostras de Ti-nano e Ti-nano/PPHE apresentaram curvas de

titulacdo de potencial zeta significativamente diferentes, como mostrado na
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Figura 9. Ambas as amostras de Ti e Ti-nano mostram um ponto isoelétrico, em
que a curva cruza o eixo X (CAl et al., 2006), em pH 4,06, semelhante com os
dados reportados na literatura de superficies de Ti n&o tratadas (ROESSLER et
al., 2002; KULKARNI et al., 2015), as quais apresentam, ocasionalmente,
grupos funcionais fracos com comportamento acido-base na superficie. A
funcionalizagao de Ti-nano com PPHE muda o ponto isoelétrico para valores
mais acidos (pH 3,04), o que pode ser devido a presenca de PPHE com grupos
funcionais OH &cido. O ponto isoelétrico dos PPHE é proximo a pH 2,21. A
inclinagdo da curva proxima ao ponto isoelétrico ndao ¢é alterada
significativamente pela funcionalizacdo, mas é alterada (mais inferior) acima de
pH 5 e se move em direcdo a um platd amplo. Isso estda de acordo com a
presenca de PPHE que possuem grupos OH com comportamento acido mais
forte, desprotonados em pH superior a 4 (grupos carboxilicos) ou 7 (grupos
fendlicos). Deve ser notado que os valores do desvio padrdao das amostras Ti-
nano/PPHE sdo muito baixos, indicando que os PPHE adsorvidos em Ti-nano

sao estaveis na superficie na faixa de pH testada.
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Figura 9. Curvas de potencial zeta em fungéo do pH para superficies de Ti-
polido, Ti-nano e Ti-nano/PPHE.

4.2 Experimentos biologicos
4.2.1 Morfologia celular por microscopia de fluorescéncia

A analise de epifluorescéncia (Figura 10) revelou que as células UMR-
106 aderiram e espraiaram nas diferentes superficies de Ti-nano
funcionalizadas com PPHE, assim como no controle, exibindo no dia 3 de
cultura morfologias poligonais e interacbes célula-célula por toda a
monocamada (Figura 10, A-D); a maioria das células apresentou marcagao
para BSP perinuclear e, ocasionalmente, no meio extracelular adjacente
(Figura 10B). Com a progressao da cultura até o dia 7, as células atingiram a
confluéncia (Figura 10, E-H) e areas positivas para BSP revelavam a formagao
de nédulos de mineralizacéo (Figura 10, I-L). Nao foram observadas diferencas

importantes entre os grupos.
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Figura 10. Epifluorescéncia de células UMR-106 crescidas sobre superficies
de Ti-nano funcionalizadas com 0,01 pg/mL, 1 pg/mL e 1 mg/mL do extrato de
bagacgo de uva (PPHE), nos tempos de 3 e 7 dias de cultura. A fluorescéncia
verde indica marcacao do citoesqueleto de actina; a fluorescéncia vermelha, a
de sialoproteina ¢ssea (BSP); a fluorescéncia azul, a de nucleos celulares.
Notem-se focos de matriz mineralizada BSP-positivos em I-L.

4.2.2 Avaliacao da atividade mitocondrial/proliferagao celular

O ensaio de MTT foi realizado nos dias 3, 7 e 10 de cultura (Figura 11).
Os valores mais altos de viabilidade celular foram detectados no dia 7 quando
comparados ao dia 3 (pelo menos 2 vezes maiores), sendo mantidos
constantes durante a fase de mineralizagéo até o dia 10 de cultura. Enquanto
que no dia 3 ndo foram detectadas diferengas entre os grupos, nos dias 7 e 10

as células UMR-106 cultivadas sobre as superficies funcionalizadas com 1
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mg/mL de PPHE exibiram os menores valores de MTT, ainda que semelhantes

estatisticamente a alguns dos outros grupos.
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Figura 11. Viabilidade celular (MTT, densidade optica) nos dias 3, 7 e 10 de
culturas de células UMR-106 crescidas sobre superficies de Ti-nano
funcionalizadas com solugdo do extrato de bagaco de uva a 0,01 pg/mL, 1
pg/mL e 1 mg/mL. As barras que compartiiham a mesma letra ndo sao
significativamente diferentes entre si (p>0,05).
4.2.3 Expressao de Runx2, Alp, Bsp, Col, Oc e Opn por PCR em tempo
real

Os resultados mostraram que as expressdes de Alp, Bsp e Col
aumentaram significativamente nas células UMR-106 cultivadas sobre
superficies de Ti-nano funcionalizadas com 1 mg/mL de PPHE, enquanto que

as de Oc e Opn foram menores. Os niveis de Runx2 foram maiores para as

culturas crescidas sobre superficies funcionalizadas (Figura 12).
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Figura 12. Expressao relativa de RNA mensageiro para Runx2 (A), Alp (B),
Bsp (C), Col (D), Oc (E) e Opn (F) de células UMR-106 crescidas sobre
superficies de Ti-nano funcionalizadas com 0,01 pg/mL, 1 pg/mL e 1 mg/mL de
PPHE no dia 5 de cultura. Os dados foram normalizados pelo GAPDH e o valor
1, atribuido ao grupo controle. As barras que compartilham a mesma letra ndo
sao significativamente diferentes entre si (p>0,05).
4.2.4 Deteccao e quantificacao de formagoes de matriz mineralizada

A coloragdo com vermelho de alizarina revelou que as culturas de
células UMR-106 crescidas sobre Ti-nano de todos os grupos exibiram fenétipo
osteogénico aos 7 e 10 dias de cultura (Figura 13), sem diferencas
significativas entre os grupos por periodo (Figura 14); as culturas sobre

superficie de Ti-nano funcionalizada com 1 mg/mL de PPHE apresentaram

tendéncia a maiores acumulos de calcio em 7 dias (Figura 14).
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Figura 13. Imagens macroscopicas de culturas de células UMR-106 crescidas
sobre superficies de Ti-nano funcionalizadas com 0,01 pg/mL, 1 pyg/mL e 1
mg/mL de PPHE, nos dias 7 e 10 de cultura. As culturas foram coradas com
vermelho de Alizarina para a deteccdo de depdsitos de calcio em areas de
formacdo de matriz mineralizada, distribuidas aleatoriamente pela superficie
dos discos. Barra de escala = 3 mm.
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Figura 14. Extracdo de vermelho de Alizarina em culturas de células UMR-106
crescidas sobre superficies de Ti-nano funcionalizadas com 0,01 pg/mL, 1
pg/mL e 1 mg/mL de PPHE, nos dias 7 e 10 de cultura. Observa-se no dia 7
uma tendéncia de maior marcagao pelo corante em culturas crescidas sobre
superficies funcionalizadas com a concentracdo de 1 mg/mL do extrato de
bagaco de uva. As barras que compartiham a mesma letra ndo séo
significativamente diferentes entre si (p> 0,05). As comparagdes entre periodos
n&o foram realizadas.



58

5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que a funcionalizagéo de
Ti-nano com solugédo de extrato de bagago de uva a 1 mg/mL permite a
disponibilizacdo de PPHE sobre sua superficie nanotopografica de TiOz, em
quantidade e distribuicao variadas na dependéncia do solvente utilizado, sendo
mais abundante e menos inomogénea com o meio de cultura. A presenca de
conteudo orgénico rico em PPHE sobre Ti-nano foi confirmada por sua
autofluorescéncia vermelha e por MEV, atenuando os aspectos
nanotopograficos da superficie do metal, e reduzindo a sua alta molhabilidade,
como também por espectroscopia no UV-vis e atividade antioxidante. A analise
do potencial zeta indicou que os PPHE eram estaveis sobre a superficie de Ti-
nano, com a qual exibiam ligacdes eletrostaticas fracas. A interagéo in vitro de
células osteoblasticas com Ti-nano funcionalizado com solugcdo de extrato de
bagaco de uva a 0,01 yg/mL, 1 ug/mL ou 1 mg/mL resultou em tendéncia a
maior atividade osteogénica para a maior concentragdao, com valores menores
de viabilidade celular, maiores de expressao de Alp, Bsp e Col, e menores de
Opn.

Ainda que diferentes estratégias de modificacdo de superficies de
implantes metalicos venham sendo desenvolvidas e aplicadas ao longo das
ultimas décadas, com resultados pré-clinicos e clinicos bastante satisfatorios,
especialmente em sitios anatémicos de baixa qualidade 6ssea (JEMAT et al.,
2015; SMEETS et al., 2016), estudos mais recentes vém explorando
adicionalmente ajustes finos — a sua estruturagdo na nanoescala —, alterando
caracteristicas topograficas, quimicas e de energia, que exercem, per se,

efeitos bioldgicos sobre diferentes tipos celulares durante o reparo tecidual, e
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proporcionam condi¢gdes mais adequadas, por exemplo, com o aumento da
area superficial, para a funcionalizagdo de molécula(s) bioativa(s), visando ao
controle e/ou a modulagao de diferentes processos bioldgicos (SALOU et al.,
2015; FERRARIS et al., 2020). Nesse contexto, optamos por utilizar a
nanotopografia de Ti obtida por condicionamento com H,SO4 e H,0, (NANCI et
al., 1998) — cujos efeitos estimuladores sobre células 6sseas e o reparo 6sseo
vém sendo objeto de estudos in vitro e in vivo, exploratorios e mecanisticos
(CASTRO-RAUCCI et al., 2016; ABUNA et al., 2019; DE BARROS E LIMA
BUENO et al.,, 2020) —, com o objetivo de disponibilizar em sua superficie,
solugao de extrato de bagago de uva caracterizado por exibir alta concentragéo
de PPHE e, particularmente, de epicatequina (SPRIANO et al., 2019).

Apesar de em estudo piloto terem sido observados efeitos osteogénicos
mais expressivos quando as culturas cresciam sobre poliestireno em meio de
cultura com extrato de bagago de uva entre 0,001 e 0,1 pg/mL, para a
funcionalizagao de Ti-nano por simples adsorcao optou-se por utilizar solugcoes
a 0,01 pg/mL, 1 pg/mL e 1 mg/mL, e para a caracterizagdo do recobrimento
organico sobre Ti, a superficie obtida por meio da solugdo mais concentrada, o
que poderia garantir a detectabilidade do recobrimento organico. Ainda que a
quantidade de componentes organicos efetivamente adsorvida a partir da
solucdo de 1 mg/mL do extrato ndo tenha sido determinada no presente
estudo, os resultados de caracterizacdo de superficie mostraram que ela varia
na dependéncia do solvente utilizado, organico ou inorgénico, sendo mais
abundante quando o extrato & diluido em meio de cultura. Uma possivel
explicacdo para esse fenbmeno € a presenca de aminoacidos na composicao

do meio de cultura, que atuariam na formacdo de agregados de PPHE de
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dimensdes maiores (Y| et al., 2020), atenuando e/ou mascarando os aspectos
nanotopograficos de superficie. Com a presenca de soro fetal bovino nos
experimentos com células osteogénicas, a deposicédo de conteudo orgénico
sobre Ti-nano funcionalizado com PPHE poderia ser ainda potencializada, uma
vez que proteinas estabelecem interagbes nao covalentes multiplas
estabilizantes com os PPHE, resultando em formacdes tridimensionais na
escala de nanoparticulas (HAN et al., 2020). Associados a redugao da alta
hidrofilicidade de Ti-nano detectada com a presenga do recobrimento organico,
esses fenbmenos devem exercer efeitos sobre os mecanismos descritos de
interacdo de células osteoblasticas com os aspectos nanotopograficos de
superficie (DE OLIVEIRA; NANCI, 2004; BELLO et al., 2017; BELLO et al.,
2020).

Os resultados de caracterizacao de superficie mostraram que os PPHE
apresentaram-se estaveis e mantiveram sua capacidade antioxidante sobre a
superficie de Ti-nano, em distribuicdo inomogénea, com a qual provavelmente
estabeleciam ligagbes eletrostaticas fracas; de fato, era reduzida a presenca de
grupos hidroxila na nanotopografia, impedindo que ligagdes covalentes, mais
fortes, ocorressem (FERRARIS et al., 2011). Esses aspectos s&o relevantes
para a atividade celular na regido interfacial. Enquanto que a presenga de
PPHE com atividade antioxidante deve limitar a apoptose de células
osteoblasticas induzida por estresse oxidativo (DAl et al., 2017) e favorecer a
diferenciagao osteoblastica pela via do fator de transcricdo Runx2 (BYUN et al.,
2014), sua fraca interagdo com a camada nanotopografica de TiO, pode
resultar em importante burst release inicial na dependéncia dos componentes

do fluido presente na regiado interfacial, com potencial impacto sobre o processo
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de dessorcao sustentada. Se esses fenbmenos efetivamente ocorreram nas
condicdes experimentais de nosso estudo, a disponibilizagdo de PPHE no meio
extracelular em um ambiente de cultivo celular estatico promoveu beneficios a
alguns aspectos da diferenciagédo e da atividade de osteoblastos.

Os resultados biolégicos mostraram que apesar de se observar
diferenciagao osteogénica expressiva em todos os grupos avaliados, os valores
menores de viabilidade celular, maiores de expressdo de Alp, Bsp e Col, e
menores de Opn detectados nas culturas crescidas sobre Ti-nano
funcionalizado com solugdo de extrato de bagaco de uva a 1 mg/mL séao
sugestivos de um maior estimulo e/ou de aceleragéo da atividade osteoblastica
sobre essa superficie, o que poderia estar relacionado a concentracdo maior de
PPHE no meio extracelular disponivel as celulas. Com efeito, os PPHE
exercem efeitos estimuladores da diferenciacdo de osteoblastos e de sua
funcdo, promovendo a expressao de Runx2 por diferentes vias de sinalizagao e
por induzir a expressao de genes relacionados a formagado de matriz dssea,
como a Bsp (discutido em TORRE et al., 2020). Apesar disso, os efeitos
fenotipicos na formacdo de matriz mineralizada pela presenca de PPHE nao
foram exuberantes, com apenas uma tendéncia a valores maiores de extragao
de vermelho de Alizarina/conteudo de calcio.

Considerando-se a importancia da presenga de macrofagos no processo
de reparo na regido interfacial de biomateriais com o tecido 6sseo (NIU et al.,
2021) e a modulagao de suas fungoes por PPHE (DA CUNHA et al., 2019), a
efetiva relevancia de se funcionalizarem superficies nanoestruturadas de Ti

com o extrato de bagacgo de uva deveria ser oportunamente avaliada por meio
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de estratégias para a observagao das interagdes reciprocas entre osteoblastos

e macréfagos, em modelos in vitro e in vivo.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

1. A funcionalizagdo de Ti-nano com solugéo de extrato de bagago de
uva a 1 mg/mL permite a disponibilizagdo de PPHE em quantidade e
distribuicdo variadas na dependéncia do solvente utilizado, sendo mais
abundante e menos inomogénea com o meio de cultura utilizado para o
crescimento de células osteoblasticas; os PPHE funcionalizados sobre Ti-nano
mantém-se estaveis, com atividade antioxidante e interagem com a
nanotopografia de TiO, por meio de liga¢des eletrostaticas fracas;

2. A interacdo in vitro de células osteoblasticas com Ti-nano
funcionalizado com solugcdo de extrato de bagaco de uva a 0,01 pg/mL, 1
pMg/mL ou 1 mg/mL permite a formagédo exuberante de matriz mineralizada no
modelo de células UMR-106, com tendéncia a maior atividade osteogénica
para a concentragao de 1 mg/mL, em que as culturas exibem valores menores
de viabilidade celular, maiores de expressao de Alp, Bsp e Col, e menores de

Opn.
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8 APENDICES

APENDICE A - Cultura de células UMR-106 sobre poliestireno, expostas a
diluicées seriadas de extrato de bagag¢o de uva: aspectos macroscopicos
de coloracao com vermelho de Alizarina S, para deteccao de depdsitos de
calcio

Figure 15. Macroscopic imaging of UMR-106 osteogenic cell cultures
grown on 24-well polystyrene plates at day 7 of culture, exposed from day
2 to day 5 to serial dilutions of the grape pomace extract in the culture
medium. The cultures were stained with Alizarin Red S (ARS) to detect
calcium deposits; the red dots indicate ARS-stained bone-like nodules.

APENDICE B - Cultura de células UMR-106 sobre poliestireno, expostas a
diluicées seriadas de extrato de bagaco de uva: extragcdo bioquimica de
vermelho de Alizarina S, para analise semiquantitativa de depositos de
calcio
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Figure 16. Quantitative analysis of Alizarin Red S (ARS)-
stained UMR-106 osteogenic cell cultures grown on 24-well
polystyrene plates at day 7 of culture, exposed from day 2 to
day 5 to serial dilutions of the grape pomace extract in the
culture medium. Notice the higher values of ARS in the cultures
exposed to the extract in 0.001 to 0.1 ug/mL dilutions. Bars that
share the same letter are not significantly (p > 0.05) different
from each other.



