
 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRÃO PRETO 

 

 

 

 

 

LEONARDO RAPHAEL ZUARDI 

 

 

 

 

Efeitos da disponibilização de BMP-7 sobre culturas de células 

osteoblásticas crescidas sobre titânio com nanotopografia 

 

 

 

 

 

 

 

Ribeirão Preto– SP 

2019 



 

 



 

LEONARDO RAPHAEL ZUARDI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeitos da disponibilização de BMP-7 sobre culturas de células 

osteoblásticas crescidas sobre titânio com nanotopografia 

 

 

Tese apresentada à Faculdade de Odontologia 

de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo 

para obtenção do título de Doutor em Ciências.  

 

Área de concentração: Biologia Oral 

 

Orientador: Prof. Dr. Paulo Tambasco de Oliveira 

 

 

 
 

Versão Corrigida 

 

 

 

 

 

 

Ribeirão Preto 

2019 



 

AUTORIZO A REPRODUÇÃO E DIVULGAÇÃO TOTAL OU PARCIAL DESTE 
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRÔNICO, PARA 
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE. 

 

 

 

 

 

 

 

FICHA CATALOGRÁFICA 

 

 

 
Zuardi, Leonardo Raphael 
 
Efeitos da disponibilização de BMP-7 sobre culturas de 

células osteoblásticas crescidas sobre titânio com 
nanotopografia. Ribeirão Preto, 2019.  

 
129p.: il.; 30cm 
 
Tese de Doutorado, apresentada à Faculdade de 

Odontologia de Ribeirão Preto/USP. Área de concentração: 
Biologia Oral. 

 
Orientador: de Oliveira, Paulo Tambasco 
 
1. BMP-7 2. Osteoblasto 3. Titânio 4. Nanotopografia  
5. Coágulo Sanguíneo 
 



 

FOLHA DE APROVAÇÃO 

 

LEONARDO RAPHAEL ZUARDI 

 
 

Efeitos da disponibilização de BMP-7 sobre culturas de células 
osteoblásticas crescidas sobre titânio com nanotopografia 

 
 

Tese apresentada à banca de defesa pública da 
Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da 
Universidade de São Paulo para obtenção do 
título de Doutor em Ciências. 
Área de concentração: Biologia Oral 
 
 

 

Aprovado em:________/_________/2019 
 
 

Banca examinadora: 
 

 

Prof. Dr.: Paulo Tambasco de Oliveira 

Instituição: Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto- Universidade de São Paulo 

Assinatura: __________________________________________________________  

 

Prof. Dr.: ____________________________________________________________  

Instituição:___________________________Assinatura: _______________________  

 

Prof. Dr.: ____________________________________________________________  

Instituição:___________________________Assinatura: _______________________  

 

Prof. Dr.: ____________________________________________________________  

Instituição:___________________________Assinatura: _______________________  

 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico questo compendio ai miei parenti, specialmente i miei genitori, che mi 

hanno sempre sostenuto in questo sforzo. Questo è il frutto dell'amore, 

dell'educazione e del rispetto per le persone.



 



 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço aos meus pais, que me deram base, amor e me educaram para aceitar as 

contrariedades das pessoas, as quais enfrentei pelos caminhos da vida. São prova 

viva da benevolência da espiritualidade superior na concessão de alegrias que em 

muito excedem o meu merecimento. 

Ao Prof. Dr. Paulo Tambasco de Oliveira, que me aceitou em seu grupo de pesquisa; 

ensinou-me, na convivência destes quatro anos, sobre o que é ser pesquisador. O 

meu muito obrigado pela dedicação, solicitude e confiança. 

Ao Prof. Dr. Eduardo Magalhães Rego, por ter me recebido na Fundação 

Hemocentro, FMRP-USP. 

Aos meus colegas, que me nortearam neste trabalho. 

Aos professores e funcionários do Departamento de Biologia Básica e Oral e do 

Departamento de Cirurgia e Traumatologia Bucomaxilofacial e Periodontia, FORP-

USP, em especial a Roger Rodrigo Fernandes e Fabíola Singaretti de Oliveira. 

Aos funcionários da Fundação Hemocentro de Ribeirão Preto, FMRP-USP, em 

especial a Cleide Lúcia Araújo Silva. 

Ao Laboratório de Microscopia Eletrônica do Departamento de Biologia Celular e 

Molecular e Bioagentes Patogênicos, FMRP-USP. 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior/Brasil (CAPES)- Código de Financiamento 001, na forma 

de bolsa de Doutorado (processo 1569214), com vigência de outubro de 2015 a 

outubro de 2018. 



 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A Ciência vê alargar-se sem cessar o seu campo de exploração. Todos os dias, 

com a ajuda de seus poderosos instrumentos de observação e de análise, ela 

descobre novos aspectos da matéria, da força e da vida; mas o que ela constata o 

espírito já havia percebido há muito tempo, pois o vôo do pensamento está sempre 

adiante e supera os meios de ação da ciência positiva. Os instrumentos não seriam 

nada sem a inteligência, sem a vontade que os dirige.” 

                                  Léon Denis



 



 

RESUMO 

 

Zuardi, L. R. Efeitos da disponibilização de BMP-7 sobre culturas de células 
osteoblásticas crescidas sobre titânio com nanotopografia. Ribeirão Preto, 

2019. 127p. Tese (Doutorado em Ciências) - Faculdade de Odontologia de Ribeirão 
Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2019. 
 
A disponibilização de moléculas bioativas em superfícies de implantes metálicos 
osseointegráveis objetiva promover a formação óssea na região interfacial durante o 
processo de reparo, especialmente em sítios anatômicos com baixa densidade óssea. Entre 
os diferentes aspectos físico-químicos de superfícies de titânio (Ti), a nanotopografia obtida 
por H2SO4 e H2O2 (Nano-Ti) constitui-se em opção importante para esta finalidade, pelos 
benefícios que proporciona à formação óssea. Apesar de a proteína óssea morfogenética 7 
(BMP-7) ser reconhecida como estimuladora da diferenciação osteoblástica, são ainda 
contraditórios os efeitos de sua disponibilização sobre a aquisição do fenótipo osteogênico 
em contato com Ti. Os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos 1) da 
suplementação de BMP-7 ao meio de cultura sobre parâmetros chaves de 
sinalização/diferenciação celulares durante a fase proliferativa de culturas de células pré-
osteoblásticas MC3T3-E1 e UMR-106 crescidas sobre Ti Controle e Nano-Ti (Estudo 1), e 
2) da funcionalização de BMP-7 em Nano-Ti sobre a sinalização/diferenciação de células 
MC3T3-E1 crescidas em contato com coágulo sanguíneo ex vivo, formado previamente por 
implantação subcutânea de Nano-Ti em camundongos (Estudo 2). No Estudo 1, células 
MC3T3-E1 sobre Ti Controle e Nano-Ti apresentaram responsividades distintas à BMP-7 a 
40 ng/mL e 200 ng/mL. Enquanto que efeitos osteogênicos significativos foram observados 
sobre Ti Controle em relação à proliferação celular, expressão de Runx2, Osx, Alp, Bsp, 
Opn, Smad 1 e atividade de ALP in situ, sobre Nano-Ti esses efeitos se limitavam ao 
aumento da expressão de Alp, Bsp, Opn e atividade de ALP in situ, majoritariamente já com 
40 ng/mL de BMP-7. Essa concentração mantinha inalterado o potencial osteogênico de 
culturas UMR-106, enquanto que a de 200 ng/mL o reduzia. No Estudo 2, a presença do 
coágulo sanguíneo sobre Nano-Ti inibiu a expressão de marcadores osteoblásticos em 
células MC3T3-E1, com exceção para Opn, mantendo inalteradas as de Smad 1 e Smad 4. 
A funcionalização com BMP-7, por simples adsorção de solução a 400 ng/mL, resultou em 
tendência à maior diferenciação osteoblástica sobre o coágulo sanguíneo, mas em menor 
grau em comparação ao de culturas crescidas diretamente sobre Nano-Ti, o que foi 
corroborado pela quantificação de RUNX2, sem, no entanto, alterar a expressão das Smads 
avaliadas. Quantidades menores de OPN, SMAD 1, 5 e 9 fosforilada e SMAD 4 foram 
detectadas em culturas expostas à BMP-7, com exceção para OPN naquelas crescidas 
diretamente sobre Nano-Ti. A forma clivada de OPN e bandas de menor peso molecular 
reconhecidas pelos anticorpos anti-SMAD 1, 5 e 9 fosforilada e anti-SMAD 4 foram 
observadas apenas na presença de coágulo sanguíneo. Em conclusão, a disponibilização 
de BMP-7 para células MC3T3-E1 nas concentrações de 40 ng/mL e 200 ng/mL altera o 
perfil de expressão de marcadores osteoblásticos, indicativo da aquisição de um estágio 
mais avançado de diferenciação celular, com efeitos mais pronunciados para Ti Controle, 
entretanto sem refletir em aumento da produção de matriz mineralizada por células UMR-
106. A presença de coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti reduz a diferenciação de 
células MC3T3-E1, com tendência à reversão para o estímulo à diferenciação osteoblástica 
com a funcionalização de BMP-7. 
 
Palavras- Chave: 1. BMP-7 2. Osteoblasto 3. Titânio 4. Nanotopografia 5. Coágulo 
Sanguíneo 



 



 

ABSTRACT 

 

Zuardi, L.R. Effects of availability of BMP-7 on osteoblastic cell cultures grown 
on a nanostructured titanium surface. Ribeirão Preto, 2019. 127p. Doctoral thesis 

in Science– Ribeirão Preto Dental School, University of São Paulo, Ribeirão Preto, 
2019. 
 
The availability of bioactive molecules on osseointegrable, metallic implant surfaces 
aims at promoting bone formation in the interfacial area during tissue repair, mainly at 
anatomic sites with low bone density. Among the diverse physico-chemical features of 
titanium (Ti) surfaces, the nanotopography created by treatment with H2SO4 and H2O2 
(Nano-Ti) can be a good candidate for that purpose, as it positively impacts bone 
formation. Although the bone morphogenetic protein 7 (BMP-7) has been shown to be 
stimulatory for osteoblastic differentiation, the effects of its availability on the acquisition 
of the osteogenic phenotype on Ti are still contradictory. The present study aimed at 
evaluating 1) the effects of supplementation of the culture medium with BMP-7 on key 
parameters of cell signalling/differentiation during the proliferative phase of pre-
osteoblastic MC3T3-E1 and UMR-106 cell cultures grown on Control Ti and Nano-Ti 
(Study 1), and 2) the effects of BMP-7 functionalization on key parameters of cell 
signalling/differentiation of pre-osteoblastic MC3T3-E1 cell cultures grown in contact with 
ex vivo blood clot that was previously formed on Nano-Ti by means of subcutaneous 
implantation in mice (Study 2). The results of the Study 1 showed that MC3T3-E1 cells 
grown either on Control Ti or Nano-Ti exhibited distinct responsiveness to 40 ng/mL and 
200 ng/mL BMP-7. Already with the lower concentration of BMP-7, significant 
osteogenic effects were noticed for Control Ti group in terms of cell proliferation, Runx2, 
Osx, Alp, Bsp, Opn, and Smad 1 mRNA expression and in situ ALP activity, while for 
Nano-Ti these were limited to higher Alp, Bsp, and Opn mRNA expression and in situ 
ALP activity. The osteogenic potential of UMR-106 cultures was maintained inaltered 
with 40 ng/mL BMP-7 and was reduced when cells were exposed to the 200 ng/mL 
concentration. The results of the Study 2 showed that the presence of bood clot inhibited 
the expression of the osteoblast markers by MC3T3-E1 cells, except for Opn, while 
unaffecting those of Smad 1 and Smad 4. The surface functionalization of Nano-Ti, by 
simple adsorption using a solution of 400 ng/mL BMP-7, resulted in a tendence towards 
higher osteoblastic cell differentiation on blood clot, but in a lesser degree compared with 
that of the cultures grown directly on Nano-Ti- a finding that was corroborated by the 
quantification of RUNX2, while unaffecting the expression of Smads 1 and 4. Smaller 
quantities of OPN, phosphorylated SMAD 1, 5 and 9, and SMAD 4 were detected in 
cultures exposed to BMP-7, except for OPN in those grown directly on Nano-Ti. The 
cleaved form of OPN and bands with lower molecular weight recognized by the 
antibodies against phosphorylated SMAD 1, 5 and 9 and SMAD 4 were observed only in 
the presence of blood clot. In conclusion, the availability of BMP-7 to MC3T3-E1 cells at 
the concentrations used alters the expression profile of osteoblast markers, indicative of 
the acquisition of a more advanced stage of differentiation, more pronounced for Control 
Ti, but without reflecting in higher mineralized matrix production by UMR-106 cultures. 
The presence of an ex vivo blood clot on Nano-Ti reduces the differentiation of MC3T3-
E1 cells, with a tendency to reversion towards osteoblastic differentiation with BMP-7 
functionalization. 
 
Keywords: 1. BMP-7 2. Osteoblast 3. Titanium 4. Nanotopography 5. Blood clot 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Ainda que estudos em Implantodontia nas últimas décadas tenham 

proporcionado resultados clínicos satisfatórios com a reabilitação protética por meio 

de sofisticados sistemas de implantes, persistem desafios ao desenvolvimento 

desses sistemas, sobretudo visando à sua aplicação em pacientes com deficiências 

ósseas nos maxilares (SURMENEV et al., 2014; ROSA et al., 2014; KATO et al., 

2014; AGGARWAL et al., 2016). Entre as características dos implantes 

osseointegráveis que podem afetar substancialmente o fenômeno de formação 

óssea na região interfacial estão a química, a energia e a topografia de superfície da 

estrutura metálica (BRUNSKI et al., 2000). Assim, um dos objetivos das pesquisas 

atuais está centrado em modificações nesses parâmetros que resultem, por 

exemplo, em maiores viabilidade, diferenciação e atividade de células da linhagem 

osteoblástica e em menores das de fibroblastos, consequentemente proporcionando 

maior formação óssea em sítios osteopênicos e/ou osteoporóticos pós-implantação 

(SURMENEV et al., 2014). Das estratégias utilizadas para essa finalidade, 

destacam-se as modificações bioquímicas da superfície dos implantes, com a 

disponibilização de moléculas bioativas (funcionalização de superfície), em geral 

estruturadas sobre micro e/ou nanotopografias, reconhecidamente mais favoráveis à 

osseointegração se comparadas a topografias planas nessas escalas (MORRA et 

al., 2007; JUNKER et al., 2009; BEUTNER et al., 2010; SHEKARAN; GARCIA, 2011; 

PEREIRA et al., 2013; TEJERO et al., 2014; SALOU et al., 2015; LI et al., 2019). 

Estudos sobre a funcionalização de superfícies de implantes osseointegráveis 

têm avaliado, majoritariamente, a disponibilização de moléculas constitutivas da 

matriz extracelular (MEC) do tecido ósseo, incluindo: 1) hidroxiapatita e colágeno do 

tipo I (MORRA et al., 2003; RAMMELT et al., 2004; SCHARNWEBER et al., 2004; 

MORRA et al., 2006; VAN DEN DOLDER; JANSEN, 2007; MEIRELLES et al., 2008; 

YANG et al., 2010; PEREIRA et al., 2013; COSTA et al., 2017; MARTINEZ et al., 

2018; LI et al., 2018); 2) proteínas não-colágenas e fatores de crescimento 

(O'TOOLE et al., 2004; WIKESJÖ et al., 2008; SCHOUTEN et al., 2009; 

KASHIWAGI et al., 2009; SUSIN et al., 2010; HYZY et al., 2013; BARANOWSKI et 

al., 2016); e 3) peptídeos reconhecidamente bioativos (REZANIA et al., 1999; 

ROESSLER et al., 2001; TOSATTI et al., 2004; GARCIA; REYES, 2005; LUTZ et al., 

2010; NAYAK et al., 2013; SEVILLA et al., 2016). Antibióticos, peptídeos 
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antimicrobianos e moléculas de origem vegetal, entre as quais os polifenóis, são 

também considerados para essa finalidade (revisto em FERRARIS et al., 2020). 

Uma vez que fatores de crescimento estimulam diferentes funções celulares e são 

liberados, endogenamente, durante o processo de reparo ósseo (ZAKY; 

CANCEDDA, 2009; BEUTNER et al., 2010; LIN et al., 2011), sua disponibilização 

exógena na superfície de implantes poderia trazer benefícios adicionais relevantes 

ao processo de osseointegração. 

Constituintes da superfamília do fator de crescimento transformador β (TGF-

β), os fatores de crescimento do grupo das proteínas ósseas morfogenéticas (BMPs) 

participam da regulação da formação de diversos órgãos e tecidos, incluindo 

cartilagem (YOON et al., 2004; CICIONE et al., 2014; PENG et al., 2019) e osso, 

durante o desenvolvimento embrionário, remodelação e reparo/regeneração (CHEN 

et al., 2004; DUNN et al., 2005; CHEN et al., 2012; MAURER et al., 2012). Os 

mecanismos de ação das BMPs resultam da interação com dois tipos de receptores 

transmembrana quinase serina-treonina (I e II) (LIN et al., 2016), formando um 

complexo BMP-receptores (LAVERY et al., 2008; WANG et al., 2014). Os receptores 

do tipo II são, então, fosforilados, ativando os receptores do tipo I, que irão 

desencadear as vias intracelulares, subdivididas em canônica e não-canônicas. A via 

canônica consiste na fosforilação do complexo SMAD 1, 5 e 9, formando 

heterodímeros com a SMAD 4, os quais são translocados para o núcleo para 

interagir com fatores de transcrição e regular a expressão de genes-alvo (CHANG et 

al., 2002; BRAGDON et al., 2011; WU et al., 2016; GOMEZ-PUERTO et al., 2019). 

Vias não-canônicas, não dependentes de SMADs, são ainda pouco compreendidas, 

e envolvem MAP Kinases (RETTING et al., 2009; CHEN et al., 2012; BROEGE et al., 

2013). A modulação da sinalização de BMPs é um fenômeno complexo (WU et al., 

2016), podendo ocorrer tanto pela adição da proteína como pela interferência na 

expressão de receptores, de moléculas de transdução de sinais (SMADs) e/ou pela 

ação de moléculas inibidoras (KAWABATA et al., 1998; SCHLIEPHAKE et al., 2005; 

LIU et al., 2007; KASHIWAGI et al., 2009; HYZY et al., 2013; TAN et al., 2013; LEE 

et al., 2014; KIM et al., 2014). Assim, a funcionalização de superfície de biomateriais 

com BMP exógena poderia, potencialmente, afetar a produção de BMP endógena 

pelas células, por um mecanismo de autorregulação ainda pouco conhecido 

(OLIVARES-NAVARRETE et al., 2015). 
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A BMP-7, também conhecida como proteína osteogênica-1 (OP-1), foi 

aprovada em 2001 pela FDA para utilização como alternativa ao enxerto autógeno 

na consolidação de fraturas de ossos longos (BENGLIS et al. 2008; BEGAM et al., 

2017). Estudos têm demonstrado que a BMP-7 atua como modulador-chave da 

osteogênese, regeneração óssea (BEI et al., 2012; CECCHI et al., 2015) e 

condrogênese (KIM; IM, 2009; BROWN et al., 2014; CICIONE et al., 2014), com 

efeitos estimuladores sobre a regeneração óssea ao redor de dentes e implantes 

osseointegráveis (DUNN et al., 2005), em lesões de furca (GIANNOBILE et al., 

1998) e em procedimentos de levantamento do seio maxilar (VAN DEN BERGH et 

al., 2000; HO et al., 2010). Em avaliação in vitro com BMP-7 suplementada ao meio, 

observou-se inibição da formação de osteoclastos a partir de cultura de monócitos 

(MAURER et al., 2012). Em outro estudo, com superfície de cromo-cobalto, a 

funcionalização de BMP-7 resultou em menor adesão e proliferação de fibroblastos, 

com redução da expressão de genes e proteínas associadas ao processo de fibrose 

(TAN et al., 2013); a redução de fibrose tecidual pela disponibilização de BMP-7 foi 

também observada no coração, fígado, rim e córnea (LONG et al., 2013; TAN et al., 

2013; TANDON et al., 2013). 

Por estes aspectos, seria lícito supor que a funcionalização de BMP-7 em 

superfície de implantes metálicos traria benefícios à neoformação óssea na interface 

osso-implante e, consequentemente, ao processo de osseointegração, o que, no 

entanto, é ainda controvertido na literatura (TOGASHI et al., 2007, 2009; ZHANG et 

al., 2012; TAN et al., 2013; CIRANO et al., 2014). Com efeito, a disponibilização de 

BMP-7 até a concentração de 200 ng/mL estimula a diferenciação osteoblástica, 

enquanto que entre 200 e 400 ng/mL, inibe esse processo (ZHANG et al., 2012). 

Assim, e considerando que 1) distintas estratégias de disponibilização de moléculas 

na superfície de materiais metálicos podem alterar a sua bioatividade (BEUTNER et 

al., 2010; SOUZA et al., 2019) e 2) resultados prévios do nosso grupo de pesquisa 

sugerem que o maior potencial osteogênico in vitro ocorre quando células 

osteoblásticas interagem com superfícies funcionalizadas com moléculas bioativas 

por simples adsorção em comparação àquelas funcionalizadas por filmes layer-by-

layer (BUENO et al., 2016), o método de simples adsorção constitui-se em estratégia 

adequada para avaliar os efeitos da disponibilização de BMP-7 sobre o 

desenvolvimento do fenótipo osteogênico sobre superfícies de titânio (Ti). 
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Resultados de estudos in vitro permitem reconhecer que há benefícios para a 

diferenciação de fenótipos teciduais específicos quando em contato com 

biomateriais funcionalizados (LIU et al., 2007; KASHIWAGI et al., 2009; LAI et al., 

2011; TAN et al., 2013; KIM et al., 2014; OLIVARES-NAVARRETE et al., 2015; LAI 

et al., 2017). Entretanto, a maioria dos estudos, senão a sua totalidade, não 

apresenta avaliações que incluam a formação de coágulo sanguíneo fisiológica, o 

que deve afetar os fenômenos de interação das células com a superfície do 

biomaterial e de sinalização celular via transdução de sinais e, consequentemente, o 

processo inicial de neoformação tecidual na região interfacial. 

Com efeito, os primeiros elementos a interagirem com a superfície metálica 

imediatamente após a implantação em sítios ósseos são componentes do sangue 

extravasado (ANITUA et al., 2015), coagulado por ação das plaquetas. A formação 

do coágulo sanguíneo, além de interromper os fenômenos hemorrágicos, favorece o 

reparo ósseo, que ocorre por osteogênese de contato e à distância (DAVIES, 2003). 

Plaquetas ativadas fornecem superfícies fosfolipídicas para a associação e função 

de complexos enzimáticos imprescindíveis para a cascata de coagulação 

(BOUCHARD; TRACY, 2001; WATSON, 2009; ANITUA et al., 2015; TOMAIUOLO et 

al., 2017), cujo produto final é a formação das fibras de fibrina por meio da clivagem 

do fibrinogênio catalisada por trombina, com liberação dos fibrinopeptídeos A e B 

(DAVIES, 2003; RIEDEL et al., 2011); a quantidade de fibrinopeptídeo B é 

diretamente proporcional à de fibrina formada (RIEDEL et al., 2011). Proteínas 

plasmáticas e da MEC, incorporadas ao coágulo em formação, favorecem a adesão 

e migração de células pela rede de fibrina, controlam a dissolução do coágulo antes 

da formação do tecido de granulação e a remodelação óssea, com efeitos sobre as 

atividades osteoblástica e osteoclástica (SHIU et al., 2014). 

Embora estudos na literatura apresentem métodos de simples adição de 

sangue sobre superfícies de biomateriais metálicos para a avaliação da formação de 

coágulo sanguíneo e suas interações com tais superfícies (MILLERET et al., 2011; 

OTA-TSUZUKI et al., 2011; HUANG et al., 2012; ORSINI et al., 2012; ANITUA et al., 

2015; KOPF et al., 2015; SPEAR et al., 2015; YANG et al., 2016; LOLLOBRIGIDA et 

al., 2018; RAO et al., 2019), o modelo cirúrgico preconizado por Monroe & Hoffman 

(2012), se adaptado à implantação de biomateriais, constitui-se em método inédito e 

assegura a formação de coágulo sanguíneo fisiológica, resultando em rede espacial 

de fibrina sobre a qual, em estratégia ex vivo, as células osteoblásticas podem ser 
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cultivadas, o que permitiria análises futuras da interação entre superfícies de 

implantes, coágulo e células. Das superfícies de Ti que podem ser utilizadas para 

estudos de disponibilização de BMP-7 para células osteogênicas, aquelas 

nanoestruturadas merecem destaque, como as obtidas por condicionamento com 

ácido sulfúrico e peróxido de hidrogênio (Nano-Ti), originalmente descritas por Nanci 

et al. (1998), considerando que 1) nanotopografias promovem o aumento da 

expressão do fenótipo osteogênico in vitro (ELIAS et al., 2002; PRICE et al., 2003; 

DE OLIVEIRA; NANCI, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2007; LE GUEHENNEC et al., 

2008; YAO et al., 2008; YANG et al., 2009; VETRONE et al., 2009; MENDONÇA et 

al., 2009, 2010; LORD et al., 2010); 2) tornam as células mais responsivas a BMPs, 

por mecanismos que envolvem a sinalização celular via integrinas (ROSA et al., 

2014) e a inibição de microRNAs/aumento de SMADs citoplasmáticas (KATO et al., 

2014); 3) favorecem a adsorção de proteínas do plasma e da MEC (BUENO et al., 

2011); e 4) exibem alta hidrofilicidade (DE OLIVEIRA et al., 2007), com aumento da 

energia de superfície e, consequentemente, maior molhabilidade do material por 

fluidos biológicos, como o sangue. Superfícies altamente hidrofílicas afetam 

positivamente a resposta biológica ao implante nas fases iniciais do reparo, 

favorecendo a adsorção seletiva de proteínas, como a trombina, (ERIKSSON; 

NYGREN, 2001; ERIKSSON et al., 2004), além de estimular os fenômenos de 

adesão, proliferação e diferenciação celulares e a mineralização óssea (GITTENS et 

al., 2014). 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

O presente estudo teve o objetivo de avaliar os efeitos da disponibilização de 

BMP-7 sobre a progressão de culturas de células osteogênicas crescidas sobre 

superfície de Nano-Ti. Mais especificamente, foram avaliados os efeitos da 

suplementação de BMP-7 ao meio de cultura sobre parâmetros chaves de 

sinalização e diferenciação celulares durante a fase proliferativa de culturas de 

células pré-osteoblásticas crescidas diretamente sobre superfície de Nano-Ti 

(Estudo 1). Adicionalmente, avaliaram-se os efeitos da funcionalização de BMP-7 em 

Nano-Ti sobre parâmetros chaves da sinalização e diferenciação de células pré-

osteoblásticas crescidas em contato com coágulo sanguíneo ex vivo formado 

previamente sobre esta superfície (Estudo 2). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Estudo 1 

 

Foram utilizadas células pré-osteoblásticas da linhagem MC3T3-E1, subclone 

14, de camundongos (CRL-2594, ATCC, Manassas, VA, EUA), durante sua fase 

proliferativa, crescidas sobre superfícies de discos de Nano-Ti e Ti Controle 

(descritos em 3.1.1), perfazendo 5 dias de cultura. Nos tempos de 2 e 4 dias, 

suplementou-se o meio de cultura em dois grupos experimentais distintos nas 

concentrações de BMP-7 recombinante de camundongo (5666-BP, R&D Systems, 

Minneapolis, MN, EUA) de 40 e 200 ng/mL (ZHANG et al., 2012). No 5o dia, as 

culturas celulares foram submetidas a protocolos de fluorescência direta e 

imunofluorescência indireta para análise morfológica, de densidade e proliferação 

celulares, e quantificação de RNAm, por reação de cadeia da polimerase (PCR) em 

tempo real, para os marcadores de diferenciação osteoblástica fator de transcrição 

relacionado ao runt 2 (Runx2), osterix (Osx), fosfatase alcalina (Alp), sialoproteína 

óssea (Bsp) e osteopontina (Opn), além de Smad 1, relacionada a vias de 

sinalização de BMP-7. No mesmo tempo, procedeu-se à detecção de OPN e do 

complexo SMAD 1, 5 e 9 fosforilada, por Western Blot. Os grupos experimentais 

foram definidos como: 

Controle 0: Cultura de células MC3T3-E1 sobre discos de Ti Controle sem 

BMP-7, no período de 5 dias (10 discos para morfologia, 16 discos para PCR e 20 

discos para Western Blot); 

Nano 0: Cultura de células MC3T3-E1 sobre discos de Nano-Ti sem BMP-7, 

no período de 5 dias (10 discos para morfologia, 16 discos para PCR e 20 discos 

para Western Blot); 

Controle 40: Cultura de células MC3T3-E1 sobre discos de Ti Controle com 

BMP-7 na concentração de 40 ng/mL, no período de 5 dias (10 discos para 

morfologia, 16 discos para PCR e 20 discos para Western Blot); 

Nano 40: Cultura de células MC3T3-E1 sobre discos de Nano-Ti com BMP-7 

na concentração de 40 ng/mL, no período de 5 dias (10 discos para morfologia, 16 

discos para PCR e 20 discos para Western Blot); 
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Controle 200: Cultura de células MC3T3-E1 sobre discos de Ti Controle com 

BMP-7 na concentração de 200 ng/mL, no período de 5 dias (10 discos para 

morfologia, 16 discos para PCR e 20 discos para Western Blot); 

Nano 200: Cultura de células MC3T3-E1 sobre discos de Nano-Ti com BMP-7 

na concentração de 200 ng/mL, no período de 5 dias (10 discos para morfologia, 16 

discos para PCR e 20 discos para Western Blot). 

Células pré-osteoblásticas da linhagem UMR-106, de osteosarcoma de ratos 

(CRL-1661, ATCC), foram utilizadas para o ensaio de formação de matriz 

mineralizada em 7 dias de cultura, seguindo o mesmo protocolo de exposição à 

BMP-7 estabelecido para culturas MC3T3-E1. Os grupos experimentais foram 

definidos como: 

Controle 0: Cultura de células UMR-106 sobre discos de Ti Controle sem 

BMP-7, no período de 7 dias (5 discos para extração do vermelho de Alizarina); 

Nano 0: Cultura de células UMR-106 sobre discos de Nano-Ti sem BMP-7, no 

período de 7 dias (5 discos para extração do vermelho de Alizarina); 

Controle 40: Cultura de células UMR-106 sobre discos de Ti Controle com 

BMP-7 na concentração de 40 ng/mL, no período de 7 dias (5 discos para extração 

do vermelho de Alizarina); 

Nano 40: Cultura de células UMR-106 sobre discos de Nano-Ti com BMP-7 

na concentração de 40 ng/mL, no período de 7 dias (5 discos para extração do 

vermelho de Alizarina); 

Controle 200: Cultura de células UMR-106 sobre discos de Ti Controle com 

BMP-7 na concentração de 200 ng/mL, no período de 7 dias (5 discos para extração 

do vermelho de Alizarina); 

Nano 200: Cultura de células UMR-106 sobre discos de Nano-Ti com BMP-7 

na concentração de 200 ng/mL, no período de 7 dias (5 discos para extração do 

vermelho de Alizarina). 
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3.1.1 Preparação das superfícies de Ti 

 

Discos de Ti comercialmente puro, grau 2, de 13 mm de diâmetro por 2 mm 

de altura (Realum, São Paulo, SP, Brasil), usinados, foram lixados em lixas de 

carbeto de silício de gramatura 300, 400 e 600, lavados em ultrassom e tolueno, 

constituindo-se no grupo Ti Controle. Para a obtenção do grupo Nano-Ti, após a 

lavagem em tolueno, os discos de Ti foram condicionados em solução de H2SO4 a 

10 N e H2O2 a 30% por 4 h (YI et al., 2006; DE OLIVEIRA et al., 2007; VETRONE et 

al., 2009) à temperatura ambiente (T.A.), sob agitação constante. Discos de Ti 

Controle e Nano-Ti foram, em seguida, lavados em água destilada, secos ao ar e 

autoclavados. 

 

3.1.2 Cultivo das linhagens celulares osteogênicas 

 

Células MC3T3-E1 foram cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm3 

(Corning Inc., Kennebunk, ME, EUA) com 16 mL de meio de cultura α-MEM 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(Invitrogen) e 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, 

EUA). Durante todo o tempo de cultivo, as células foram mantidas a 37 °C em 

atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico e os meios 

foram trocados a cada 2-3 dias. Após a subconfluência, as células eram removidas 

dos frascos de cultura por meio de tratamento com EDTA a 1 mM (Gibco, Invitrogen, 

Grand Island, NY, EUA) e tripsina a 0,25% (Gibco), e contadas em microscópio com 

auxílio de um hemocitômetro (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). As 

células foram, então, plaqueadas na densidade de 5x104 células/poço ou 377 

células/mm2 sobre discos de Ti Controle e Nano-Ti contidos em placas de 24 poços 

(Corning Inc.), em meio de cultura α-MEM como mencionado, suplementado com 5 

µg/mL de ácido ascórbico e 7 mM de beta-glicerofosfato (Sigma-Aldrich), mantidas 

em atmosfera úmida com 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico por 5 dias. A 

definição de uma densidade de plaqueamento diferente das de protocolos de rotina 

para culturas MC3T3-E1 baseou-se em observações de estudo piloto utilizando-se 

como substratos lamínulas de Thermanox (Thermo Fisher Scientific) inicialmente, 

avaliando-se em seguida em superfícies de Ti Controle e Nano-Ti (vide APÊNDICES 

A e B, respectivamente), visando a se obter material suficiente para as análises 
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moleculares posteriores. As trocas de meio ocorreram nos tempos de 2 e 4 dias, 

quando se adicionava BMP-7 nas concentrações de 40 ng/mL e 200 ng/mL. De 

forma análoga ao cultivo de células MC3T3-E1, células UMR-106 eram cultivadas 

em meio de cultura D-MEM (Invitrogen), com 10% de soro fetal bovino, até atingirem 

a subconfluência, quando, então, eram tripsinadas e plaqueadas na densidade de 

1X104 células/poço ou 75 células/mm2 e cultivadas por 7 dias, com as trocas de 

meio adicionando BMP-7 no 2º e 4º dia. 

 

3.1.3 Morfologia e proliferação celulares e atividade de ALP in situ 

 

Após 5 dias de cultura, células MC3T3-E1 foram fixadas em paraformaldeído a 

4% em tampão fosfato (PB) a 0,1 M, em pH 7,2, por 10 min à T.A. Em seguida, foram 

processadas para imunofluorescência e fluorescência direta (DE OLIVEIRA; NANCI, 

2004; DE OLIVEIRA et al., 2007; SCHWARTZ FO et al., 2007). A permeabilização foi 

realizada com solução de Triton X-100 a 0,5% em PB por 10 min seguida de bloqueio 

com leite desnatado a 5% em PB por 30 min. Para a detecção da proteína nuclear Ki-

67, utilizou-se anticorpo policlonal anti-Ki-67, gerado em coelho 1:70 (RP025, Diagnostic 

Biosystems, Pleasanton, CA, EUA), seguido de anticorpo secundário policlonal anti-

coelho gerado em cabra, conjugado com Alexa Fluor 594 1:500 (A11012, Molecular 

Probes Invitrogen, Eugene, OR, EUA). As incubações dos anticorpos foram realizadas 

em atmosfera úmida por 60 min à T.A. Entre as incubações, as amostras foram lavadas 

3 vezes em PB, por 5 min cada. Antes da montagem para observação microscópica, os 

núcleos celulares foram marcados com DAPI (Molecular Probes, Invitrogen) a 300 nM 

por 5 min e as amostras, em seguida, lavadas rapidamente com água deionizada. 

Particularmente para a análise morfológica por fluorescência direta, utilizou-se faloidina 

conjugada com Alexa Fluor 594 1:200 (A12381, Invitrogen). Para determinar a atividade 

de ALP in situ, células MC3T3-E1 foram lavadas com PBS aquecido e 1 mL de solução  

tampão Tris a 120 mM (Sigma-Aldrich), pH 8,4, contendo Fast Red TR a 1,8 mM 

(Sigma-Aldrich), naftol-ASMX- fosfato a 0,9 mM (Sigma-Aldrich) e dimetil 1:9 (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) por 30 min em incubadora umidificada com 5% de CO2  e 95% 

de ar atmosférico. Procedeu-se, em seguida, à permeabilização com Triton X-100 para 

a marcação com DAPI, como descrito anteriormente. Para todos os ensaios, os discos 

de Ti foram montados sobre lâminas de vidro (Fisherbrand, Thermo Fisher Scientific) e 

sobre as culturas, adaptadas lamínulas de vidro (Fisherbrand, Thermo Fisher Scientific) 



Material e Métodos  |  43 

 

utilizando meio de montagem anti-decaimento de fluorescência Vectashield (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, EUA). As amostras foram, então, examinadas utilizando 

microscópio de fluorescência Axio Imager 2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, TH, 

Alemanha), acoplado a uma câmera digital AxioCam MRm (Carl Zeiss, Inc., Jena, TH, 

Alemanha), com as aquisições de imagens realizadas com o programa AxioVision 4.8.2 

e processadas em Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems, San Jose, CA, EUA). 

 

3.1.4 Análise da diferenciação osteoblástica por PCR em tempo real 

 

A expressão de marcadores do fenótipo osteoblástico foi avaliada por PCR 

em tempo real. Como controle, foi avaliada a expressão do gene constitutivo Gapdh. 

No 5o dia de cultura foi realizada a extração do RNA total por meio do kit SV Total 

RNA Isolation System (Promega, Madison, WI, EUA), de acordo com especificações 

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) e avaliado em relação à sua integridade (vide APÊNDICE C). 

Após extração do RNA total, o cDNA foi sintetizado a partir de 1 µg de RNA por 

reação de transcrição reversa utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo com as 

instruções do fabricante. Brevemente, foram adicionados ao RNA 2 μL de (10X) RT 

buffer, 0,8 μL de (25X) dNTP mix (100 mM), 2 μL (10X) RT Random Primers, 1 μL de 

MultiScribe Reverse Transcriptase, 1 μL de RNase Inhibitor e 3,2 μL de água DEPC, 

para um volume final de 20 μL/reação. Em seguida, a amostra foi incubada a 25 ºC 

por 10 min, 37 ºC por 120 min, 85 ºC por 5 min, seguido pelo resfriamento a 4 ºC. Ao 

final da reação, a amostra foi mantida refrigerada e o cDNA, estocado em freezer a -

20 °C, até posterior análise. Para as reações de PCR em tempo real, foram 

utilizadas sondas TaqMan (Applied Biosystems) em aparelho CFX96 (Bio-Rad, 

Hercules, CA, EUA), com volume final de 10 µL por reação. Para cada reação, foram 

adicionados 5 μL de TaqMan Universal PCR Master Mix-No AmpErase UNG (2X), 

0,5 μL das sondas TaqMan para os genes de interesse (20X TaqMan Gene 

Expression Assay Mix) e 11,25 ng de cDNA. As reações ocorreram por 2 min a 50 

ºC, 10 min a 95 ºC, e quarenta ciclos de 15 s a 95 ºC e 1 min a 60 ºC. Os resultados 

foram analisados com base no valor de Ct (cicle threshold– ou ciclo limiar) e todas 

as amostras, submetidas a reações para a detecção de RNA mensageiro para o 
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gene de expressão constitutiva Gapdh, sendo uma amostra negativa (água) 

submetida à reação com cada sonda TaqMan utilizada. A normalização e 

quantificação relativa da expressão gênica foram realizadas pelo método de 2-ΔΔCT 

(LIVAK, SCHMITTGEN, 2001), com os dados obtidos representados como diferença 

(em vezes) na expressão gênica normalizada pelo gene constitutivo, atribuindo-se 

valor 1 para cada marcador em culturas sobre Ti Controle. 

 

3.1.5 Detecção de proteínas por Western Blot 

 

Após 5 dias de cultura, células MC3T3-E1 foram lisadas em ultrassom 

(Misonix, Farmingdale, NY, EUA), utilizando tampão RIPA (NaCl a 150 mM, Sigma-

Aldrich; NP40 a 10%, Sigma-Aldrich; C24H39O4Na a 0,5%, Sigma-Aldrich; SDS a 

0,1%, Sigma-Aldrich; Tris base a 50 mM, pH 8; Roche, Basileia, Suíça), com 5 

pulsos com intensidade 10 por 10 s, com intervalo de 1 min entre cada pulso. A 

quantidade de proteína foi quantificada por meio do ensaio de micro Lowry utilizando 

o kit DC™ Protein Assay (Bio Rad). Foram preparados géis de acrilamida a 10% 

para um volume final de 20 mL (6,7 mL de acrilamida a 30%, 5 mL de tampão Tris a 

1,5% e 0,2 mL de SDS a 10%, pH 8,8, 7,9 mL de água destilada, 8 µL de Temed e 

20 µL de persulfato de amônio a 10%; National Diagnostics, Atlanta, GA, EUA). Os 

géis foram montados em aparato próprio e adicionou-se tampão de corrida 1X (3,01 

g de Tris base, Roche; 14,4 g de glicina, USB Corporation, Cleveland, OH, EUA; 1 g 

de SDS, Sigma-Aldrich; para um volume final de 1 L de água destilada). Amostras 

contendo aproximadamente 25 µg de proteína em 32 µL de tampão de lise foram 

misturadas com 8 µL de dye 6X (7 mL de Tris base pH 6,8, Roche; 3 mL de glicerol, 

Sigma-Aldrich; 1 g de SDS, Sigma-Aldrich; 0,93 g de DTT, Sigma-Aldrich; 1,2 mg de 

bromofenol, Sigma-Aldrich; em um volume final de 10 mL de água destilada) e 

mantidas em banho com água em ebulição por 5 min. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas por 5 min a 10500 RPM e, posteriormente, aplicadas nos géis. A 

separação das proteínas foi feita com o aparato funcionando em 95 V por 

aproximadamente 2 h. Para identificar o peso molecular das proteínas, foi usado um 

marcador de peso molecular (Bio-Rad) que identifica bandas entre 2 e 250 kDa. As 

proteínas foram transferidas dos géis para membranas de PVDF (Thermo Fisher 

Scientific), usando aparato adequado (Bio-Rad), com voltagem variável e 

amperagem fixa em 10 A, por 45 min. As membranas passaram por três incubações 
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de 1 h à T.A., sendo: (1) solução de leite desnatado ou BSA (de acordo com as 

recomendações do fabricante para cada anticorpo utilizado) a 5% em TBS-T (2,43 g 

de Tris, Roche; 8 g de NaCl, Sigma-Aldrich; 1 mL de Tween 20 (USB, Cleveland, 

OH, EUA) em um volume final de 1 L de água destilada e ajustando o pH final em 

7,6, para bloqueio de sítios inespecíficos; (2) anticorpo primário policlonal anti-SMAD 

1, 5 e 9 fosforilada, gerado em coelho 1:1000 (#13820, Cell Signaling Tecnology 

Inc., Danvers, MA, EUA); anticorpo primário monoclonal anti-SMAD 4, gerado em 

camundongo, 1:500 (sc-7966, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA); 

anticorpo primário monoclonal anti-RUNX2, gerado em coelho, 1:500 (#12556, Cell 

Signaling Tecnology Inc.); anticorpo primário monoclonal anti-OPN MPIIIB10-1, 

gerado em camundongo 1:1000 (AB 2286610, Hybridoma Bank, Iowa City, IA, EUA), 

em solução de BSA ou leite a 2,5% em TBS-T (de acordo com as recomendações 

do fabricante para cada anticorpo utilizado); (3) anticorpo secundário anti-IgG1 HRP 

conjugado com peroxidase, gerado em cabra, 1:2000 (sc-2060, Santa Cruz, 

Biotechnology); anticorpo secundário anti-IgG HRP conjugado com peroxidase, 

gerado em cabra 1:2000 (#7074s, Cell Signaling Tecnology Inc.); diluídos em 

solução de leite desnatado ou BSA a 2,5% em TBS-T (de acordo com as 

recomendações do fabricante para cada anticorpo utilizado). Entre as incubações 

com anticorpo primário e secundário e ao final da incubação com anticorpo 

secundário, as membranas foram lavadas três vezes, 5 min cada, com TBS-T. Foi 

feita uma lavagem de 1 min com solução quimioluminescente (Perkin Elmer, 

Waltham, MA, EUA) e as membranas foram analisadas no aparelho G-Box 

(Syngene, Frederik, MD, EUA), que detecta a luminescência das bandas marcadas 

referentes às proteínas de interesse. Ao final do processo, as membranas foram 

incubadas em solução Re-blot plus mild (Millipore, Burlington, MA, EUA), à T.A. por 

25 min, para a remoção dos anticorpos primário e secundário. Procedeu-se, então, à 

incubação do anticorpo primário policlonal anti-GAPDH, gerado em rato 1:1500 (sc-

25778, Santa Cruz Biotechnology) e anticorpo secundário anti-IgG conjugado com 

peroxidase gerado em cabra 1:2000 (#7074s, Cell Signaling Tecnology Inc.), diluídos 

em leite desnatado a 2,5% em TBS-T. As proteínas de interesse foram quantificadas 

por contagem do número de pixels da banda correspondente normalizada por 

GAPDH, utilizando-se os programas GeneSys 1.6.9 (Syngene), para aquisição de 

imagens, e GeneTools 4.3.8 (Syngene), para quantificação de bandas, atribuindo-se 

valor 1 para cada proteína em culturas sobre Ti Controle. 
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3.1.6 Detecção de acúmulos de cálcio- formação de matriz mineralizada 

 

Em 7 dias, culturas UMR-106 foram lavadas em solução de Hanks, fixadas 

em etanol a 70% a 4 ºC por 60 min e lavadas em PBS e água bidestilada. Em 

seguida, foram coradas com vermelho de Alizarina (ARS) a 2%, pH 4,2, à T.A. por 

15 min, lavadas com PBS e água bidestilada, e deixadas a secar à T.A. 

Bioquimicamente, acúmulos de cálcio foram quantificados pelo método de extração 

de ARS (GREGORY et al., 2004). Em cada poço contendo os discos de Ti corados 

com ARS, foram adicionados 280 μL de ácido acético a 10%, mantendo-se a placa 

sob agitação suave por 30 min. A camada de células foi, então, removida com um 

raspador de células e a solução, transferida para tubos de 1,5 mL e agitada em 

vortex por 30 s. Em seguida, as amostras foram aquecidas a 85 ºC por 10 min, 

resfriadas em gelo por 5 min e centrifugadas a 13000 RPM por 20 min. De cada 

grupo experimental foram transferidos 100 μL de sobrenadante para placa de 96 

poços e adicionados 40 μL de hidróxido de amônio a 10% em cada poço. As 

amostras foram lidas em espectrofotômetro (µQuanti, BioTek Instruments Inc., 

Winooski, VT, EUA), utilizando comprimento de onda de 405 nm. A curva padrão foi 

realizada com dissoluções sucessivas de ARS de 0,5 a 3 mM em acetato de amônio 

(ácido acético a 10% e hidróxido de amônio a 5 M). 

 

3.2 Estudo 2 

 

Foram utilizadas células pré-osteoblásticas da linhagem MC3T3-E1, subclone 

14, de camundongos (CRL-2594, ATCC), durante sua fase proliferativa, plaqueadas 

sobre coágulo sanguíneo ex vivo formado previamente sobre superfície de Nano-Ti 

funcionalizada com BMP-7, perfazendo 5 dias de cultura. A confecção do rebaixo 

durante a usinagem dos discos de Ti visou à retenção mais eficiente e preservação 

da estrutura tridimensional do coágulo sanguíneo, limitando o contato íntimo da 

superfície de Nano-Ti com o plano muscular no sítio de implantação. Na área do 

rebaixo circular plano (vide ANEXO A) foi utilizada solução de BMP-7 a 400 ng/mL 

para a funcionalização de uma das superfícies desses discos, overnight a 4 °C. A 

concentração de BMP-7 em solução preparada para a funcionalização de Nano-Ti 
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(consulte-se item 3.2.1) era 8X maior do que a definida por Zhang et al. (2012) como 

indutora de efeitos osteogênicos, baseando-se no conceito de que a disponibilização 

de BMPs para o fluido intersticial ocorre com a sua dessorção a partir da superfície 

funcionalizada de biomateriais (TENG et al., 2019). O coágulo sanguíneo foi obtido 

por implantação subcutânea de discos de Nano-Ti, previamente tratados como já 

descrito, no dorso de camundongos. À semelhança da metodologia do Estudo 1, 

avaliaram-se, no tempo de 5 dias, a morfologia das culturas por epifluorescência e 

MEV, a expressão de RNAm para marcadores da diferenciação osteoblástica 

(Runx2, Osx, Alp, Bsp, osteocalcina- Oc e Opn), de moléculas relacionadas a vias 

de sinalização de BMP-7 (Smad 1 e Smad 4) e a detecção, por Western Blot, de 

RUNX2 e OPN e do complexo SMAD 1, 5 e 9 fosforilada e SMAD 4. A metodologia 

utilizada foi semelhante à do Estudo 1, com experimentos adicionais descritos em 

seguida. Todos os experimentos do Estudo 2 foram realizados em duplicata técnica. 

Os grupos experimentais foram definidos como: 

C1: Cultura de células MC3T3-E1 sobre o coágulo sanguíneo ex vivo de 

camundongos GFP positivos em discos de Nano-Ti funcionalizados com BMP-7, no 

período de 5 dias (Coágulo+MC3T3+BMP-7) (16 discos para PCR e 20 discos para 

Western Blot, 20 camundongos); 

C2: Cultura de células MC3T3-E1 sobre o coágulo sanguíneo ex vivo de 

camundongos em discos de Nano-Ti, no período de 5 dias (Coágulo+MC3T3) (16 

discos para PCR e 20 discos para Western Blot, 20 camundongos); 

C4: Coágulo sanguíneo ex vivo sobre discos de Nano-Ti após implantação 

em camundongos GFP positivos por período de 16-18 horas (Coágulo) (16 discos 

para PCR e 20 discos para Western Blot, 20 camundongos); 

S1: Cultura de células MC3T3-E1 sobre discos de Nano-Ti funcionalizados 

com BMP-7, no período de 5 dias (MC3T3+BMP-7) (16 discos para PCR e 20 discos 

para Western Blot); 

S2: Cultura de células MC3T3-E1 sobre discos de Nano-Ti sem BMP-7, no 

período de 5 dias (MC3T3) (16 discos para PCR e 20 discos para Western Blot). 

As siglas alfanuméricas apresentadas acima foram utilizadas apenas para a 

análise dos resultados de integridade do RNA (vide APÊNDICE D). 
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3.2.1 Funcionalização de BMP-7 em Nano-Ti 

 

No dia anterior à cirurgia dos animais, discos de Nano-Ti previamente 

autoclavados foram incubados, overnight a 4 ºC, em solução de BMP-7 (BP-5666, 

R&D Systems) a 400 ng/mL com BSA a 0,1% e 4 mM de HCl, em placas de 

poliestireno de 24 poços (Corning Inc.), sendo, em seguida, lavados três vezes com 

PBS a 37 ºC (BUENO et al., 2016). 

 

3.2.2 Cirurgia nos animais para obtenção de coágulo sanguíneo ex vivo sobre 

Nano-Ti 

 

Para obter a formação de coágulo sanguíneo ex vivo, foram utilizados 

camundongos da linhagem C57Bl/6, fêmeas, GFP positivas, com idades entre 8 e 12 

semanas, adquiridos junto ao Biotério Central da Prefeitura do Campus da USP de 

Ribeirão Preto. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais da FMRP-USP (173/2016, vide ANEXO B), seguindo o modelo proposto por 

Monroe & Hoffman et al. (2012), com adaptações. Os experimentos foram realizados no 

Laboratório de Estudos Experimentais em Animais da Fundação Hemocentro de 

Ribeirão Preto, como descrito em seguida: 1) anestesiaram-se os animais com 

isoflurano a 3% em câmara de indução em equipamento próprio de uso veterinário; 2) 

após terem atingido plano anestésico profundo, os animais foram mantidos em cone 

facial com isoflurano a 2% e colocados em decúbito ventral sobre mesa cirúrgica; 3) 

procedeu-se, então, à tricotomia da região posterior dorsal, em ambos os lados, seguida 

de antissepsia com PVPI; 4) uma incisão de 2,5 cm foi feita com bisturi na pele do 

animal, no plano sagital, rompendo-se a fáscia muscular; 5) dois discos de Nano-Ti 

funcionalizados ou não com BMP-7 foram introduzidos nas regiões subcutâneas direita 

e esquerda de cada animal; 6) a incisão foi grampeada utilizando-se grampeador 

cirúrgico veterinário (Autoclip 9 mm, Clay Adams, Vernon Hill, IL, EUA); 7) durante a 

cirurgia e 6 h após seu término, os animais receberam, via intraperitoneal (IP), o 

analgésico cloridrato de tramadol 12 mg (Agener União, São Bernardo do Campo, SP, 

Brasil) na dose de 40 mg/kg; 8) os animais eram acompanhados até o retorno da 

anestesia e mantidos em gaiolas individuais, por períodos entre 16 e 18 h pós cirurgia, 

quando, então, eram eutanasiados por sobredose de anestésico, consistindo na injeção 
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IP de tiopental sódico 1g (Cristália, Itapira, MG, Brasil) na dose de 150 mg/kg, com 

administração prévia, via IP, de cloridrato de lidocaína a 2% (Lidovet, Engenho Novo, 

RJ, Brasil) na dose de 5 mg/kg, para a retirada dos discos de Nano-Ti recobertos com 

coágulo sanguíneo. O tempo de 16-18 h foi estabelecido como adequado por estudo 

piloto que avaliou por MEV a morfologia do coágulo sanguíneo ex vivo (vide APÊNDICE 

E). Imediatamente após a cirurgia, parte dos discos de Nano-Ti foi submetida a 

protocolos de fixação em solução de glutaraldeído a 2% em tampão cacodilato a 0,2 M 

ou em paraformaldeído a 4% em PB a 0,1 M, para posterior avaliação morfológica, 

respectivamente, por microscopia eletrônica de varredura (MEV) e epifluorescência. 

Discos não submetidos à fixação foram colocados em placas de poliestireno de 24 

poços contendo tampão PB e acondicionadas em isopor com gelo, e transportados até 

o Laboratório de Cultura de Células da FORP-USP, onde se procedeu ao 

plaqueamento de células MC3T3-E1 sobre a superfície de Nano-Ti contendo a 

formação de coágulo sanguíneo ex vivo. As características morfológicas do coágulo 

sanguíneo mantinham-se semelhantes após o transporte (vide APÊNDICE F), 

assegurando a ocorrência de interações entre células MC3T3-E1 e seus elementos e 

estrutura tridimensional (vide APÊNDICE G). 

 

3.2.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

Após o período de cultivo de 5 dias, os grupos amostrais destinados à MEV 

foram fixados em glutaraldeído (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, 

Inglaterra) a 2% em tampão cacodilato (contendo 0,9 mM de Ca2+ e 0,5 mM de Mg2+) 

por 2 h à T.A. Brevemente, seguiram-se duas lavagens com tampão cacodilato (EM 

Sciences) a 1% por 2 h à T.A. As células foram, então, lavadas em água Milli-Q e 

incubadas em solução saturada de tiocarbohidrazida (EM Sciences) por 10 min à 

T.A., seguindo-se cinco lavagens em água Milli-Q e incubação em OsO4 a 1% (em 

água Milli-Q). Como meio de montagem, os discos foram fixados em suportes que se 

mantiveram mergulhados em água para evitar o contato das células com o ar 

atmosférico. O material biológico foi desidratado em diversos banhos de 

concentrações crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) e seco até o ponto 

crítico com CO2 (Bal-Tec CPD 030 Critical Point Dryer, Balzers, Liechtenstein). Os 

discos foram fixados com cola de prata (EM Science) sobre um suporte metálico e 

recobertos com ouro (Bal-Tec CPD 050 Sputter Coater). As amostras foram, então, 
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observadas no microscópio de varredura JEOL JSM- 6610LV (JOEL, Tokio, Japão) 

no Laboratório Multiusuário de Microscopia Eletrônica (LMME) da FMRP-USP, 

utilizando-se 20 e 25 kV. 
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4 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos aos testes de aderência à 

curva normal e homogeneidade de variâncias. Constatada a normalidade da 

distribuição amostral, foi aplicada a análise de variância (ANOVA), seguida de pós-

teste de Tukey. O nível de significância foi de 5%. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Estudo 1 

 

Em 5 dias, as culturas de células MC3T3-E1 apresentavam-se confluentes em 

todos os grupos (Figura 1), com início de formação de multicamadas e figuras 

mitóticas. Para as culturas expostas à BMP-7, notou-se tendência à redução da 

quantidade de células, sobretudo para a concentração de 200 ng/mL (Figuras 1B, C, 

E e F; Figura 2). 

Células Ki-67 positivas eram observadas em todos os grupos (Figura 3), em 

parte associadas a figuras mitóticas, mas em menor número em culturas sobre Ti-

Controle expostas à BMP-7 e sobre Nano-Ti, em comparação ao grupo Ti-Controle 

(comparem-se Figuras 3B-F com A; Figura 4). 

A atividade de ALP in situ foi detectada em todas as culturas MC3T3-E1 

expostas à BMP-7, em padrão de marcação que revelava a morfologia poligonal das 

células (Figura 5), mas com intensidade visualmente maior para a concentração de 

200 ng/mL de BMP-7 em culturas crescidas sobre Ti Controle e Nano-Ti (Figura 5, 

comparem-se C com B e F com E). 
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Figura 1 - Fluorescência direta de cultura de células MC3T3-E1 crescidas sobre Ti Controle (A-C) e 
Nano-Ti (D-F) em 5 dias, expostas ou não à BMP-7 a 40 ng/mL e 200 ng/mL. Em vermelho, marcação 
do citoesqueleto de actina com faloidina, e em azul, dos núcleos celulares com DAPI. (A) Ti Controle 
na ausência de BMP-7. (B) Ti Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. 
(C) Ti Controle e suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (D) Nano-Ti na 
ausência de BMP-7. (E) Nano-Ti e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (F) 
Nano-Ti e suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. Objetiva de 20X. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 

 
Figura 2 - Número de células, por campo microscópico, em culturas MC3T3-E1 crescidas sobre Ti 
Controle e Nano-Ti em 5 dias, expostas ou não à BMP-7 a 40 ng/mL e 200 ng/mL. (Controle 0) Ti 
Controle na ausência de BMP-7. (Nano 0) Nano-Ti na ausência de BMP-7. (Controle 40) Ti Controle e 
suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Nano 40) Nano-Ti e suplementação do 
meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Controle 200) Ti Controle e suplementação do meio de 
cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (Nano 200) Nano-Ti e suplementação do meio de cultura com 200 
ng/mL de BMP-7. Barras que compartilham pelo menos uma letra igual são estatisticamente 
semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 3 - Imunomarcação para Ki-67 (fluorescência vermelha) em cultura de células MC3T3-E1 
crescidas sobre Ti Controle (A-C) e Nano-Ti (D-F) em 5 dias, expostas ou não à BMP-7 a 40 ng/mL e 
200 ng/mL.  Em azul, núcleos celulares marcados com DAPI. (A) Ti Controle na ausência de BMP-7. 
(B) Ti Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (C) Ti Controle e 
suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (D) Nano-Ti na ausência de BMP-7. (E) 
Nano-Ti e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (F) Nano-Ti e suplementação 
do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. Objetiva de 20X. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 

 
Figura 4 - Proporção de células Ki-67 positivas, por campo microscópico, em culturas MC3T3-E1 
crescidas sobre Ti Controle e Nano-Ti em 5 dias, expostas ou não à BMP-7 a 40 ng/mL e 200 ng/mL. 
(Controle 0) Ti Controle na ausência de BMP-7. (Nano 0) Nano-Ti na ausência de BMP-7. (Controle 
40) Ti Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Nano 40) Nano-Ti e 
suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Controle 200) Ti Controle e 
suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (Nano 200) Nano-Ti e suplementação 
do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. Barras que compartilham pelo menos uma letra igual 
são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 5 - Atividade de ALP in situ (fluorescência vermelha), pelo método do Fast Red, em cultura de 
células MC3T3-E1 crescidas sobre Ti Controle (A-C) e Nano-Ti (D-F) em 5 dias, expostas ou não à 
BMP-7 a 40 ng/mL e 200 ng/mL. Em azul, núcleos celulares marcados com DAPI. (A) Ti Controle na 
ausência de BMP-7. (B) Ti Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. 
(C) Ti Controle e suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (D) Nano-Ti na 
ausência de BMP-7. (E) Nano-Ti e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (F) 
Nano-Ti e suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. Objetiva de 20X. 

 

 
Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 

 

Para quantificar a expressão de marcadores osteoblásticos e de molécula 

envolvida em vias de sinalização de BMP-7, procedeu-se inicialmente à análise de 

integridade do RNA obtido, por meio da mensuração de duas subunidades 

ribossômicas características de células eucarióticas (18S e 28S), tendo sido 

consideradas amostras adequadas para o ensaio por PCR em tempo real as que 

apresentaram escores de RIN superiores a 8, em uma escala de 0 a 10 (vide 

APÊNDICE C). 

Confirmada a integridade do RNA, avaliaram-se as expressões do fator de 

transcrição 2 com domínio Runt (Runx2), osterix (Osx), fosfatase alcalina (Alp), 

sialoproteína óssea (Bsp), osteopontina (Opn) e SMAD 1 (Smad 1), normalizadas 

em relação à expressão do gene constitutivo Gapdh, cujos resultados são 

apresentados nas Figuras 6 a 11. 
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Figura 6 - Expressão de Runx2, normalizada em relação ao Gapdh, em culturas MC3T3-E1 crescidas 
sobre Ti Controle e Nano-Ti em 5 dias, expostas ou não à BMP-7 a 40 ng/mL e 200 ng/mL. (Controle 
0) Ti Controle na ausência de BMP-7. (Nano 0) Nano-Ti na ausência de BMP-7. (Controle 40) Ti 
Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Nano 40) Nano-Ti e 
suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Controle 200) Ti Controle e 
suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (Nano 200) Nano-Ti e suplementação 
do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. Barras que compartilham pelo menos uma letra igual 
são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
 

Figura 7 - Expressão de Osx, normalizada em relação ao Gapdh, em culturas MC3T3-E1 crescidas 
sobre Ti Controle e Nano-Ti em 5 dias, expostas ou não à BMP-7 a 40 ng/mL e 200 ng/mL. (Controle 
0) Ti Controle na ausência de BMP-7. (Nano 0) Nano-Ti na ausência de BMP-7. (Controle 40) Ti 
Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Nano 40) Nano-Ti e 
suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Controle 200) Ti Controle e 
suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (Nano 200) Nano-Ti e suplementação 
do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. Barras que compartilham pelo menos uma letra igual 
são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 8 - Expressão de Alp, normalizada em relação ao Gapdh, em culturas MC3T3-E1 crescidas 
sobre Ti Controle e Nano-Ti em 5 dias, expostas ou não à BMP-7 a 40 ng/mL e 200 ng/mL. (Controle 
0) Ti Controle na ausência de BMP-7. (Nano 0) Nano-Ti na ausência de BMP-7. (Controle 40) Ti 
Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Nano 40) Nano-Ti e 
suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Controle 200) Ti Controle e 
suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (Nano 200) Nano-Ti e suplementação 
do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. Barras que compartilham pelo menos uma letra igual 
são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 

 
Figura 9 - Expressão de Bsp, normalizada em relação ao Gapdh, em culturas MC3T3-E1 crescidas 
sobre Ti Controle e Nano-Ti em 5 dias, expostas ou não à BMP-7 a 40 ng/mL e 200 ng/mL. (Controle 
0) Ti Controle na ausência de BMP-7. (Nano 0) Nano-Ti na ausência de BMP-7. (Controle 40) Ti 
Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Nano 40) Nano-Ti e 
suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Controle 200) Ti Controle e 
suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (Nano 200) Nano-Ti e suplementação 
do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. Barras que compartilham pelo menos uma letra igual 
são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 10 - Expressão de Opn, normalizada em relação ao Gapdh, em culturas MC3T3-E1 crescidas 
sobre Ti Controle e Nano-Ti em 5 dias, expostas ou não à BMP-7 a 40 ng/mL e 200 ng/mL. (Controle 
0) Ti Controle na ausência de BMP-7. (Nano 0) Nano-Ti na ausência de BMP-7. (Controle 40) Ti 
Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Nano 40) Nano-Ti e 
suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Controle 200) Ti Controle e 
suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (Nano 200) Nano-Ti e suplementação 
do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. Barras que compartilham pelo menos uma letra igual 
são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
 

Figura 11 - Expressão de Smad 1, normalizada em relação ao Gapdh, em culturas MC3T3-E1 
crescidas sobre Ti Controle e Nano-Ti em 5 dias, expostas ou não à BMP-7 a 40 ng/mL e 200 ng/mL. 
(Controle 0) Ti Controle na ausência de BMP-7. (Nano 0) Nano-Ti na ausência de BMP-7. (Controle 
40) Ti Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Nano 40) Nano-Ti e 
suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Controle 200) Ti Controle e 
suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (Nano 200) Nano-Ti e suplementação 
do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. Barras que compartilham pelo menos uma letra igual 
são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Ainda que as expressões de Runx2 e Osx não tenham apresentado 

diferenças estatisticamente significantes entre as culturas expostas à BMP-7 sobre 

Ti Controle e Nano-Ti, estas foram maiores em comparação com a não 

suplementação de BMP-7 apenas para Ti-Controle (Figuras 6 e 7). A expressão de 

Alp em culturas sobre Ti Controle e Nano-Ti aumentou gradativamente com o 

aumento da concentração de BMP-7, sendo que para Ti Controle em comparação 

com Nano-Ti, era maior na concentração de 40 ng/mL e menor na de 200 ng/mL 

(Figura 8). A expressão de Bsp foi maior nas culturas expostas à BMP-7 para ambas 

as superfícies de Ti, sendo na concentração de 40 ng/mL significativamente maior 

para Ti Controle quando comparado com Nano-Ti (Figura 9). A expressão de Opn 

em culturas sobre Ti Controle e Nano-Ti aumentou gradativamente com o aumento 

da concentração de BMP-7, sendo significativamente maior em culturas sobre Nano-

Ti em comparação com Ti Controle (Figura 10). A expressão de Smad 1 foi maior em 

culturas expostas a 40 ng/mL de BMP-7 quando crescidas sobre Ti Controle em 

comparação com aquelas sobre Nano-Ti ou não expostas à BMP-7, reduzindo-se 

significativamente com a exposição das culturas à concentração de 200 ng/mL sobre 

as duas superfícies de Ti (Figura 11). 

Os resultados de Western Blot para OPN (~60 kDa) e SMAD 1, 5 e 9 

fosforilada (~52-56 kDa) estão apresentados nas Figuras 12 e 13, respectivamente. 

A OPN foi detectada em culturas MC3T3-E1 de todos os grupos, com maiores 

quantidades naquelas crescidas sobre Nano-Ti em comparação com Ti Controle, 

exceto para 200 ng/mL, quando Ti Controle apresentou o maior valor (Figura 12). 

Detectou-se o complexo SMAD 1, 5 e 9 fosforilada nas culturas de todos os grupos, 

sem qualquer tendência a diferenças em sua quantidade entre Ti Controle e Nano-

Ti, mas com valores menores para a concentração de 40 ng/mL (Figura 13). 
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Figura 12 - Western Blot para detecção e quantificação de OPN, utilizando membrana de fluoreto de 
polivinilideno (PVDF). Marcações de OPN e de GAPDH relativa à membrana de OPN. O gráfico 
apresenta a quantificação, por número de pixels, das bandas de OPN, normalizadas pela proteína 
GAPDH. Culturas MC3T3-E1 crescidas sobre Ti Controle e Nano-Ti em 5 dias, expostas ou não à 
BMP-7 a 40 ng/mL e 200 ng/mL. (Controle 0) Ti Controle na ausência de BMP-7. (Nano 0) Nano-Ti na 
ausência de BMP-7. (Controle 40) Ti Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de 
BMP-7. (Nano 40) Nano-Ti e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Controle 
200) Ti Controle e suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (Nano 200) Nano-Ti 
e suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 13 - Western Blot para detecção e quantificação do complexo SMAD 1, 5 e 9 fosforilada, 
utilizando membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF). Marcações de SMAD 1, 5 e 9 fosforilada e 
de GAPDH relativa à membrana de SMAD 1, 5 e 9 fosforilada. O gráfico apresenta a quantificação, 
por número de pixels, das bandas de SMAD 1, 5 e 9 fosforilada, normalizadas pela proteína GAPDH. 
Culturas MC3T3-E1 crescidas sobre Ti Controle e Nano-Ti em 5 dias, expostas ou não à BMP-7 a 40 
ng/mL e 200 ng/mL. (Controle 0) Ti Controle na ausência de BMP-7. (Nano 0) Nano-Ti na ausência de 
BMP-7. (Controle 40) Ti Controle e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. 
(Nano 40) Nano-Ti e suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Controle 200) Ti 
Controle e suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (Nano 200) Nano-Ti e 
suplementação do meio de cultura com 200 ng/mL de BMP-7. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Os resultados de quantificação de vermelho de Alizarina mostraram não haver 

diferenças significantes entre os grupos com ausência ou suplementação de 40 

ng/mL de BMP-7 tanto para Ti Controle quanto para Nano-Ti. Apesar de a 

quantidade ser menor nos grupos Ti Controle e Nano-Ti na concentração de 200 

ng/mL quando comparados aos demais, não houve diferenças significantes entre si 

(Figura 14). 

 

Figura 14 - Aspectos macroscópicos e quantificação de formações de matriz mineralizada de culturas 
de células UMR-106 em 7 dias, coradas por vermelho de Alizarina. (Controle 0) Ti Controle na 
ausência de BMP-7. (Nano 0) Nano-Ti na ausência de BMP-7. (Controle 40) Ti Controle e 
suplementação do meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Nano 40) Nano-Ti e suplementação do 
meio de cultura com 40 ng/mL de BMP-7. (Controle 200) Ti Controle e suplementação do meio de 
cultura com 200 ng/mL de BMP-7. (Nano 200) Nano-Ti e suplementação do meio de cultura com 200 
ng/mL de BMP-7. Em destaque, cultura UMR-106 sobre poliestireno na ausência de BMP-7. Barras 
que compartilham pelo menos uma letra igual são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019 
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5.2 Estudo 2 

 

Os aspectos morfológicos de superfícies de Nano-Ti, não funcionalizadas ou 

funcionalizadas com BMP-7, de discos implantados ou não no subcutâneo de 

camundongos e sobre os quais cultivaram-se células MC3T3-E1 por 5 dias foram 

obtidos por epifluorescência e MEV e estão apresentados nas Figuras 15 e 16, 

respectivamente. 

Quando crescidas diretamente sobre superfícies de Nano-Ti, funcionalizadas 

ou não com BMP-7, culturas MC3T3-E1 apresentavam-se confluentes em 5 dias, 

com início de formação de multicamadas e figuras mitóticas ocasionais (Figuras 15A 

e B), cujas células exibiam morfologia poligonal alongada, com eventuais projeções 

citoplasmáticas delgadas (Figuras 16A e B). Não se observaram diferenças 

morfológicas nas culturas com a funcionalização de Nano-Ti com BMP-7. 

A formação de coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti, no momento que 

precedia o plaqueamento das células MC3T3-E1, mostrou-se relativamente 

inomogênea, estruturada por rede de fibrina com a qual hemácias, leucócitos e 

plaquetas interagiam (Figuras 15 e 16, C e D). Após 5 dias de cultura MC3T3-E1, 

persistiam os elementos do coágulo sanguíneo, mas em menor quantidade em 

relação às formações de camadas de células pré-osteoblásticas, as quais exibiam 

morfologia poligonal e maiores dimensões citoplasmática e nuclear (não 

determinadas) quando comparadas às de leucócitos GFP-positivos. As células 

MC3T3-E1 permeavam a estrutura do coágulo sanguíneo e se espraiavam sobre a 

superfície de Nano-Ti, notando-se leucócitos e hemácias em um plano superior das 

culturas (Figuras 15 e 16, E e F). Os leucócitos exibiam aspectos típicos de 

espraiamento celular, com extensões citoplasmáticas, mantendo-se eventualmente 

com morfologia esférica. A funcionalização de Nano-Ti com BMP-7 não promoveu 

alterações importantes tanto na formação de coágulo sanguíneo como nos aspectos 

morfológicos das células MC3T3-E1 crescidas em contato com sua estrutura 

(Figuras 15 e 16, comparem-se D com C e F com E). 
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Figura 15 - Epifluorescência de discos de titânio com nanotopografia (Nano-Ti), não funcionalizados 
(A, C e E) ou funcionalizados com BMP-7 (B, D e F), que foram implantados (C-F) ou não (A e B) no 
subcutâneo de camundongos e sobre os quais cresceram culturas MC3T3-E1 por 5 dias (A, B, E e F); 
C e D mostram a estrutura do coágulo sanguíneo previamente ao plaqueamento das células. 
Fluorescência vermelha indica o citoesqueleto de actina (A-C, E e F), verde, leucócitos do coágulo 
sanguíneo, GFP-positivos (C-F), e azul, os núcleos celulares (A-F) e a rede de fibrina (D). A 
fluorescência vermelha foi omitida nas metades esquerdas de A-C, E e F para a melhor visualização 
dos núcleos celulares e das células GFP-positivas. (A-D) objetiva de 20X; (E-F) objetiva de 40X. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 



70  |  Resultados 

 

 

Figura 16 - Microscopia eletrônica de varredura (MEV) de discos de titânio com nanotopografia 
(Nano-Ti) não funcionalizados (A, C e E) ou funcionalizados com BMP-7 (B, D e F), que foram 
implantados (C-F) ou não (A e B) no subcutâneo de camundongos e sobre os quais cresceram 
culturas MC3T3-E1 por 5 dias (A, B, E e F); C e D mostram a estrutura do coágulo sanguíneo 
previamente ao plaqueamento das células, com destaque para a rede de fibrina, leucócitos e 
hemácias ocasionais. Em E e F, notem-se diferentes aspectos que revelam interações entre as 
células MC3T3-E1 e os elementos do coágulo sanguíneo ex vivo que persistiram durante os 5 dias de 
cultura; o volume das células MC3T3-E1 é substancialmente maior do que o de leucócitos e 
hemácias. A funcionalização de Nano-Ti com BMP-7 parece não promover alterações morfológicas 
detectáveis por MEV em células MC3T3-E1 em contato com o coágulo sanguíneo (compare-se F com 
E) ou mesmo em células MC3T3-E1 ou coágulo sanguíneo individualmente (B e D, respectivamente). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FMRP-USP; 2019. 
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Os resultados de quantificação de RNAm estão apresentados nas Figuras 17 

a 24. 

Observou-se inibição na expressão de Runx2, Osx, Alp, Bsp e Oc quando as 

células MC3T3-E1 cresciam sobre o coágulo sanguíneo ex vivo, com valores 

mínimos e/ou quantidades não detectáveis para o grupo Coágulo. Com a 

funcionalização de BMP-7, notou-se aumento da expressão desses genes, com 

significância estatística apenas para Osx. Entretanto, os valores de expressão de 

RNAm aumentados eram menores do que os dos grupos sem coágulo sanguíneo. 

Nesses grupos, a funcionalização com BMP-7 proporcionou menor expressão de 

Runx2, Osx, Alp, Bsp e Oc, apesar de não significante para Runx2 (Figuras 17-21). 

Para Opn, Smad 1 e Smad 4, os resultados diferiram dos demais. A presença 

de coágulo sanguíneo resultou no aumento da expressão de Opn em relação aos 

demais grupos, e a funcionalização com BMP-7 inibiu a sua expressão (Figura 22). 

No geral, para as expressões de Smad 1 e Smad 4, não se observaram diferenças 

importantes entre os grupos (Figuras 23 e 24). No grupo Coágulo, detectou-se 

expressão importante de Opn, Smad 1 e Smad 4 (Figuras 22-24). 

 

Figura 17 - Expressão de Runx2, normalizada em relação a Gapdh, em: (MC3T3-E1) cultura MC3T3-
E1 sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti 
funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) coágulo sanguíneo ex vivo, obtido de camundongos GFP 
positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo 
sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (Coágulo+MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre 
coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. Barras que compartilham pelo 
menos uma letra igual são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 18 - Expressão de Osx, normalizada em relação a Gapdh, em: (MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 
sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti 
funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) coágulo sanguíneo ex vivo, obtido de camundongos GFP 
positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo 
sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (Coágulo+MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre 
coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. Barras que compartilham pelo 
menos uma letra igual são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
 
Figura 19 - Expressão de Alp, normalizada em relação a Gapdh, em: (MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 
sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti 
funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) coágulo sanguíneo ex vivo, obtido de camundongos GFP 
positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo 
sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (Coágulo+MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre 
coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. Barras que compartilham pelo 
menos uma letra igual são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 20 - Expressão de Bsp, normalizada em relação a Gapdh, em: (MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 
sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti 
funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) coágulo sanguíneo ex vivo, obtido de camundongos GFP 
positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo 
sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (Coágulo+MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre 
coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. Barras que compartilham pelo 
menos uma letra igual são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
 
Figura 21 - Expressão de Oc, normalizada em relação a Gapdh, em: (MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 
sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti 
funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) coágulo sanguíneo ex vivo, obtido de camundongos GFP 
positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo 
sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (Coágulo+MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre 
coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. Barras que compartilham pelo 
menos uma letra igual são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019 
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Figura 22 - Expressão de Opn, normalizada em relação a Gapdh, em: (MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 
sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti 
funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) coágulo sanguíneo ex vivo, obtido de camundongos GFP 
positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo 
sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (Coágulo+MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre 
coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. Barras que compartilham pelo 
menos uma letra igual são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
 

Figura 23 - Expressão de Smad 1, normalizada em relação a Gapdh, em: (MC3T3-E1) cultura 
MC3T3-E1 sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre 
Nano-Ti funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) coágulo sanguíneo ex vivo, obtido de camundongos 
GFP positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex 
vivo sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (Coágulo+MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre 
coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. Barras que compartilham pelo 
menos uma letra igual são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 24 - Expressão de Smad 4, normalizada em relação a Gapdh, em: (MC3T3-E1) cultura 
MC3T3-E1 sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre 
Nano-Ti funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) coágulo sanguíneo ex vivo, obtido de camundongos 
GFP positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex 
vivo sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (Coágulo+MC3T3-E1+BMP-7) cultura MC3T3-E1 sobre 
coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. Barras que compartilham pelo 
menos uma letra igual são estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05). 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 

 

Os resultados de Western Blot para RUNX2 (65 kDa), OPN (60 kDa), 

complexo SMAD 1, 5 e 9 fosforilada (52-56 kDa) e SMAD 4 (65-70 kDa), com a 

proteína constitutiva GAPDH (37 kDa), estão apresentados nas Figuras 25 a 28. 

Observou-se aumento de RUNX2 em células MC3T3-E1 quando expostas à 

superfície de Nano-Ti funcionalizada com BMP-7, tanto na presença como na 

ausência de coágulo sanguíneo, apresentando-se em níveis não detectáveis no 

grupo Coágulo (Figura 25). 

Em relação à OPN, maior quantidade foi observada nas culturas expostas à 

BMP-7 apenas na ausência de coágulo sanguíneo. Quando as células cresciam 

sobre o coágulo sanguíneo formado sobre Nano-Ti com BMP-7, a OPN não era 

detectada. Para o grupo Coágulo, notava-se apenas a forma clivada de OPN (Figura 

26). 

A quantidade de complexo SMAD 1, 5 e 9 fosforilada estava aumentada nas 

culturas MC3T3-E1 crescidas sobre coágulo sanguíneo, mas com peso molecular 

menor se comparado ao de sua forma nativa, o que ocorria também para o grupo 
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Coágulo. A presença de BMP-7 resultava em tendência de redução de sua 

quantidade, tanto na forma nativa como na degradada (Figura 27). 

A SMAD 4 estava quantitativamente reduzida nas culturas MC3T3-E1 

crescidas sobre o coágulo sanguíneo em comparação com aquelas diretamente 

sobre Nano-Ti e naquelas expostas à funcionalização com BMP-7, com quantidades 

não detectáveis apenas para o grupo com coágulo sanguíneo. SMAD 4 com peso 

molecular menor do que o de sua forma nativa foi detectada apenas no grupo 

Coágulo (Figura 28). 

 

Figura 25 - Western Blot para detecção e quantificação de RUNX2, utilizando membrana de fluoreto 
de polivinilideno (PVDF). Marcações de RUNX2 e de GAPDH relativa à membrana de RUNX2. O 
gráfico apresenta a quantificação, por número de pixels, das bandas de RUNX2, normalizadas pela 
proteína GAPDH. (MC3T3-E1) Cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-
E1+BMP-7) Cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) Coágulo 
sanguíneo ex vivo, obtido de camundongos GFP positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) 
Cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; 
(Coágulo+MC3T3-E1+BMP-7) Cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti 
funcionalizado com BMP-7. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 26 - Western Blot para detecção e quantificação de OPN, utilizando membrana de fluoreto de 
polivinilideno (PVDF). Marcações de OPN e de GAPDH relativa à membrana de OPN. O gráfico 
apresenta a quantificação, por número de pixels, das bandas de OPN, normalizadas pela proteína 
GAPDH. (MC3T3-E1) Cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-E1+BMP-7) 
Cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) Coágulo sanguíneo ex vivo, 
obtido de camundongos GFP positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) Cultura MC3T3-E1 
sobre coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (Coágulo+MC3T3-E1+BMP-
7) Cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 27 - Western Blot para detecção e quantificação do complexo SMAD 1, 5 e 9 fosforilada, 
utilizando membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF). Marcações de SMAD 1, 5 e 9 fosforilada e 
de GAPDH relativa à membrana de SMAD 1, 5 e 9 fosforilada. O gráfico apresenta a quantificação, 
por número de pixels, das bandas de SMAD 1, 5 e 9 fosforilada, normalizadas pela proteína GAPDH. 
(MC3T3-E1) Cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-E1+BMP-7) Cultura 
MC3T3-E1 sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) Coágulo sanguíneo ex vivo, obtido 
de camundongos GFP positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) Cultura MC3T3-E1 sobre 
coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (Coágulo+MC3T3-E1+BMP-7) 
Cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 28 - Western Blot para detecção e quantificação de SMAD 4, utilizando membrana de fluoreto 
de polivinilideno (PVDF). Marcações de SMAD 4 e de GAPDH relativa à membrana de SMAD 4. O 
gráfico apresenta a quantificação, por número de pixels, das bandas de SMAD 4, normalizadas pela 
proteína GAPDH. (MC3T3-E1) Cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; (MC3T3-
E1+BMP-7) Cultura MC3T3-E1 sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7; (Coágulo) Coágulo 
sanguíneo ex vivo, obtido de camundongos GFP positivos, sobre Nano-Ti; (Coágulo+MC3T3-E1) 
Cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti na ausência de BMP-7; 
(Coágulo+MC3T3-E1+BMP-7) Cultura MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti 
funcionalizado com BMP-7. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1 Estudo 1 

 

Os resultados do Estudo 1 mostraram que células osteoblásticas  in vitro 

apresentam responsividades diferentes às concentrações de BMP-7 de 40 ng/mL e 

200 ng/mL em meio de cultura quando crescidas sobre superfícies de titânio com 

topografias distintas na nanoescala. Enquanto que efeitos osteogênicos 

significativos foram observados sobre Ti Controle em relação aos parâmetros 

proliferação celular, expressão dos genes avaliados- Runx2, Osx, Alp, Bsp, Opn e 

Smad 1, e atividade de ALP in situ, sobre Nano-Ti o estímulo à diferenciação 

osteogênica foi notado apenas com o aumento da expressão de Alp, Bsp e Opn e da 

atividade de ALP in situ; majoritariamente, esses efeitos ocorriam já com a 

exposição das culturas celulares a 40 ng/mL de BMP-7. A análise de mineralização 

das culturas revelou que a exposição a 40 ng/mL de BMP-7 não alterava o seu 

potencial osteogênico tanto em Ti Controle como em Nano-Ti, enquanto que a de 

200 ng/mL promovia a sua redução, da ordem de 40%. 

O estímulo à diferenciação osteogênica na região interfacial de implantes 

osseointegráveis por meio de diferentes estratégias tem sido um dos objetivos 

principais da Implantodontia ao longo das últimas décadas, sobretudo visando a 

aplicação dessa terapia em sítios de menor densidade óssea (TRUHLAR et al., 

1997; WENG et al., 2003; GANELES et al., 2008; JAVED; ROMANOS, 2010). Em 

nosso estudo in vitro, optamos por disponibilizar BMP-7 no meio de cultura, em duas 

concentrações distintas, durante a fase inicial de proliferação de células da linhagem 

MC3T3-E1, de fenótipo pré-osteoblástico (WANG et al., 1999), avaliando seus 

efeitos sobre parâmetros osteogênicos chaves no contexto do crescimento das 

culturas sobre topografias distintas na nanoescala. As concentrações utilizadas, de 

40 e 200 ng/mL, foram definidas com base em estudos de cultura de células em 

diferentes modelos, disponibilizando para células osteoblásticas a BMP-7 em meio 

de cultura em concentrações que variavam entre 10 e 400 ng/mL, com efeitos 

estimuladores e/ou inibidores da diferenciação osteogênica, predominando os 

estimuladores até 200 ng/mL, quando os resultados passam a ser controversos 

(MALIAKAL et al., 1994; TOGASHI et al., 2007; 2009; KANN et al., 2009; ZHANG et 
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al., 2012; TAN et al., 2013; CIRANO et al., 2014; BARANOWSKI et al., 2016), com 

relatos de efeitos inibidores entre 200 e 400 ng/mL (ZHANG et al., 2012). 

A estratégia de avaliar os efeitos da BMP-7 sobre Nano-Ti baseou-se em 

estudos anteriores de nosso grupo, que revelaram que células osteogênicas 

mostravam maior responsividade a BMP-2 exógena e maior produção de BMP-2 

endógena quando crescidas sobre esta nanotopografia (KATO et al., 2014; M S 

CASTRO-RAUCCI et al., 2016). Nossos resultados mostraram que nas condições in 

vitro utilizadas, os efeitos da disponibilização de BMP-7 sobre células MC3T3-E1, 

semelhantes aos observados por Zhang et al. (2012) sobre poliestireno, foram mais 

expressivos sobre Ti Controle, ainda que inequívocos também para Nano-Ti. Uma 

possível explicação para esses achados baseia-se no fato de serem reconhecidos 

os efeitos de potencialização da osteogênese proporcionados por Nano-Ti per se 

(DE OLIVEIRA; NANCI, 2004; DE OLIVEIRA et al., 2007; ROSA et al., 2014), como 

revelados com a comparação entre os grupos destituídos de BMP-7 em relação à 

atividade proliferativa, expressão de Runx2, Osx, Opn, quantificação de OPN e de 

matriz mineralizada. Assim, o estímulo à diferenciação osteogênica proporcionado 

pela disponibilização de BMP-7 poderia ser considerado mais expressivo sobre Ti 

Controle do que sobre Nano-Ti, o que está de acordo com o conceito de que se 

esperam benefícios relevantes também com a funcionalização de superfícies de Ti 

planas na micro e nanoescala (discutido em PEREIRA et al., 2013). No entanto, 

estratégias de funcionalização de superfície com moléculas bioativas como a BMP-7, 

desejáveis para aplicações in vivo visando a benefícios à formação óssea na região 

interfacial, deverão considerar vantagens adicionais de se utilizarem superfícies de 

Ti modificadas na micro e/ou nanoescala, como por exemplo o controle da extensão 

da área superficial, com efeito direto sobre a quantidade de moléculas bioativas 

disponibilizadas. 

A avaliação de marcadores osteoblásticos chaves em nosso estudo permitiu 

identificar, apenas para Opn, um progressivo aumento da expressão de RNAm com 

o aumento da concentração de BMP-7 sobre as duas superfícies de Ti, em parte 

correspondendo com os dados de detecção proteica por Western Blot, o que 

permitiria utilizá-la como um marcador de responsividade à BMP-7 em nosso 

modelo. Entretanto, ainda que seja amplamente reconhecida a importância dessa 

proteína multifuncional para a aquisição do fenótipo osteogênico (CAO; CHEN, 

2005), deve-se ressaltar que a sua sobre-expressão em células MC3T3-E1 resulta 
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em inibição da diferenciação osteoblástica in vitro, como demonstrado por Huang et 

al. (2004). 

Com o objetivo de detectar a ativação de vias de sinalização de BMP-7 em 

células MC3T3-E1, procedemos à quantificação de RNAm para Smad 1 e à 

detecção do complexo SMAD 1, 5 e 9 fosforilada. Com efeito, a expressão 

citoplasmática dessas SMADs está aumentada com a ativação de receptores de 

BMPs, e sua translocação para o núcleo resulta na transcrição de genes alvos 

críticos para a indução da diferenciação osteoblástica, como Runx2 (MIYAZONO et 

al., 2010). Os nossos resultados não permitiram identificar uma correspondência 

direta entre a presença de BMP-7 no meio de cultura e os níveis de expressão de 

Smad 1, senão para as células crescidas sobre Ti Controle expostas a 40 ng/mL de 

BMP-7, o que não correspondia com a quantidade de SMAD 1, 5 e 9 fosforilada no 

mesmo tempo experimental; a redução na expressão de Smad 1 na concentração de 

200 ng/mL também não correspondeu aos resultados de Western Blot. Ainda que a 

literatura reconheça que a relação entre transcrição e tradução seja complexa e que 

pode haver a não correlação entre expressão de RNAm e da proteína que codifica 

(discutido em DE OLIVEIRA et al., 2008), os resultados obtidos surpreendem e 

devem ser objeto de análises futuras. 

Para avaliar a aquisição do fenótipo osteogênico, optamos por utilizar a 

linhagem de células UMR-106 (PARTRIDGE et al., 1983; MIDURA et al., 1990), 

reconhecidamente competente para produzir matriz colágena e mineralizá-la em um 

curto período de cultura, de 7 dias. Com efeito, células UMR-106 encontram-se em 

estágio mais avançado de diferenciação osteoblástica se comparadas às MC3T3-E1 

(PATRIDGE et al., 1983; KIM et al., 2005). Mantendo o mesmo protocolo de 

exposição às concentrações de BMP-7 de 40 e 200 ng/mL, os resultados não 

revelaram benefícios à diferenciação osteogênica, senão por uma discreta 

tendência, da ordem de 10%, à maior mineralização sobre Ti Controle quando as 

células eram expostas à BMP-7 a 40 ng/mL; para ambas as superfícies, a redução 

no potencial osteogênico das culturas foi marcante quando expostas à BMP-7 a 200 

ng/mL. Esses resultados não são surpreendentes quando se considera o sistema in 

vitro utilizado, em que não há renovação da população celular ao longo do período 

de seu cultivo. Como a BMP-7 reduz a capacidade proliferativa de células MC3T3-

E1, como observado em nosso estudo e por Zhang et al. (2012), o que resulta em 

tendência a populações celulares menores com o aumento da concentração de 
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BMP-7 no meio, é lícito supor que esse efeito ocorreria também em células UMR-

106, limitando a extensão de formações de matriz mineralizada. Ressalte-se, no 

entanto, que esse fenômeno deve ser atenuado em modelos biológicos in vivo de 

reparo ósseo, em que ocorre renovação celular e os efeitos da disponibilização de 

BMP-7 reconhecidamente resultam em benefícios ao processo de neoformação 

óssea em contato com biomateriais (MANTRIPRAGADA; JAYASURIYA, 2016; 

ZANG et al., 2019). Nesse contexto, a concentração de BMP-7 exógena no meio 

extracelular da região interfacial durante o processo de reparo decorre de sua 

dessorção para o fluido intersticial, atingindo níveis inferiores aos da concentração 

utilizada para a funcionalização de superfícies de Ti em períodos subsequentes à 

implantação, o que deve ser levado em consideração em estratégias futuras de 

desenvolvimento de implantes metálicos funcionalizados com moléculas bioativas 

visando a aplicações clínicas. 

 

6.2 Estudo 2 

 

Os resultados do Estudo 2 mostraram que a presença do coágulo sanguíneo 

ex vivo sobre Nano-Ti inibe, durante a fase proliferativa de cultura de células 

MC3T3-E1, a expressão de genes marcadores da diferenciação osteoblástica, com 

exceção para Opn, mantendo inalterada a de Smad 1 e Smad 4. A funcionalização 

com BMP-7 resultou em tendência à maior diferenciação osteoblástica sobre o 

coágulo, mas em menor grau em comparação ao de culturas crescidas diretamente 

sobre Nano-Ti, o que foi corroborado pela quantificação de RUNX2, sem, no entanto, 

alterar a expressão das Smads avaliadas. Para as demais proteínas estudadas- 

OPN, SMAD 1, 5 e 9 fosforilada e SMAD 4, notaram-se quantidades menores em 

culturas expostas à BMP-7, exceto para OPN quando as células cresciam 

diretamente sobre a superfície metálica. A forma clivada de OPN e bandas de menor 

peso molecular reconhecidas pelos anticorpos anti-SMAD 1, 5 e 9 fosforilada e anti-

SMAD 4 foram observadas apenas na presença de coágulo sanguíneo. 

Estudos sobre respostas de células eucarióticas quando em contato com 

biomateriais, funcionalizados ou não com moléculas bioativas, estabelecem a 

estratégia do cultivo bidimensional diretamente sobre suas superfícies, o que 

representa a quase totalidade dos experimentos in vitro publicados até o momento. 

No entanto, essa estratégia não leva em consideração a formação de coágulo 
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sanguíneo a partir do processo hemorrágico, cujos elementos, in vivo, são os 

primeiros a interagirem com a superfície do biomaterial no momento subsequente à 

sua implantação, com efeitos importantes durante a fase inicial do processo de 

reparo tecidual; a rede de fibrina que se estabelece dinamicamente, por exemplo, 

constitui-se em arcabouço transitório para a migração celular na região interfacial 

(DAVIES, 2003). Na literatura, observam-se iniciativas que passam a incluir, em 

diferentes modelos, esta formação, entre as quais a deposição de sangue humano 

total (KOPF et al., 2015), fibrinogênio e trombina (SPEAR et al., 2015) e fibrina (RAO 

et al., 2019). No modelo que utilizamos, adaptado de Monroe & Hoffman (2012) e 

utilizado pela primeira vez em estudos de biomateriais, obteve-se a formação 

fisiológica de coágulo sanguíneo, incluindo rede de fibrina com as quais plaquetas, 

hemácias e leucócitos interagiam, como observado nos resultados das análises 

morfológicas por epifluorescência e MEV. 

Em nosso estudo, a inibição da expressão de marcadores chaves de 

osteoblastos observada em células MC3T3-E1 crescidas sobre o coágulo sanguíneo 

ex vivo permite considerar que se apresentavam em menor grau de diferenciação 

quando comparadas com aquelas cultivadas diretamente sobre Nano-Ti, o que pode 

ser atribuído a diversos fatores e/ou elementos que constituem a estrutura do 

coágulo sanguíneo, atuando simultânea e/ou sequencialmente. Com efeito, estudos 

demonstram que a rede de fibrina, com sua estrutura tridimensional, pode estimular 

a proliferação de osteoblastos e inibir a sua diferenciação (SPEAR et al., 2015). 

Nesse contexto, a ativação de plaquetas resulta na liberação de fatores de 

crescimento, como TGF-β e isoformas de PDGF, cujos efeitos são mitogênicos 

sobre células pré-osteoblásticas e inibidores da mineralização óssea (DE OLIVEIRA 

et al., 2008; DE OLIVA et al., 2009; discutido em GIOVANINI et al., 2013). Além 

disso, é possível a participação de leucócitos no processo de diferenciação 

osteogênica (LORENZO et al., 2008). Como demonstrado in vitro por Bastian et al. 

(2018), neutrófilos inibem parâmetros indicativos da diferenciação de células 

derivadas da medula óssea humana, enquanto que em relação a linfócitos T, 

subtipos específicos estão relacionados ao estímulo (T helper 17) ou à inibição 

(CD8+) da formação óssea (discutido em CROES et al., 2016). O espraiamento de 

leucócitos em sua interação com células MC3T3-E1, observado em nosso estudo, é 

sugestivo da modulação de seu estado funcional (OAKES et al., 2009), com 

potenciais efeitos parácrinos sobre células osteoblásticas. 
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No modelo in vitro que adaptamos, a funcionalização de Nano-Ti com BMP-7 

apresentou resultados promissores, como no estudo de Baranowski et al. (2016). 

Diferentemente da inibição da expressão de marcadores osteoblásticos observada 

com a interação das células diretamente com a superfície de Nano-Ti, notou-se 

tendência ao estímulo da diferenciação osteoblástica na presença do coágulo 

sanguíneo, o que pode ser atribuído a estágios distintos de diferenciação que essas 

células assumiam nas duas condições, alterando sua responsividade à BMP-7 

(CHEN et al., 1998; SENTA et al., 2009). Além disso, a ação de proteases presentes 

no coágulo sanguíneo, incluindo trombina e plasmina, possivelmente resultou em 

clivagem da BMP-7 funcionalizada (WAGNER et al., 2017), com potencial impacto 

na sinalização celular e atividade proliferativa durante as primeiras horas de cultivo 

celular. Essa interpretação é corroborada pelos resultados de Western Blot para 

SMADs relacionadas à sinalização de BMP-7, distintos daqueles obtidos para 

culturas crescidas diretamente sobre Nano-Ti, tanto em relação à sua quantidade, 

menor, como aos pesos moleculares referentes às suas bandas, menores, 

indicativos de sua degradação (SENTA et al., 2009). Dada a complexidade desse 

fenômeno, os mecanismos de sinalização de osteoblastos por BMP-7 na presença 

de coágulo sanguíneo deverão ser objeto de análises futuras. 

No Estudo 1, a expressão de Opn mostrou-se regulada positivamente pela 

BMP-7 diluída em meio de cultura em células crescidas sobre Nano-Ti. Assim, os 

resultados de Western Blot para OPN no Estudo 2 devem ser analisados 

conjuntamente com os de expressão de seu RNAm e contextualizados com a 

interpretação de que as culturas sobre o coágulo sanguíneo ex vivo exibiam menor 

diferenciação osteoblástica em 5 dias. Quantidades relativamente altas de OPN em 

sua forma nativa (~60 kDa) nas culturas crescidas diretamente sobre Nano-Ti 

provavelmente estavam relacionadas à sua presença majoritária na matrix 

extracelular, considerando os níveis mínimos de expressão do RNAm 

correspondente, consequentemente mínimos da proteína em compartimentos 

citoplasmáticos. Por sua vez, no grupo Coágulo, notou-se a presença da forma 

clivada de OPN (~40 kDa), reconhecidamente resultado da ação de proteases 

séricas como a trombina e plasmina (CHRISTENSEN et al., 2010), o que não era 

detectável, mesmo se existente, após 5 dias de cultivo das células MC3T3-E1 sobre 

o coágulo sanguíneo. Os níveis altos de expressão de Opn observados nas culturas 

crescidas sobre coágulo sanguíneo na ausência de BMP-7 eram correspondentes 
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com a quantidade de OPN em sua forma nativa, a qual não foi detectada nas 

culturas sobre coágulo sanguíneo e expostas à BMP-7; nesse caso, a inibição de 

OPN, ainda que possivelmente transitória, permitiria a indução a um estágio mais 

adiantado de diferenciação osteoblástica (HUANG et al., 2004). Ressalte-se que as 

células MC3T3-E1 cultivadas sobre o coágulo sanguíneo estiveram submetidas, pelo 

menos nas primeiras horas pós-plaqueamento, a formas clivadas de OPN 

(RANGASWAMI et al., 2006), não avaliadas em nossos experimentos, as quais 

modulam processos de sinalização celular via integrinas (CHRISTENSEN et al., 

2012). 

Em conclusão, os resultados do presente estudo, avaliando a resposta de 

células MC3T3-E1 à superfície de Nano-Ti funcionalizada com BMP-7, mostraram 

efeitos importantes da formação de coágulo sanguíneo ex vivo sobre parâmetros 

osteogênicos in vitro e a relevância da disponibilização de fatores de crescimento 

como a BMP-7, por funcionalização de superfície, na indução da diferenciação 

osteoblástica. O modelo experimental que adaptamos deverá contribuir para estudos 

futuros de respostas de osteoblastos a biomateriais funcionalizados com moléculas 

bioativas, orgânicas e/ou inorgânicas, proporcionando condições in vitro que se 

assemelhem a fenômenos fisiológicos que ocorrem em modelos animais. 
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7 CONCLUSÕES 

 

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

 

1. A disponibilização de BMP-7 em meio de cultura para células MC3T3-E1 

durante sua fase proliferativa alterou o perfil de expressão de marcadores 

osteoblásticos chaves já para a concentração de 40 ng/mL, indicativo de 

aquisição de um estágio mais avançado de diferenciação osteoblástica, com 

efeitos mais pronunciados em superfície de Ti Controle quando comparados 

aos obtidos sobre Nano-Ti; 

2. Dos marcadores osteoblásticos utilizados, a Opn foi a única a exibir aumento 

da sua expressão correspondente ao aumento da concentração de BMP-7 no 

meio de cultura, sobretudo para Nano-Ti; 

3. O potencial osteogênico de células UMR-106 sobre Ti Controle e Nano-Ti, 

determinado pelo ensaio de mineralização, manteve-se inalterado com a 

exposição à BMP-7 a 40 ng/mL e reduziu-se com BMP-7 a 200 ng/mL; 

4. A formação de coágulo sanguíneo ex vivo sobre Nano-Ti reduziu a 

diferenciação de células MC3T3-E1 durante sua fase proliferativa, com 

tendência a uma reversão para o estimulo à diferenciação osteoblástica com 

a funcionalização de BMP-7; 

5. Tomados em conjunto, os efeitos da disponibilização de BMP-7 sobre a 

diferenciação de células osteogênicas in vitro variam substancialmente com a 

concentração do fator de crescimento no meio extracelular, o substrato sobre 

o qual as culturas se desenvolvem e a presença de coágulo sanguíneo 

formado in vivo, o que deve ser considerado em estudos futuros de interação 

de osteoblastos com biomateriais funcionalizados com molécula(s) bioativa(s). 
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9 APÊNDICES 

 

APÊNDICE A - Cultura de células MC3T3-E1 sobre superfície de lamínulas de 

Thermanox® 

 
Figura 29 - Cultura de células MC3T3-E1 sobre superfície de lamínulas de Thermanox®, em período 
de 48 h de cultura. Densidade de (A) 2x104 células/poço; (B) 5x104 células/poço; (C) 1x105 
células/poço e (D) 2x105 células/poço. Fluorescência direta para detecção do citoesqueleto de actina 
(em vermelho) e núcleos celulares (azul). Note-se progressivo aumento do número de células com o 
aumento da densidade de plaqueamento. Objetiva de 20X 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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APÊNDICE B - Cultura de células MC3T3-E1 sobre superfície de titânio 

 
Figura 30 - Cultura de células MC3T3-E1 na densidade de plaqueamento de 5x104 células/poço em 
discos de Ti Controle (A e B) e Nano-Ti (C e D) nos tempos de 6 h (A e C) e 48 h (B e D). 
Fluorescência direta para detecção do citoesqueleto de actina (em vermelho) e núcleos celulares 
(azul). Note-se aumento da população celular para os dois substratos em 48 h. Objetiva de 10X. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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APÊNDICE C - Integridade do RNA referente ao Estudo 1  

 
Figura 31 - Integridade do RNA ribossômico. Amostras: (Ladder) Padrão. (Controle 0) Ti Controle 
sem suplementação de BMP-7 ao meio. (Controle 40) Ti Controle com suplementação de 40 ng/mL 
de BMP-7 ao meio. (Controle 200) Ti Controle com suplementação de 200 ng/mL de BMP-7 ao meio. 
(Nano 0) Nano-Ti sem suplementação de BMP-7 ao meio. (Nano 40) Nano-Ti com suplementação de 
40 ng/mL de BMP-7 ao meio. (Nano 200) Nano-Ti com suplementação de 200 ng/mL de BMP-7 ao 
meio. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 

 
 
 

Figura 32 - Eletroferograma do gel de integridade do RNA ribossômico. Presença dos picos 
referentes às bandas 18S e 28S. (Controle 0) Ti Controle sem suplementação de BMP-7 ao meio. 
(Controle 40) Ti Controle com suplementação de 40 ng/mL de BMP-7 ao meio. (Controle 200) Ti 
Controle com suplementação de 200 ng/mL de BMP-7 ao meio. (Nano 0) Nano-Ti sem 
suplementação de BMP-7 ao meio. (Nano 40) Nano-Ti com suplementação de 40 ng/mL de BMP-7 ao 
meio. (Nano 200) Nano-Ti com suplementação de 200 ng/mL de BMP-7 ao meio. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 33 - Escores de RIN para amostras: (Controle 0) Ti Controle sem suplementação de BMP-7 ao 
meio. (Controle 40) Ti Controle com suplementação de 40 ng/mL de BMP-7 ao meio. (Controle 200) 
Ti Controle com suplementação de 200 ng/mL de BMP-7 ao meio. (Nano 0) Nano-Ti sem 
suplementação de BMP-7 ao meio. (Nano 40) Nano-Ti com suplementação de 40 ng/mL de BMP-7 ao 
meio. (Nano 200) Nano-Ti com suplementação de 200 ng/mL de BMP-7 ao meio. 

 

 
Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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APÊNDICE D - Integridade do RNA referente ao Estudo 2  

 
 
 
 
Figura 34 - Integridade do RNA ribossômico. Amostras: (Ladder) Padrão. (C1) BMP-
7+Coágulo+MC3T3-E1; (C2) Coágulo+MC3T3-E1; (C4) Coágulo; (S1) BMP-7+MC3T3-E1; (S2) 
MC3T3-E1. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
 
 
 
Figura 35 - Eletroferograma do gel de integridade do RNA ribossômico. Presença dos picos 
referentes às bandas 18S e 28S. Amostras: (C1) BMP-7+Coágulo+MC3T3-E1; (C2) 
Coágulo+MC3T3-E1; (C4) Coágulo; (S1) BMP-7+MC3T3-E1; (S2) MC3T3-E1. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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Figura 36 - Escores de RIN para amostras: (C1) BMP-7+Coágulo+MC3T3-E1; (C2) Coágulo+MC3T3-
E1; (C4) Coágulo; (S1) BMP-7+MC3T3-E1; (S2) MC3T3-E1. 

 

 
Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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APÊNDICE E - Aspectos morfológicos do coágulo sanguíneo ex vivo 

 
Figura 37 - Imagem de MEV de coágulo sanguíneo formado sobre Nano-Ti no tempo de 16-18 h pós-
implantação no subcutâneo do dorso de camundongo da linhagem C57Bl/6, GFP positivo. Espécime 
fixado após ter sido removido do animal no Hemocentro da FMRP-USP e conduzido até o Laboratório 
de Cultura de Células da FORP-USP. Notem-se leucócitos, hemácia e plaquetas associados à rede 
de fibrina. Aumento de 1000X. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FMRP-USP; 2019. 
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APÊNDICE F - Viabilidade do transporte do coágulo sanguíneo ex vivo 

 
Figura 38 - Imagens de MEV (A-E) e epifluorescência (F) de coágulo sanguíneo formado sobre Nano-
Ti no tempo de 16-18 h pós-implantação subcutânea no dorso de camundongos. Espécimes fixados 
imediatamente após terem sido removidos do animal. (A) Aumento de 19X. (B) Aumento de 50X. (C) 
Aumento de 100X. (D) Aumento de 300X. (E) Aumento de 1000X. (F) Objetiva de 40X. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FMRP-USP/ FORP-USP; 2019. 

 
 
Figura 39 - Imagens de MEV (A-E) e epifluorescência (F) de coágulo sanguíneo formado sobre Nano-
Ti no tempo de 16-18h pós-implantação subcutânea no dorso de camundongos. Espécimes 
removidos do animal no Hemocentro da FMRP-USP e conduzidos até o Laboratório de Cultura de 
Células da FORP-USP, quando então eram submetidos à fixação. (A) Aumento de 50X. (B) Aumento 
de 100X. (C) Aumento de 200X. (D) Aumento de 500X. (E) Aumento de 1000X. (F) Objetiva de 20X. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FMRP-USP/ FORP-USP; 2019. 
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APÊNDICE G - Cultura de células MC3T3-E1 em 48 h pós-plaqueamento nos 

diferentes grupos experimentais 

 
Figura 40 - Imagens de MEV de células MC3T3-E1 cultivadas por 48 h sobre coágulo sanguíneo ex 
vivo nos diferentes grupos experimentais. (A) Cultura de células MC3T3-E1 sobre Nano-Ti sem BMP-
7. (B) Cultura de células MC3T3-E1 sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. (C) Coágulo 
sanguíneo formado em camundongos GFP positivos sobre Nano-Ti por 16-18 h. (D) Coágulo 
sanguíneo formado em camundongos GFP positivos sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7 por 
16-18 h. (E) Cultura de células MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo previamente formado sobre 
Nano-Ti sem BMP-7. (F) Cultura de células MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo previamente 
formado sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. (A-E) Aumento de 1700X. (F) Aumento de 5550X. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FMRP-USP; 2019. 
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Figura 41 - Imagens de epifluorescência de células MC3T3-E1 (citoesqueleto de actina em vermelho) 
cultivadas por 48 h sobre coágulo sanguíneo ex vivo nos diferentes grupos experimentais. Leucócitos 
presentes no coágulo sanguíneo são GFP positivos (em verde). Os núcleos celulares exibem 
fluorescência azul (DAPI). (A) Cultura de células MC3T3-E1 sobre Nano-Ti sem BMP-7. (B) Cultura 
de células MC3T3-E1 sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7. (C) Coágulo sanguíneo formado em 
camundongos GFP positivos sobre Nano-Ti por 16-18 h. (D) Coágulo sanguíneo formado em 
camundongos GFP positivos sobre Nano-Ti funcionalizado com BMP-7 por 16-18 h. (E) Cultura de 
células MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo previamente formado sobre Nano-Ti sem BMP-7. (F) 
Cultura de células MC3T3-E1 sobre coágulo sanguíneo previamente formado sobre Nano-Ti 
funcionalizado com BMP-7. Objetiva de 40X. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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10 ANEXOS 

 

ANEXO A - Desenho técnico do disco de Ti com rebaixo circular plano 

 
Figura 42 - Desenho técnico e modelo tridimensional da modificação do disco de Ti visando à 
retenção do coágulo sanguíneo e preservação de sua estrutura tridimensional sobre a superfície de 
Nano-Ti. O espaço criado apresentava volume de aproximadamente 95 mm3. 

 

Fonte: Zuardi, L.R.; de Oliveira, P.T.; Zuardi, P.C. Ribeirão Preto: FORP-USP; 2019. 
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ANEXO B - Folha de aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da 

FMRP-USP 

 
Figura 43 - Certificado da Comissão de Ética no Uso de Animais da FMRP-USP. Note-se a 
aprovação do uso de 10 animais para estudo piloto. O mesmo registro foi utilizado para a permissão 
do uso de 72 animais para a realização do Estudo 2 (consulte-se Figura 44). 

 

 

 
Fonte: Comissão de Ética no Uso de Animais. Ribeirão Preto: FMRP-USP; 2019. 
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Figura 44 - Adendo da Comissão de Ética no Uso de Animais da FMRP-USP. Note-se a aprovação 
do uso de 72 animais para a realização do Estudo 2. 

 

 

 
Fonte: Comissão de Ética no Uso de Animais. Ribeirão Preto: FMRP-USP; 2019. 
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