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“Toda a nossa ciéncia, comparada com a realidade, é primitiva e infantil e, no entanto,
¢ a coisa mais preciosa que temos. ”

(Albert Einstein)



RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar o comportamento de osteoblastos humanos cultivados
sobre superficies de titanio polidas ou submetidas a dois protocolos de modificacdo de
superficie por meio de tratamento térmico alcalino com hidroxido de sédio (NaOH).
Discos de titanio polidos manualmente foram submetidos ao protocolo de alcalinizagéo
com NaOH a 60°C ou 120°C. A seguir, foram avaliadas a topografia e rugosidade
superficiais por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV). Os discos foram
posicionados em placas de 24 compartimentos e sobre estes foram cultivados osteoblastos
humanos (SaOs-2). A adesdo das células aos substratos e a viabilidade celular foram
determinadas ap0s 24 e 48 h. Apds 7 dias foram avaliadas a sintese proteina total e de
colageno, e a atividade de fosfatase alcalina (ALP). Também foi avaliada a expresséo de
genes relacionados a resposta inflamatéria (fator de necrose tumoral alfa — TNF- e
betadefensina3 - HBD3), apos estimulo inflamatério com lipopolissacarideos (LPS) de
Porphyromonas gingivalis (1 pg/mL) por 4 h. A analise da rugosidade superficial
demonstrou que os discos submetidos a modificacgdo com NaOH em diferentes
temperaturas demonstrou maiores irregularidades, especialmente para a imersdo a 120°C.
Andlise da morfologia celular por meio de MEV demonstrou maior nimero de células
aderidas as superficies tratadas com solucdo de NaOH, sem diferenca entre os protocolos.
Os osteoblastos cultivados sobre as superficies tratadas apresentaram maior viabilidade
celular quando comparados as células cultivadas sobre os discos de titanio polidos, para
ambos os periodos de anélise (24 e 48 h), sem diferenca entre os protocolos de tratamento,
assim como maior sintese de proteina total, coldgeno e atividade de ALP. A analise da
resposta dos osteoblastos frente a exposi¢cdo ao LPS demonstrou aumento da expressao
genica de TNF-alfa por estas células quando cultivadas sobre os discos polidos. Para 0s
discos tratados com NaOH, ndo houve diferenca entre 0s grupos expostos ou ndo ao LPS.
Quanto a expressdo de HBD3, todos 0s grupos apresentaram aumento desta expressdo na
presenca do LPS, sendo mais evidente nos discos submetidos ao tratamento com NaOH
a 60°C. Portanto, a modificacdo dos discos de titdnio com NaOH a 60°C ou 120°C
promoveu aumento da adesdo e metabolismo dos osteoblastos, além de favorecer a
resposta frente a estimulo inflamatorio.

Palavras-chave: Tratamento de superficie. Titanio. Hidréxido de sddio.



ABSTRACT

The main objective of this study was to evaluate the behavior of human osteoblasts grown
onto polished titanium surfaces or submitted to two surface modification protocols
through alkaline heat treatment with sodium hydroxide (NaOH). Manually polished
titanium discs were submitted to alkali treatment at 60°C or 120°C. Then, surface
roughness and topography were analyzed by scanning electron microscopy (SEM). Discs
were placed in 24-well plates and osteoblasts were seeded onto them. Cell adhesion to
substrates and cell viability were evaluated at 24 and 48 h. After 7 days, total protein and
collagen synthesis as also alkaline phosphatase (ALP) activity were also analyzed. The
expression of genes related to inflammatory response (tumoral necrosis factor alpha -
TNF-alpha — and betadefensin3 - HBD3) after exposure to inflammatory stimulus with
Porphyromonas gingivalis (1 pg/mL) lipopolissacharides (LPS) for 4 h was also
demonstrated. Evaluation of the topography and roughness surface of discs submitted to
alkaline heat treatment with NaOH at different temperatures, bigger irregularities were
observed for the treated groups, especially for the discs submitted to 120°C. Analysis of
cell morphology through SEM, demonstrated a higher number of cells adhered at the
surfaces treated with NaOH solution with no differences between them. Osteoblasts
seeded on the treated surfaces demonstrated increased cell viability when compared to
these cells cultured on polished titanium discs for both analysis period (24 and 48
hours), with no difference between the treatment protocols, as also observed for total
protein and collagen synthesis and ALP activity. Analysis on the osteoblasts response to
LPS when grown on different surfaces demonstrated an increase in gene expression of
TNF-alpha for these cells, when cultured on polished discs. For the discs treated with
NaOH there were no difference between the exposed groups or not to LPS. HBD3
expression was increased for all groups in the presence of LPS, being this expression
more evident to the group of discs submitted to treatment with NaOH at 60°C. Therefore,
surface modification with NaOH at 60°C or 120°C increases adhesion and metabolism of
osteoblasts and favors response of these cells to inflammatory stimulus.

Keywords: Surface treatment. Titanium. Dental implant.
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1-INTRODUCAO

A Odontologia enfrenta um grande desafio, a reabilitagdo de perdas dentarias
totais ou parciais, representa um grande desafio na clinica odontolégica, uma vez que
grande parte da populagdo apresenta perdas dentarias multiplas, que podem comprometer
a capacidade fonética, mastigatoria estética, social e até mesmo psicolégica (COOPER,
2009).

O precursor dos implantes dentérios, Branemark, foi o pioneiro ao relatar um
fendmeno que foi chamado de osseointegracdo e introduzi-lo na area da Odontologia
reabilitadora, que se refere a area da Odontologia que atua na reparacdo ou substituicdo
de dentes, coroas e implante dentais, os métodos vém avancando com protese tipo
protocolo até unitarias fixas, hoje o paciente possui mais possibilidades de tratamento
(AHILA et al., 2019).

O processo de osseointegracdo consiste na intima interagdo entre o implante, e o
0sso alveolar, capaz de suportar forcas mastigatérias. A formacéo de tecido 6sseo ao redor
dos implantes é mediada principalmente por células osteogénicas (NUNES, 2016). Este
processo envolve diversos eventos celulares e moleculares, que se iniciam com formacao
de tecido de granulacdo e ativacdo da cascata hemostatica, a seguir, por uma resposta
imune inata, mediada por macréfagos, com o objetivo de eliminar possiveis patdgenos e
debris teciduais (MAVROGENIS, et al., 2009). Ao final desta fase inflamatoria, inicia-
se a fase reparadora, caracterizada por neovascularizacdo e liberacdo de fatores de
crescimento, como fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), proteina
morfogenetica 0ssea, entre outros, que estimulam a migracgéo e a diferenciacao de células
osteogénicas. Tais células iniciam a deposicdo de matriz extracelular, rica em colageno
tipo I, seguida da mineralizacdo e remodelacdo. A osteogénese de contato ocorre a partir
de células diretamente em contato com o implante, enquanto a osteogénese a distancia se
desenvolve no tecido ao redor do sitio de instalagdo do implante (L1U et al., 2005).

O processo de osseointegracdo pode ser afetado por diversos fatores, como
morfologia e vascularizacdo Osseas, condicdo dos tecidos periodontais, condigOes
sisttmicas e uso de medicamentos (KULLAR & MILLER, 2019). Além dos fatores
relacionados ao paciente, tipo de material, bem como topografia e composicdo quimica

das superficies dos implantes também podem interferir diretamente no processo de
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neoformacéo Gssea e reparo peri-implantar (LEE et al., 2015).

O titanio excelente biomaterial como padrdo ouro para implantes intra-6sseos na
substituicdo de elementos dentais (SIDDIQI et al., 2011). Este material tem demonstrado
boa compatibilidade, resisténcia a compressdo e a corrosdo (INSUA et al., 2017).
Inimeros estudos ja demonstraram que o aumento da rugosidade superficial dos
implantes dentérios favorece o reparo dos tecidos peri-implantares (FLAMANT et al.,
2016; ZAHRAN et al., 2016), por meio de aumento da molhabilidade, a adesao celular e
a osseointegracdo, por meio de aumento do angulo de contato do material com o tecido
receptor, permitindo também maior embricamento mecanico com a matriz 6ssea
(DEGASNE et al., 1999; GERZON et al., 2013).

Assim, a constante busca por condi¢cdes que favorecam a neoformacdo 0ssea ao
redor dos implantes tem estimulado o desenvolvimento de diferentes tratamentos de
superficie para os implantes dentarios de titanio, com o objetivo de melhorar a adesao,
espraiamento e diferenciagdo dos osteoblastos na interface do implante (SHIBLI et al.,
2019; TRENTO et al., 2020).

Diversas modificacfes de superficie foram propostas e avaliadas, como adicao de
cristais de hidroxiapatita e outros jateamentos (ALLA et al., 2011), tratamentos com laser
de alta intensidade (MARISCAL-MUNOZ et al., 2013) por tratamentos &cidos
(LARSSON et al., 1996) e tratamentos alcalinos (KOKUBO et al., 2007). Dentre estas
opcdes, o tratamento alcalino apresenta-se como uma alternativa interessante, pois além
de promover uma alteracdo de topografia superficial e molhabilidade, esta modificacéo
também favorece a interacdo da superficie com moléculas organicas, aumentando a
adsorcéo de proteinas (CLAUDY, 2015) por deposi¢do de matriz mineralizada (MIAO et
al., 2017; ANSAR et al., 2019; LIDDELL et al., 2021). Os efeitos desta modificacao
vém sendo elucidados ha aproximadamente 10 anos, sendo que diversos protocolos de
alcalinizacdo ja foram avaliados e padronizados quanto a composicdo, tempo de
exposicdo. Atualmente, a alcalinizacdo por imersdo térmica em solucdo de hidroxido de
sodio (NaOH) apresenta-se como uma alternativa promissora (ZENG et al.,2019).

Além de acelerar o processo de osseointegracdo, as modificacdes de superficies
de titAnio podem atuar na resposta dos tecidos peri-implantares frente a uma inflamacéo
peri-implantar (CUI et al., 2017).

A doenca peri-implantar, se caracteriza pela presenca de reacdes inflamatdrias que

afetam os tecidos peri-implantares sob funcao, ou seja, ap0s receber a protese implanto
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ou muco-implanto suportada (ZITZMANN et al., 2001). Os sinais clinicos variam desde
uma inflamac&o restrita & mucosa peri-implantar, mucosite até sangramento a sondagem,
supuracdo, perda clinica de insercao e 6ssea em forma de taca observada em radiografia
(SHIBLI et al 2003; CARAMES et al., 2019; SCHWARZ et al., 2019).

Avaliacdes microbiologicas de doencas peri-implantares demonstraram a
presenca de diferentes patogenos, organizados em biofilmes duplos ou ainda
multiespécies (LAFAURIE et al., 2017). A disbiose entre esta microbiota e seus produtos
e 0 hospedeiro resulta em aumento da expressao de mediadores inflamatdrios, que atuam
como potentes indutores da resposta inflamatéria e podem estar direta ou indiretamente
relacionados ao metabolismo e remodelacdo 6ssea (SHIBLI et al., 2008).

Desta forma, a modulacdo da resposta tecidual por meio de modificagdes de
superficie, criando superficies bioativas, poderia resultar na aceleracdo do processo de
reparo peri-implantar e também auxiliar na manutencdo da homeostasia dos tecidos peri-
implantares, além de melhorar a capacidade de resposta a estimulos

inflamatdrios/infeciosos.
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2. PROPOSICAO

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o comportamento de osteoblastos humanos, utilizando um modelo de
implantodontia in vitro, cultivados sobre superficies de titdnio polidas ou submetidas a
dois protocolos de modificacdo de superficie por meio de tratamento térmico alcalino

com hidroxido de sodio (NaOH).

2.1.1 Objetivos especificos

Avaliar topografia e rugosidade dos discos de titanio submetidos aos protocolos
de modificacdo superficial por meio de alcalinizagdo com NaOH (5M) a 60°C e 120°C.

Avaliar o efeito da modificacdo superficial de discos de titanio por meio de
alcalinizacdo com NaOH (5M) a 60°C e 120°C sobre a resposta de osteoblastos, quanto
a:

- Adesdo as diferentes superficies por 24 e 48 h;

- Viabilidade celular por 24 e 48 h;

- Sintese de colageno por 7 dias;

- Producéo de proteina total, por 7 dias;

- Atividade de fosfatase alcalina por 7 dias;

- A expressdo génica de mediadores inflamatdrios por osteoblastos cultivados
sobre as diferentes superficies e expostos ao estimulo inflamatorio com

lipopolissacarideos (LPS) de Porphyromonas gingivalis (1pug/mL) por 4 h.
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3.MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL.
Este estudo foi realizado utilizando modelo de cultura de células sobre discos de
titanio (Ti) polidos ou submetidos a modificacéo de superficie por meio do tratamento
térmico acalino com hidréoxido de sodio (NaOH). Foram utilizados 42 discos de titanio.
Os fatores do estudo foram: discos de titanio polidos, discos de titdnio submetidos
a modificacdo com NaOH a 60°C e discos de titanio submetidos a modificacdo com
NaOH a 120°C, e presenca ou auséncia de lipopolissacarideo (LPS) de Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis). As varidveis respostas incluiram avaliacdo da rugosidade
superficial, morfologia celular, adeséo celular, viabilidade celular, sintese de colageno,
producdo de proteina total, atividade de fosfatase alcalina (ALP) e expressdo génica de

TNF-alfa e beta-defensina3 (Figura 1).

Como hipotese nula do estudo, foi considerada a auséncia de diferencas na

resposta dos osteoblastos quando cultivados sobre as diferentes superficies.
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Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental
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Fonte: autor

3.20BTENGAO E PADROIZAGAO DOS DISCOS DE TITANIO.

Discos de titdnio com 2mm de espessura foram obtidos por usinagem (BASSO et al,
2018; BASSO et al, 2020), a partir de cilindros de titanio grau 2, com 25cm de comprimento e
13mm de diametro (Realum Industria e Comercio de Metais Puros e Liga, Sdo Paulo, SP,
Brasil).

Os discos foram submetidos a polimento manual utilizando lixas d’agua, de granulagdes
400, 600 e 1200 (T469-SF- Norton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SP, Brasil).
Submetidos a limpeza para eliminagéo de fragmentos de titanio e material orgénico superficiais,
em solucgdes de acetona P.A., agua deionizada, etanol 100% e agua deionizada, por 15 minutos,

respectivamente, em cuba ultrassénica (BASSO et al., 2018; BASSO et al., 2020).
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3.3 PROTOCOLOS DE MODIFICAGAO DE SUPERFICIE.

Foram avaliadas diferentes superficies de titanio: a superficie polida, considerada
como grupo controle, cuja obtencéo foi realizada a partir do polimento inicial dos discos
de titanio, conforme descrito anteriormente; e as superficies submetidas a modificacdo
com tratamento térmico alcalino com NaOH em duas temperaturas distintas, 60°c e
120°C, conforme descrito a seguir:

Foi preparada solucdo de NaOH a 5M (5 mol/L) (Sigma-ALdrich, St Louis, MO,

EUA) em agua deionizada. A seguir, apos polimento inicial, limpeza e esterilizacdo por
meio de autoclave, os discos de titanio foram imersos nesta solucdo e submetidos a
incubacdo por 24 h a 60°C ou 120°C, sob agitacdo (CAMARGO et al., 2017) (Figura 2).
Apbs o tratamento hidrotérmico, os discos foram lavados em &gua deionizada

estéril por 15 minutos.

Figura 2. Esquema representativo do tratamento alcalino dos discos de titanio.

60°C

L4

N4

Hidréxido de sddio Discos de Ti submersos em
(NaOH) solugéo de NaOH 5 M

Fonte: autor
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3.4 AVALIAC}AO DA TOPOGRAFIA E RUGOSIDADE SUPERFICIAL.

A topografia e a rugosidade superficial dos discos de titanio polidos ou submetidos
a modificacdo de superficie por meio do tratamento térmico alcalino com NaOH nas
diferentes temperaturas foram determinadas por meio de microscopia eletrénica de
varredura (MEV), associada analise em software ImageJ. Para tanto, os discos foram
submetidos a metalizacdo por ouro e avaliados em microscopio eletrénico de varredura
(Inspect Scanning Electron Microscope - S50; FEI, Hillsboro, OR, EUA) com
magnificacdo aumento 10.000x. As fotomicrografias obtidas foram analisadas em Image
J, utilizando os Plugins “analyze-measure/ surface plot”. A topografia superficial foi
determinada por meio de analise qualitativa. Para a analise quantitativa da rugosidade
superficial, foram avaliadas cinco regides lineares equidistantes de cada amostra
(replicatas), cuja valor médio foi considerado como valor de rugosidade superficial do

disco (unidade amostral, n=6) (Figura 3).

Figura 3. Esquema representativo da analise da topografia e rugosidade superficiais.

Avaliagao da rugosidade superficial dos discos de Ti

Fonte: autor

3.5 CULTURA DE OSTEOBLASTOS.
Para este estudo, foi utilizada a linhagem de osteoblastos humanos SaOs-2 (American
Cell Culture - ATCC# HTBS85). As células foram mantidas em meio de cultura Dulbeco’s

Modified Culture Medium DMEM (Gibco, Carlsbad, CA, EUA), suplementado com 1% de
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solucdo antibiotica (PenStrep, Gibco) e 10% de soro fetal bovino (SFB-Gibco). Apoés
descongelamento, as células foram mantidas em incubadora a 5% de CO2 e a 37°C.

Os procedimentos de subcultivo foram realizados a cada 72 h utilizando tripsins/EDTA
0,25% (Gibco). Foram realizados 2 procedimentos de subcultivo até 0 momento da realizagdo

do o experimento (BASSO et al., 2020) (Figura 4).

Figura 4. Cultura de células em incubagéo a 370C e 5% de CO2 e fotomicrografia dos osteoblastos em microscopia
invertida.

Osteoblastos observados em microscopio de luz
invertida
Aumento de 10X

Osteoblastos (Saos-2) em cultura

Fonte: autor

Previamente ao cultivo celular, os discos foram esterilizados em autoclave e alocados
em placas de cultura de células de 24 compartimentos (Kasvi, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil).
O diametro dos discos permitiu que estes ocupassem todo o fundo do compartimento, garantindo
que as células permanecessem aderidas apenas aos discos. Para as avaliagdes, os discos foram
transferidos para novas placas de 24 compartimentos.

Foi utilizado o modelo de implantodontia in vitro, no qual as células foram

cultivadas sobre discos de titanio previamente, visando simular o contato dos osteoblastos



21

com os implantes orais. Este modelo permite maior mimetizacéo da resposta das células
em contato direto com os materiais/superficies a serem avaliados (BASSO et al., 2020;
PANSANI et al., 2021; BASSO et al., 2021) (Figura 5).

Figura 5. Discos de titanio alocados em placas de 24 compartimentos em meio de cultura DMEM completo, seguido
do cultivo dos osteoblastos.

7 sl ol i
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Fonte: autor

Para a realizacdo dos protocolos experimentais, apds alocar os discos em placas
de 24 compartimentos, foi adicionado 1mL de meio de cultura DMEM, contendo 1% de
solucdo antibidtica (PenStrep, Gibco) e 10% de SFB (Gibco) em cada compartimento da
placa. A seguir, as células foram submetidas a desagregacdo (tripsina/EDTA 0,25%
Gibco), contadas e transferidas para as superficies dos discos na densidade de x 10*
células por disco.

As placas foram entdo colocadas em incubadora a 37°C e tensdo de 5% de CO2
por 24 ou 48 h, para a realizagdo das analises de morfologia, adesdo e viabilidade celular.
Para os protocolos realizados ap6s 7 dias, apds 24 h, o meio de cultura foi substituido por
um meio fresco, livre de SFB, que foi substituido a cada 48 h, até que os 7 dias fossem
completos (Figura 4).

Para avaliacdo da expressdo génica, as células foram cultivadas sobre os discos
em DMEM completo e mantidas por 24 h. A seguir, foram expostas ao estimulo

inflamatdrio com LPS de Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) (1ug/mL) em meio
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livre de SFB por 4 h. Apds este periodo, as amostras foram coletadas para avaliagdo da
expressao de fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e beta-defensina 3 (HBD3) (Figura

6).

Figura 6. Esquema representativo do delineamento experimental.
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s | (1pg/mL)
Avaliagao da expressao génica
(TNF- e HBD-3)

7 dias

—J Avaliacdo da da viabilidade, sintese
de PT e colageno e atividade de ALP

Fonte: autor

3.6 ANALISE DA MORFOLOGIA CELULAR.

A morfologia dos osteoblastos aderidos as diferentes superficies de titanio foi
analisada por meio de MEV (n=2). Apds 24 e 48 h do cultivo sobre as diferentes
superficies, as amostras foram fixadas em glutaraldeido 2,5% por 1 hora, seguido de pés-
fixagdo com tetroxido de ésmio 1%, por uma hora.

A seguir, as amostras foram lavadas em agua deionizada e submetidas a
desidratagdo com concentracgdes crescentes de etanol (30, 50, 70, 95 e 100%), por trinta
minutos cada uma e finalmente, submetidas a secagem quimica com 1,1,1,3,3,3
Hexamethyldisilazane (HMDS — Sigma-Aldrich), por 20 minutos, por 3 repeti¢des. Apds
estes procedimentos, os discos de titdnio foram metalizados com ouro e analisados em

microscopio eletrénico de varredura (Inspect Scanning Electron Microscope-S50, FEI,
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Hillsboro, OR, EUA), com magnificacdo de 1000x e 5000x. Para esta andlise, foram
considerados parametros de morfologia e espraiamento das células sobre os substratos,

bem como a densidade celular sobre cada substrato.

3.7 ANALISE DA ADESAO CELULAR.

A adesdo dos osteoblastos as superficies de titanio foi determinada por
fluorescéncia direta, nos periodos de 24 e 48 h ap06s cultivo, utilizando um marcador de
citoesqueleto (Actin Red, Invitrogen 650nm) e um intercalante de DNA (Hoescht,
Invitrogen) (n=6). Em cada periodo proposto, as células foram fixadas em
paraformaldeido 4% por 30 minutos, seguido de lavagem em PBS 1x, permeabilizacdo
com Triton x-100 (0,1% - Sigma-Aldrich) e incubagdo com Actin Red por 30 minutos. A
seguir, as células foram novamente lavadas em tampéao fosfato e submetidas a marcagéo
nuclear com Hoescht (1:5000) por 15 minutos.

As amostras foram qualitativamente analisadas em microscopia de fluorescéncia
(Leica DM6000, Leica Microsystems, Wetzlar, GE). Quatro campos de cada amostra

foram fotografados e analisados quantitativamente em software ImageJ (Figura 7).

Figura 7. Esquema representativo da andlise da adeséo dos osteoblastos as supercicies avaliadas.
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Fonte: autor
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3.8 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR.

A viabilidade dos osteoblastos foi determinada utilizando o ensaio PrestoBlue
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Este ensaio é baseado na oxirredugédo da resazurina em
resorufina, sendo que esta produz uma emisséo de fluorescéncia diretamente proporcional
ao numero de células vidveis (CARDOSO et al., 2020). Desta forma, a solucdo
PrestoBlue foi adicionada as células na concentracdo de 10% em meio DMEM livre de
SFB. Apo6s 10 minutos de incubacdo a 37°C, foi determinada a intensidade de
fluorescéncia (560nm/590nm - (Synergy H1 Hybrid Multi-mode Microplate Reader —
Biotek, Winooski, VT, EUA). A média dos resultados obtidos para o grupo de discos
polidos foi considerada como 100% de viabilidade e todos os grupos foram avaliados em

comparacdo a este (Figura 8).

Figura 8. Esquema representativo da andlise da viabilidade celular.
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Fonte: autor
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3.9 AVALIACAO DA SINTESE DE COLAGENO.

A sintese de colageno foi determinada por meio do ensaio Sirius Red (BASSO et
al., 2018). Para esta analise, 0 meio de cultura em contato com as células foi coletado e
armazenado a -20°C até 0 momento do teste. Foram utilizados 200 uL do meio de cultura,
que foram adicionados a um tubo contendo 200 uL do reagente Direct Red 0,1% (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA). Esta solucdo foi entdo incubada sob agitacdo por 1 hora
(400 rpm - Thermomixer — Eppendorf, Hamburg, Alemanha), a temperatura ambiente
(25°C). Apos esta incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 10* rpm por 10 min
(Microcentrifugal 5415R, Eppendorf, Hamburg, Alemanha), sendo obtido um pellet, que
foi lavado em solucdo de &cido cloridrico (0,1 mol/L) e submetido a nova centrifugacéo,
nos mesmos parametros. Por fim, o pellet foi solubilizado em solucédo de hidréxido de
sodio (0,5 mol/L). Trés aliquotas de 100 uL de cada compartimento foram transferidas
para uma placa de 96 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA) e avaliadas

por meio de espectrofotdmetro a 555nm (Synergy H1) (Figura 9).

Figura 9. Esquema representativo da andlise da sintese de colégeno.
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3.10 AVALIACAO DA PRODUCAO DE PROTEINA TOTAL.

Para determinar a producdo de proteina total por osteoblastos cultivados sobre as
diferentes superficies, as células foram lisadas em 1 mL lauril sulfato de sédio 0,1% a
temperatura ambiente (25°C), por 40 min. A seguir, foi adicionado 1 mL da solucédo de
Lowry, seguido de incubacao por 20 minutos. Por fim, foi adicionado 0,5 mL do reagente
Folin & Ciocalteu’s Phenol, previamente diluido em &4gua deionizada (1:5). Apds
incubacéo por 30 min em auséncia de luz, trés aliquotas de 100 uL de cada compartimento
foram transferidas para uma placa de 96 compartimentos (Costar Corp.) e as amostras
foram submetidas a avaliacdo em espectrofotdmetro, a 655 nm (Synergy) (LEITE et al.,
2017). A concentracdo de proteina total foi determinada a partir de curva padréo contendo
concentracdes previamente estabelecidas de albumina bovina (Sigma-Aldrich) Figura

10).

Figura 10. Esquema representativo da analise producéo de proteina total

N N

Lise das células em lauril sulfato de Aplicacao do reagente

sédio por 40 min a temperatura ambiente de Lowry
por 20 min

% B

Aplicagéo do reagente de Folin — 30 min Plaqueamento das amostras e leitura em
espectrofotdmetra
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3.11 AVALIAC}AO DA ATIVIDADE DE ALP.

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada seguindo um ensaio de ponto
final (Labtest Diagnostico S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) (BASSO et al., 2018).
Este ensaio utiliza o substrato de timolftaleina monofosfato, um substrato do éster do
acido fosforico. A fosfatase alcalina hidrolisa a timolftaleina monofosfato liberando
timolftaleina. Assim, é possivel medir-se diretamente o produto da hidrolise, alterando-
se 0 pH, promovendo a interrupcdo da atividade enzimaética e a formacao de cor azul
caracteristica do produto da reacdo, que ¢ medida fotometricamente. Para esta avaliacao,
foi utilizado o produto da lise celular obtido durante a analise da producdo de proteina
total, conforme citado no protocolo de quantificacdo de producdo de proteina total.

A reacdo foi preparada de acordo com as recomendaces do fabricante, utilizado
50 uL de cada amostra, seguido de incubacdo a 37°C por 10 min. Apoés este periodo,
foram acrescentados 2 mL de reagente colorimétrico (carbonato de sédio 94 mmol/L e
hidroxido de sodio 250 mmol/L — reagente). Apos verificacdo da homogeneidade das
solucdes, trés aliquotas de 100 uL de cada amostra foram transferidas para uma placa de
96 compartimentos (Costar Corp.).

As amostras foram analisadas em espectrofotobmetro (Synergy H1), no
comprimento de onda de 590 nm. A atividade de fosfatase alcalina foi calculada
utilizando uma curva padréo com valores pré-determinados da enzima, estabelecidos a
partir do reagente padrdo fornecido pelo kit. Os resultados da atividade de ALP foram

normalizados pela producéo de proteina total de cada amostra (Figura 11).
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Figura 11. Esquema representativo da analise da atividade de ALP.
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Fonte: autor

3.12 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE TNF-ALFA E BETA-DEFENSINA.

O isolamento do RNA total foi realizado utilizando o Kit RNAqueous (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA), por meio de um sistema de filtracdo. A seguir, a
concentracdo de RNA de cada amostra foi determinada em espectrofotdometro (Take 3
System — Synergy H1). Para cada amostra de RNA COLOCAR PRIMERS obtida, foi
sintetizado o cDNA e amostras foram submetidas ao ciclo de amplificagdo recomendado
pelo fabricante (Applied Biosystems): 25°C (10 minutos), 37°C (120 minutos), 85°C (5
segundos), 4°C ().

Apbs a sintese de cDNA, foi avaliada a expressdo dos genes que codificam o fator
de necrose tumoral alfa e a beta defensina-3, por meio de PCR quantitativo. As reacfes
foram preparadas com reagentes padronizados para PCR em tempo real Syber Green
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), adicionando os conjuntos de primers
especificos para cada gene. As leituras de fluorescéncia serdo realizadas a cada ciclo de
amplificacgdo, utilizando-se para isto o equipamento Step One Plus (Applied Biosystems)

e, posteriormente, analisadas pelo Step One Software 2.1 (Applied Biosystems). Todas



29

as reacdes foram normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX para
correcéo de flutuacGes na leitura decorrentes a variag0es de volume e evaporagéo ao longo
da reacdo, e o resultado, expresso em valor de CT (referente ao nimero de ciclos de PCR
necessarios para que o sinal fluorescente atinja o limiar de detec¢do) foram normalizados
de acordo com a expressdo do gene enddgeno selecionado (RPL13). Os dados referentes

aos primers utilizados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados para a analise da expressdo génica.

Gene alvo Primers

HBD3 Foward - 5°- GCTATGAGGATCCATTATCTTCTG-3’
Reverse —3’- TTATTTCTTTCTTCGGCAGCATTTTC -5°
TNF-alfa Primer foward 5-CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC-3'
Primer reverse 5 -AGCTGCCCCTCAGCTTGA-3'

RPL13 Foward — 5> CCGCTCTGGACCGTCTCAA 3’

Reverse — 5> CCTGGTACTTCCAGCCAACCT 3’

3.13 ANALISE DOS RESULTADOS.

Os dados referentes a topografia superficial e adesdo celular foram avaliados
qualitativamente e apresentados de forma descritiva.

Os dados quantitativos referentes as avaliagdes de rugosidade superficial,
viabilidade celular, sintese de colageno, producdo de proteina total e atividade de ALP
foram submetidos a anélise de distribuicdo e homogeneidade (teste Levene) e
posteriormente analisados por meio dos testes estatisticos de ANOVA a um critério e
Tukey.

Os dados referentes a avaliacdo de expressdo genica foram analisados por meio
dos testes de ANOVA a dois critérios, seguido do pos-teste de Tukey.

Todas as inferéncias estatisticas foram realizadas considerando o nivel de

significancia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 AVALIAC}AO DA TOPOGRAFIA E RUGOSIDADE SUPERFICIAL.

A andlise da topografia superficial dos discos polidos e submetidos ao tratamento
hidrotérmico alcalino com NaOH em diferentes temperaturas demonstrou que maiores
irregularidades (picos e vales) foram observadas para 0s grupos tratados, especialmente
para os discos submetidos a imersdo a 1200C (Figura 12).

A andlise quantitativa da rugosidade superficial corroborou esta anélise, de forma
que os discos de titdnio submetidos ao tratamento em solucdo de NaOH a 1200C
apresentaram os maiores valores de rugosidade, seguidos dos discos tratados a 600C e

dos discos polidos (p<0,05) (Figura 13).

Figura 12. Topografia das superficies de discos polidos (a) e submetidos ao tratamento alcalino a 60 (b) ou 120°C

(c).

Fonte: autor
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Figura 13. Rugosidade superficial dos discos de titanio polidos e submetidos ao tratamento alcalino a
600C ou 1200C. Barras indicam média e desvio padrdo. Grupos identificados com simbolos diferentes
sdo estatisticamente diferentes entre si (Tukey, p<0,05).

2.9

Rugosidade superficial (um)

Fonte: autor

4.2 ANALISE DA MORFOLOGIA CELULAR.

A anélise da morfologia celular por meio de MEV demonstrou um maior nimero
de células aderidas as superficies tratadas com solugdo de NaOH, sem diferenca entre as
mesmas. Em 48 h, também é possivel notar maior espraiamento dos osteoblastos sobre

estas superficies (Figura 14).
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Figura 14. Morfologia dos osteoblastos aderidos as superficies dos discos de titanio polidos e submetidos ao
tratamento alcalino a 60°C ou 120°C, por meio de MEV, ap6s 24 e 48 h do cultivo celular. A seta branca
demonstra células arredondadas, com fraca adesdo ao substrato, enquanto a seta azul demonstra células com
alto espraiamento sobre o disco.
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Fonte: autor

4.3 ANALISE DA ADESAO CELULAR.

A andlise da adesdo celular por microscopia de fluorescéncia demonstrou maior
namero de células aderidas as superficies de titdnio submetidas a modificacdo de
superficie para ambos os periodos, sem diferenca entre os protocolos.

No periodo de 48 h foi possivel observar também um maior espraiamento das
células sobre tais superficies quando comparadas a superficie de titanio polida, conforme
evidenciado pela marcacdo dos filamentos de actina do citoesqueleto celular (em

vermelho) (Figuras 15-17).



Figura 15. Morfologia dos osteoblastos aderidos as superficies dos discos de titanio polidos, por meio de
microscopia de fluorescéncia, apds 24 (a,c,e) e 48 h (b,d,f) do cultivo celular. Em azul, é possivel identificar o
nucleo das células aderidas, enquanto os filamentos de actina do citoesqueleto estido corados em vermelho.
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Fonte: autor

Figura 16. Morfologia dos osteoblastos aderidos as superficies dos discos de titanio submetidos ao tratamento
alcalino a 60°C, por meio de microscopia de fluorescéncia, , apés 24 (a,c,e) e 48 h (b,d,f) do cultivo celular. Em
azul, é possivel identificar o nacleo das células aderidas, enquanto os filamentos de actina do citoesqueleto

estdo corados em vermelho.
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Fonte: autor
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Figura 17. Morfologia dos osteoblastos aderidos as superficies dos discos de titanio e submetidos ao tratamento
alcalino a 120°C, por meio de microscopia de fluorescéncia, , ap6s 24 (a,c,e) e 48 h (b,d,f) do cultivo celular.
Em azul, é possivel identificar o nucleo das células aderidas, enquanto os filamentos de actina do citoesqueleto

estdo corados em vermelho.
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Fonte: autor
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4.4 VIABILIDADE CELULAR.

Os osteoblastos cultivados sobre as superficies tratadas apresentaram maior
viabilidade celular quando comparados as estas células cultivadas sobre os discos de
titanio polidos, para ambos os periodos de analise (24 e 48 h), sem diferenca entre 0s

protocolos de tratamento (Figura 18).

Figura 18. Viabilidade dos osteoblastos cultivados sobre os discos de titanio polidos e submetidos ao
tratamento alcalino a 60°C ou 120°C., ap6s 24 h e 48 h. Barrras indicam média e desvio padrdo. Grupos
identificados com simbolos indicam diferega estastisticamente significante (n=6; Tukey, p<0,05).
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Fonte: autor
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4.5 SINTESE DE COLAGENO.

A sintese de colageno foi significativamente maior para os osteoblatos cultivados
sobre as superficies de titdnio tratadas com NaOH por 24 h a 60°C ou 120°C, sem

diferenca entre os protocolos (Figura 19).

Figura 19. Sintese de colageno por osteoblastos cultivados sobre os discos de titanio polidos e submetidos ao
tratamento alcalino a 600C ou 1200C., apds 7 dias. Barras indicam média e desvio padrdo. Grupos
identificados com simbolos diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (n=6; Tukey, p<0,05)
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Fonte: autor

4.6 PRODUCAO DE PROTEINA TOTAL.
A producdo de proteina total foi semelhante para os grupos experimentais nos
quais os osteoblastos foram cultivados sobre as superficies tratadas, sem diferenca entre

os protocolos. Tal producéo foi significativamente maior do que comparada ao grupo de

discos polidos (Figura 20).
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Figura 20. Sintese de proteina total por osteoblastos cultivados sobre os discos de titanio polidos e submetidos
ao tratamento alcalino a 600C ou 1200C., apds 7 dias. Barras indicam média e desvio padrdo. Grupos
identificados com simbolos diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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Fonte: autor

4.7 ATIVIDADE DE ALP.
A atividade de ALP foi significativamente maior para os osteoblatos cultivados
sobre as superficies tratadas, sendo que o tratamento a 120°C resultou nos maiores valores

de atividade, seguido do protocolo a 60°C (Figura 21).

Figura 21. Atividade de ALP por osteoblastos cultivados sobre os discos de titanio polidos e submetidos ao
tratamento alcalino a 600C ou 1200C., apds 7 dias. Barras indicam média e desvio padrdo. Grupos
identificados com simbolos diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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4.8 EXPRESSAO GENICA.

A analise da resposta dos osteoblastos frente a exposicdo ao LPS quando
cultivados sobre as diferentes superficies demonstrou um aumento da expressao genica
de TNF-alfa por estas células quando cultivadas sobre os discos polidos. Para os discos
tratados com NaOH, ndo houve diferenca entre 0s grupos expostos ou nao ao LPS.

Quanto a expressdo de HBD3, todos 0s grupos apresentaram aumento desta
expressao na presenca do LPS, sendo esta expressdo mais evidente para o grupo de discos
submetidos ao tratamento com NaOH a 60°C. (Figura 22)

Figura 22. Expressdo génica de TNF-alfa e HBD-3 por osteoblastos cultivados sobre os discos de titanio polidos

e submetidos ao tratamento alcalino a 600C ou 1200C., apds 7 dias. Barras indicam média e desvio padrao.
Grupos identificados com simbolos diferentes indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

Sabe-se que a adesdo dos osteoblastos aos implantes e, consequentemente, o
processo de osseointegracdo, podem ser melhorados e acelerados por meio do aumento
da rugosidade da superficie destes implantes (TRENTO et al., 2020). Diversos métodos
de modificacdo podem ser aplicados para que se obtenha uma superficie mais rugosa, no
entanto, a alcalinizacdo tem se mostrado bastante promissora, por associar este efeito a
outros, como efeito antimicrobiano e formacdo de uma camada superficial que facilita o
carreamento de moléculas organicas (ZENG et al., 2019).

Este estudo avaliou o efeito da alcalinizagdo de superficies de titdnio com
hidréxido de sddio sobre osteoblastos humanos, utilizando um modelo de implantodontia
in vitro, que simula a interacdo das células do tecido 6sseo com as superficies de
implantes, por meio do cultivo direto destas células sobre discos de titanio previamente
padronizados, de acordo com cada grupo experimental (BASSO et al., 2020; BASSO et
al., 2021; PANSANI et al., 2021).

Previamente as analises sobre o comportamento dos osteoblastos, as amostras
foram submetidas a uma caracterizacdo morfoldgica. Os resultados demonstraram um
aumento da topografia e rugosidade superficiais a partir de ambos os protocolos de
alcalinizacdo, porém, mais evidente para maiores temperaturas (120°C), assim como
previamente demonstrado (KIM et al., 2013).

A analise da topografia superficial dos discos submetidos ao tratamento térmico
alcalino com NaOH em diferentes temperaturas demonstrou que maiores irregularidades
(picos e vales) foram observadas sem relagdo as polidas, especialmente para os discos
submetidos a imersdo a 1200C. A andlise quantitativa da rugosidade superficial
corroborou esta analise, de forma que os discos de titanio submetidos ao tratamento em

solugdo de NaOH a 1200C apresentaram os maiores valores de rugosidade, seguidos dos
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discos tratados a 600C e dos discos polidos (p<0,05), o que podendo facilitar o rapido
acumulo ésseo e, portanto, promover a adsorcdo de proteinas, adesdo e proliferacéo
celular, expressdo génica de mediadores inflamatorios por osteoblastos cultivados sobre
as diferentes superficies e expostos ao estimulo inflamatdrio, obtendo melhor a integracao
de tecidos.

Quanto a adesdo dos osteoblastos, ambos os protocolos de alcalinizacdo foram
positivos na inducdo da adesdo celular as superficies de titanio, que demonstraram maior
nimero de células aderidas, bem como maior espraiamento destas células quando
comparados aos discos polidos. Este efeito pode ser justificado tanto pelo aumento da
rugosidade, o que comprovadamente melhora a interacdo de células mesenguimais, como
também pela biomodificacdo causada pelo processo de alcalinizacdo, o que facilita a
atracdo e a interacdo de moléculas organicas, como fatores de crescimento, também
auxiliando na adesdo de diferentes tipos celulares (CAl et al., 2006; ENGEL et al., 2008;
ZENG et al., 2019).

De forma semelhante, o metabolismo dos osteoblastos também foi positivamente
afetado pelos protocolos de alcalinizacdo, demonstrado pelo aumento da viabilidade,
sintese de proteina total e colageno e atividade de ALP. Tais processos estdo diretamente
relacionamos com o processo de reparo peri-implantar, que é determinado pela adeséo de
células osteoblésticas e pela deposi¢do de matriz coldgena e mineralizacdo desta matriz
(LOTZ etal.,2018).

De forma geral, o metabolismo dos osteoblastos foi estimulado de forma
semelhante para ambos os protocolos de alcalinizagdo. No entanto, a atividade de ALP
foi significativamente maior para as células cultivadas em discos tratados com NaOH a

120°C, o que deve ser resultado da maior irregularidade topografica (rugosidade)
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(PANSANI et al., 2021). Assim, este protocolo, quando aplicado de forma isolada, parece
ser mais promissor na aceleracdo da mineralizacdo tecidual e também pode ser mais
vantajoso do ponto de vista mecénico.

A modificacdo da superficie de implantes em escala micrométrica pode melhorar
0 contato entre 0 0sso e implante e assim, alcancar melhorias biomecanicas e
compatibilidade o que fornece um ambiente propicio para acesso da osteogénese de
contato e sinalizacdo para as interacdes tecido-implante. A modificacdo da superficie e a
presenca de caracteristicas em nanoescala na superficie dos implantes podem estimular a
proliferacdo de células osteoblasticas. A razdo por trds disso € a similaridade de
caracteristicas nanométricas com o ambiente biologico dos osteoblastos (CAl et al., 2006;
ENGEL et al., 2008).

Atualmente, sabe-se que as caracteristicas fisicas e quimicas da superficie do
implante sdo essenciais fatores que afetam a taxa e extensdo da osseointegracdo (BUSER,
et al., 2004; LANG et al., 2011). Em termos de superficie fisicas especificas, estudos
recentes destacaram que o titdnio nanoestruturado pode ter melhor osseointegracdo do
que titanio com modificacBes de superficie em microescala porque superficies em
nanoescala tém uma éarea de superficie maior e podem simular melhor a matriz
extracelular para facilitar o rapido acimulo 0sseo e, portanto, promove a adsorcdo de
proteinas, adesdo e proliferacdo celular, regulagdo génica, e integracéo de tecidos (CAl
et al., 2006; ENGEL et al,. 2008;).

Apesar da grande quantidade de dados na literatura demonstrando os efeitos
positivos da indugdo do aumento da rugosidade superficial dos implantes no processo de
osseointegracdo, existem diversos protocolos que podem ser aplicados para que esta
alteracédo de topografia e rugosidade seja alcancada (SHIBLI et al., 2019; TRENTO et

al., 2020). Os tratamentos de subtracdo por ataque &cido foram precursores na
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modificacdo de superficies de titanio (LARSSON et al., 1996), que resultaram na
obtencdo de superficies com alta porosidade, no entanto, estes tratamentos também
necessitam no emprego de &cidos fortes, gerando reacfes exotérmicas, e podem gerar
compostos residuais (CHRCANOVIC et al., 2013). Em contrapartida, a modificagcéo de
superficies de titanio por alcalnizacao com NaOH se mostra mais efetiva e promissora,
por ndo resultar em residuos e riscos, além de facilitar o carreamento de moléculas que
poderiam acelerar o processo de reparo peri-implantar (CAl et al., 2006; ENGLE et al.,
2008; ZENG et al., 2019).

Dentre estas moléculas biologicamente ativas, podemos citar agentes
estimuladores das células 6sseas, fatores de crescimento, como proteinas morfogenéticas
Osseas, a fim de para melhorar o processo de cicatrizacdo 6ssea localmente (BESSHO et
al.,1999; LI1U, 2005).

No que se refere a capacidade de resposta frente ao estimulo com LPS, as células
cultivadas sobre os discos alcalinizados apresentaram menor sintese de TNF-alfa quando
comparadas aquelas semeadas sobre os discos polidos. Este resultado, analisado
isoladamente, pode ser interpretado de duas formas: a primeira vista, pode favorecer o
reparo tecidual, reduzindo a ativacdo de enzimas proteoliticas e acelerando a fase
proliferativa; ou ainda pode reduzir a capacidade de resposta frente a colonizacdo
bacteriana. No entanto, no presente estudo também foi avaliada a expresséo génica da
enzima HBD-3, que atua na resposta imune inata em resposta a diferentes patdégenos (CUI
et al., 2017), demonstrando que as celulas cultivadas sobre as superficies alcalinizadas
apresentaram maior ativacao da expressdo de HBD-3 na presenca do LPS de P.gingivalis.
Apesar dos resultados positivos observados no presente estudo, devemos

considerar os fatores de limitacdo do estudo, j& que trata-se de um estudo em cultura de
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células, e, portanto, tais resultados devem ser considerados de forma cautelosa,

considerando o delineamento aplicado no estudo.
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6. CONCLUSOES

Os protocolos de alcalinizacdo com NaOH (5M) a 60°C e 120°C resultaram em
aumento significativo da topografia e rugosidade superficial das amostras;

Os osteoblastos cultivados sobre os discos submetidos a modificacéo superficial
por meio de alcalinizacgdo com NaOH (5M) a 60°C e 120°C apresentaram maior
viabilidade, sintese de proteina total e colageno, bem como atividade de ALP quando com
parados as células cultivadas sobre os discos polidos.

A expressao génica de mediadores inflamatorios por osteoblastos foi influenciada
pelos protocolos de alcalinizacdo com NaOH (5M) a 60°C e 120°C, sendo a expressdo de
TNF reduzida para tais protocolos apds exposicdo ao estimulo inflamatério com

lipopolissacarideos (LPS) de Porphyromonas gingivalis (1pug/mL) por 4 h.
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