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Faria LV. Desenvolvimento e caracterizacdo de novas superficies de titanio
modificadas com estroncio e calcio [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2024.

RESUMO

O desenvolvimento de superficies de implantes com capacidade de modular o
turnover 6sseo em direcdo a osteogénese para alcancar rapidamente uma
osseointegracao rigida e duradoura é necessario para melhorar ainda mais a taxa de
sucesso clinico das cirurgias de implantes, prolongar sua vida util e estender sua
aplicabilidade em situacdes clinicas desafiadoras. Neste contexto, implantes
carregados com Calcio (Ca) e Estroncio (Sr) podem apresentar potencial osteogénico
e trazer resultados promissores. Neste estudo, foram avaliados os efeitos da adicéo
de Sr e a combinacdo de Sr e Ca em superficie micronanotopogréafica de titanio
comercialmente puro. Para incorporacado destes elementos, os revestimentos foram
aplicados em condi¢des hidrotérmicas. Células pré-ostoblasticas da linhagem MC3T3-
E1l foram utilizadas para avaliacdo da biocompatibilidade e do comportamento
biol6gico das superficies em um modelo in vitro. Foram avaliados adeséo,
espraiamento e morfologia celular por fluorescéncia direta e Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV); viabilidade celular por Alamar Blue®, atividade da enzima
fosfatase alcalina, expressédo génica de marcadores osteogénicos por RT-gPCR e
expressdo proteica de marcadores osteogénicos por Ensaio de Imunoabsorcao
Enzimatica (ELISA). Ensaios de (MEV), Espectroscopia de raios X de energia
dispersiva (EDS); microscopia de forga atomica (MFA); molhabilidade; perfil de
liberacdo de Sr e Ca, resisténcia a corrosao e estabilidade eletroquimica também
foram realizados na caracterizacado das superficies. O nivel de significAncia adotado
nas andlises estatisticas foi de 5%. Os resultados demostraram que o tratamento
hidrotérmico é efetivo na incorporacdo dos elementos em uma superficie
micronanotopogréfica, mantendo uma liberacdo dos ions controlada por mais de 21
dias. Ensaios eletroquimicos evidenciaram beneficio do tratamento hidrotermal com a
dopagem dos elementos no aumento da resisténcia a corrosao. Os resultados
bioldgicos indicaram que implantes com capacidade osteogénica carregados com Ca
e Sr podem trazer resultados promissores, melhorando os marcadores 6sseos de
osteogénese e osseointegracdo. Os grupos tratados com Sr e Sr/Ca potencializaram
os resultados da superficie comercial micronanotopografica. Ndo foram observadas
grandes diferencas entre os grupos dopados, sugerindo que a incorporacao de Sr
sozinha € suficiente para impulsionar eventos relacionados a osteogénese e a
osseointegracdo em um modelo in vitro.

Palavras chave: Implantes Dentarios. Estréncio. Célcio. Osteogénese.



Faria LV. Development and characterization of new titanium surfaces modified with
strontium and calcium [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2024.

ABSTRACT

The development of implant surfaces with the ability to modulate bone turnover
towards osteogenesis in order to rapidly achieve rigid and long-lasting
osseointegration are needed further to improve the clinical success rate of implant
surgeries, prolong implant life and, extend their applicability in challenging clinical
situations. In this context, implants loaded with Calcium (Ca) and Strontium (Sr) may
have osteogenic potential and bring promising results. This study aims to evaluate the
effect of adding Sr and the combination of Sr and Ca to the micronanotopographic
surface of commercially pure titanium. To incorporate these elements, the coatings
were applied under hydrothermal conditions. Pre-ostoblastic cells of the MC3T3-E1
strain were used to evaluate the biocompatibility and biological behavior of the
surfaces in an in vitro model. Cell adhesion, spreading, and morphology were
evaluated by direct fluorescence and Scanning Electron Microscopy (SEM); cell
viability with Alamar Blue®, alkaline phosphatase enzyme activity, gene expression of
osteogenic markers by RT-gPCR and protein expression of osteogenic markers by
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). SEM, energy dispersive X-ray
spectroscopy (EDS), atomic force microscopy (AFM), wettability, Sr and Ca release
profile, corrosion resistance, and electrochemical stability tests were also carried out
to characterize the surfaces. The level of significance adopted in the statistical analysis
was 5%. The results show that hydrothermal treatment is effective in incorporating the
elements into a micronanotopographic surface, maintaining a controlled release of ions
for more than 21 days. Electrochemical tests show the benefit of hydrothermal
treatment with element doping in increasing corrosion resistance. The biological results
indicate that implants with osteogenic capacity loaded with Ca and Sr can bring
promising results, improving bone markers of osteogenesis and osseointegration. The
groups treated with Sr and Sr/Ca enhanced the results of the commercial
micronanotopographic surface. No major differences were observed between the
doped groups, suggesting that the incorporation of Sr alone is sufficient to boost events
related to osteogenesis and osseointegration in an in vitro model.

Keywords: Dental implants. Strontium. Calcium. Osteogenesis.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt nnanis 12
2 PROPOSICAO ...ttt 18
2.1 ODbjetivoSs ESPECITICOS wuuuuuiiiiiii e 18
il =10 =T (07X 07X T 20
0t I U o o> Vo> o 0 PSS 20
A4 CONCLUSAOD ...ttt ettt ettt n s 50

REFERENCIAS . ......coiiteieeeeeeee ettt ettt ettt et neete et neanes 51

APENDICE A oo e ettt 56



12

1 INTRODUCAO

Nas Uultimas décadas, os implantes dentarios tornaram-se um método
amplamente popular para substituir dentes perdidos em pacientes parcial e totalmente
desdentados!?. A osseointegracdo, que pode ser definida como o processo na qual
ocorre a formacgdo de uma interface direta entre um implante e o 0sso, sem
interposi¢cado de tecidos moles ao nivel da microscopia Optica € um dos pontos chave
para o sucesso da reabilitagdo com implantes3.

Embora outros materiais sejam encontrados na fabricacdo de implantes
dentérios, como ceramicas ou polimeros, o titanio (Ti) ainda é o material considerado
padrao-ouro de escolha e o mais utilizado, uma vez que suas propriedades atendem
aos requisitos mais importantes, como excelente biocompatibilidade, resisténcia a
corrosdo, boa conformabilidade, usinabilidade, alta resisténcia e modulo de
elasticidade relativamente baixo*®,

Apesar das altas taxas de sobrevivéncia e do sucesso geral dos implantes
dentarios, € conhecido que certas condi¢des locais e sistémicas podem levar a falha
desses implantes. Situacfes clinicas desfavoraveis como como baixo torque de
insercdo (devido a m& qualidade éssea, falta de habilidade cirargica ou perfuracéo
imprecisa), doengas peri-implantares, tabagismo, diabetes e o uso de bifosfonatos séo
reportados como facilitadores de falha de implantes dentarios. Deste modo, o
desenvolvimento de superficies com a capacidade de modular a osseointegracao &
uma alternativa para superar essa limitacdo’. Assim, essas superficies visam acelerar
0 processo para alcancar rapidamente uma osseointegracao rigida e duradoura a fim
de melhorar ainda mais a taxa de sucesso clinico das cirurgias de implantes, prolongar
a vida util, e estender sua aplicabilidade especialmente em pacientes com
comprometimentos sistémicos que resultam em osso de ma qualidade®1°. Por
exemplo, aqueles com diabetes mellitus e osteoporose, comprovadamente propensos
a apresentarem dificuldades e falhas no processo de osseointegracéo, além de maior
risco de infeccdo!®12,

O tratamento suplementar com medicamentos também pode ajudar a melhorar
a capacidade de ligacdo Ossea dos implantes nestas condicdes. Embora a
administracéo sistémica de medicamentos juntamente com a colocacdo de implantes

seja uma abordagem convencional, os efeitos colaterais, como toxicidade sistémica,
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beneficios a curto prazo e inconveniéncia ao paciente, limitam seu uso. Em contraste
com estes, a terapia localizada é geralmente desprovida dessas limitacdes'31>. Por
este motivo, nas ultimas décadas, o foco tem sido colocado na entrega especifica ao
0osso de agentes farmacéuticos e biolégicos ativos, através de tratamentos de
superficie*913,

Estas modificacdes superficiais podem ser feitas através de diversas técnicas,
nas quais se destacam os métodos mecanicos, quimicos, eletroquimicos e de adicao
de camadas®®16, Estes tratamentos podem melhorar a osseointegragdo e prevenir a
formacao de uma cépsula de tecido fibroso ao redor do implante que impede a fixacéo
biomecanica adequada, levando ao insucesso clinico®®3, Diferentes modificacdes de
superficie e concepc¢éao de diferentes revestimentos fisico-quimicos e bioativos foram
propostas, visando melhorar a taxa de sucesso de implantacdo e atender as
necessidades de aplicagGes clinicas®%131516  Estd bem consolidado que as
modificacbes da superficie alteram as propriedades fisico-quimicas, desde a
morfologia, molhabilidade e rugosidade, bem como podem conferir novas
propriedades, como acdo antibacteriana e interacdo com o ambiente celular®1%6. O
ataque quimico em solucbes acidas e alcalinas é uma das estratégias
contemporaneas de modificacdo de superficie, e constitui-se como um método
simples, eficiente e de baixo custo que permite a formacédo de nanoestruturas nas
superficies do titanio e suas ligas, a depender dos parametros utilizados, tais como
concentracdo dos reagentes, tempo de imersdo e temperatura. Em condi¢des
hidrotérmicas (de altas temperaturas e presséo), esses ataques provaram-se Como
uma alternativa simples, de baixo custo e viavel na incorporacdo de elementos
bioativos, tais como estréncio e calcio, em superficies de titanio8-20,

A cascata de eventos bioldgicos na interface osso/implante é intrinsecamente
condicionada por diversas destas caracteristicas superficiais, tais como topografia,
molhabilidade, carga e composi¢cao quimica. Esses atributos exercem uma influéncia
consideravel nas interacdes osteogénicas dos implantes de titanio?>?2. No ambito das
caracteristicas superficiais, destaca-se a topografia em escala micrométrica, que
mimetiza os tecidos 0Osseos e demonstra a capacidade de potencializar a
mineralizacdo 6ssea nas superficies implantaveis?®. Nos Ultimos anos, contudo,
observa-se um crescente interesse nas caracteristicas superficiais em escala
nanomeétrica, visando aprimorar a bioatividade dos implantes. Essa interacédo

especifica pode ser atribuida as dimensdes em nanoescala dos constituintes 0sseos,
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tais como fibrilas de colageno, receptores celulares, filopédios e DNA?*. Nesse
contexto, as caracteristicas superficiais em nanoescala devem ser cuidadosamente
projetadas para otimizar as intera¢des celulares osteogénicas. No contexto especifico
de implantes de titanio, evidéncias indicam que as nano caracteristicas exercem uma
influéncia substancial na adeséao celular, disseminacéao, diferenciacédo e mineralizacao
6ssea?®?b,

A interacdo entre a superficie do implante e o 0sso é influenciada por diversos
fatores, tais como a propor¢do da area de contato direto, a taxa de crescimento do
0sso adjacente e a qualidade da ligacdo mecéanica entre o implante e o osso. Uma
estrutura de micro superficie desempenha um papel significativo no aumento da
sintese da matriz extracelular por células aderentes, resultando em uma integracao
mais responsiva e confiavel com 0 0sso em comparacéo com as superficies usinadas
convencionais®®. Deste modo, a alteracdo da superficie de implantes endésseos de
tithnio em uma escala micro-nano topografica pode ser sinergicamente combinada
com a modificacdo quimica da superficie, com o objetivo de aprimorar o processo
inicial de osseointegracdo®. Nesta tentativa, beneficiando-se da funcéo osteogénica,
elementos como o Calcio (Ca) e Estroncio (Sr) ja foram incorporados as superficies
de implantes através de diferentes técnicas, incluindo o método hidrotermalt®.20.27.28
buscando superar os desafios da osseointegracao precoce.

Atualmente, o Ca é utilizado na sintese e aplicacédo de diversos biomateriais?*
31, Ao revestir superficies de titanio com uma camada de fosfato de célcio, grandes
melhorias foram alcancadas na osteocondutividade dos implantes3?33. Porém, embora
os revestimentos de fosfato de calcio melhorem a osteocondutividade dos implantes,
eles ndo os tornam osseoindutivos. Por outro lado, propriedades osteoindutoras
podem ser conferidas a eles pela introdugcéo de um fator de crescimento osteogénico
no sistema®?.

Do mesmo modo, efeitos benéficos na osseointegracdo ja foram observados
com uso do estroncio®*. O estroncio é um metal alcalino terroso incorporado na fase
mineral do 0sso, dado sua semelhanca com o calcio®®. E justamente essa semelhanca
gue explica os principais mecanismos celulares e fisico-quimicos relacionados ao seu
efeito, conforme ilustrado na figura 1. A ativagc&o do receptor sensor do célcio (CaSR)
€ um dos pontos chaves deste processo. Marx et al. (2020) discutem as multiplas vias
intracelulares osteogénicas a qual o estréncio pode atuar, que incluem ativacéo e

fosforilacdo de Runx2, ativacdo da via da ciclooxigenase-2 (COX-2), da via Akt (que
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promove a sobrevivéncia ao inibir a apoptose em osteoblastos), além de atuar na
sinalizacdo Cn-NFATCc, que por sua vez também promove a expressao dos genes da
via Wnt34,

Figura 1 — Efeitos do Sr no metabolismo ésseo
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REPLICATION

Principais mecanismos celulares do Sr relacionados ao aumento da fungéo dos
osteoblastos e inibicdo da funcdo dos osteoclastos ligados ao Ca-sensing receptor
(CaSR) a partir de achados in vitro.

Fonte: Marx et al.® P- 3,

No passado, o estréncio ja foi utilizado no tratamento da osteoporose, na forma
de ranelato de estroncio (RanSr)36:37, Entretanto, o tratamento sistémico com estroncio
estd associado a ocorréncia de alguns efeitos adversos, tais como diarréia, cefaleia,
nausea e hipersensibilidade cutanea®®, tendo o RanSr sido descontinuado como
medicamento anti-osteoporoético desde 201734, Frente as tentativas de entrega locais
de Sr, a aplicacéo direta do estréncio em superficies do titanio, gerou bons resultados
no aumento da formacdo dssea, osseointegracdo e cicatrizacdo 6ssea na interface
osso-implante, em maior grau do que superficies de titanio livres de Sr1418.27,

Devido aos impactos positivos do Sr no metabolismo 6sse0®3¢, muitos
meétodos tém sido aplicados para incorporar ions de Sr em superficies de titanio
visando melhorar a capacidade de osteogénese, como deposicdo eletroquimica®,
oxidacdo de microarco??, processo sol-gel*! e magnétron sputtering*?43, Apesar dessa
variedade de metodologias, algumas desvantagens e deficiéncias nas modificacbes
acima mencionadas podem ser elencadas, tais como tecnologia complicada, alto
custo, baixa eficiéncia e baixa resisténcia de ligagédo entre o revestimento e o substrato

de titanio**. De face a essas limitagdes, o tratamento hidrotérmico € um método
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conveniente e barato que pode preparar estruturas em nanoescala em superficies de
titanio'6.18.27.28 Nosso grupo relatou uma superficie de titanio-15-molibdénio e de Ticp
incorporadas com estroncio por tratamento hidrotérmico em estudos anteriores*>46 e
confirmou seu grande potencial osteogénico através de estudos in vitro e in vivo.

Da mesma forma, a implantacdo de ions Ca em superficies de titanio ja foi
amplamente estudada, e muitas técnicas de producao de revestimentos, filmes e
camadas de ortofosfatos de célcio ja foram inventadas e continuamente investigadas
para melhorar as propriedades superficiais de varios tipos de implantes artificiais334.
Dentro dessa variedade de abordagens, o tratamento hidrotérmico também foi
previamente documentado como um meio para dopar as superficies com calcio'®4.
Diante desse contexto, é plausivel considerar que, ao aproveitar os beneficios
associados aos dois elementos no contexto do metabolismo 6sseo, a presenca e
liberacdo simultanea desses dois elementos durante as fases iniciais do processo de
osseointegracao possam resultar em vantagens aprimoradas.

Um estudo anterior investigou superficies de Ti nanoestruturado com Ca
incorporado e Ti nanoestruturado com Sr incorporado, obtidas a partir de um
tratamento hidrotérmico, e observou que ambas as superficies exercem um efeito
benéfico definitivo na inducdo de polarizacéo regenerativa de macrofagos M2. Como
resultados, os autores observaram que a quimica de ions bioativos regula a forma
celular de macréfagos aderentes e muda drasticamente o fenétipo de macréfagos do
M1 inflamatério para o M2 de cicatrizacéo tecidual?®.

Apesar de numerosos relatos na literatura ja terem demostrado os efeitos
positivos da incorporacdo de Ca e Sr em superficies de titanio, poucos estudos se
dedicaram a avaliar o efeito da combinacéo destes dois elementos combinados. Um
recente estudo relatou aumento da biocompatibilidade e da diferenciacéo osteogénica
de scaffolds de Ti6Al4V revestidos com Estroncio e Fosfato de Calcio (Sr-CaP)*, e
outro descreveu melhora da biocompatibilidade e osteogénese de revestimento de
fosfato dopado com estroncio produzido pela tecnologia de fusdo seletiva a laser
(SLM), bem como oxidac&o por microarco (MAO) e tratamento com ar-plasma®’. Até
onde sabemos, é inédito a combinacdo de Ca e Sr através do método hidrotermal em
superficies de Ti visando implantes odontol6gicos. Ademais, ainda é necessario
avaliar e aprofundar o entendimento da influéncia dessas diferentes superficies no
comportamento celular, por meio da analise da expresséo e producao de marcadores

osteogénicos, respectivamente a nivel transcricional e proteico.
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Para a concepcdo de um novo material de implantes dentais, uma série de
requisitos precisam ser cumpridos, incluindo biofuncionalidade, biocompatibilidade,
relevancia e eficacia clinica*'>5%. Assim, uma das primeiras etapas de pesquisa para

a avalicdo de um novo material s&o 0s ensaios in vitro.
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4 CONCLUSAO

Considerando o potencial da atividade bioldgica de ions Sr e Ca no tecido 6sseo
peri-implantar, o presente estudo investigou as caracteristicas fisicas, quimicas,
eletroquimicas e biolégicas de superficies micro-nanoestruturadas de titanio
incorporadas com Sr ou Sr e Ca por tratamento hidrotérmico. Os resultados das
caracterizagfes da superficie indicaram que o tratamento hidrotérmico incorporou de
maneira conveniente e eficaz o Sr e Ca na superficie micro-nanotopografica de titanio
puro, sem alterar as caracteristicas originais da superficie, bem como melhorar a
resisténcia a corrosdo dos substratos. As analises biolégicas sugerem que as
superficies carreadas com Sr e Sr/Ca podem trazer resultados promissores,
melhorando os marcadores 0sseos de osteogénese e osseointegracdo em niveis
transcricional e traducional, bem como a formacao de nédulos de mineralizacdo. Os
grupos tratados com Sr e Sr/Ca potencializaram a superficie comercial
nanotopografica. Nao foram observadas diferencas significantes entre os grupos Sr e
Sr/Ca, sugerindo que a incorporacdo de Sr sozinho é suficiente para impulsionar

eventos relacionados a osteogénese e a osseointegracao.
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