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“Se eu vi mais longe, foi por estar sentado sobre ombros de gigantes.”

Sir Isaac Newton



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt ettt e be et e ese e e e e e e saesresreeneareas 10
ABSTRARCT ittt bbb bbb et ettt et be et 11
CAPITULO L.ttt bbbttt bbbt ens 12
1. INTRODUGAO E MOTIVACGAOD ..ot enes s 12
2. OSSO: ASPECTOS GERAIS ..ottt 13
3. BIOMATERIALIS ...ttt reene s 13

4. ADESAQ DE CELULAS SOBRE MATERIAIS: PRIMEIRO PASSO
INTEGRACAO DE BIOMATERIAIS E REGENERACAO OSSEA ........ccooovevvenene 14
5. ENDOTELIO E O FLUXO SANGUINEO .....cccovvriimiiriiiniineineieissinseseiseeens 16
B.  OBJIETIVOS ...ttt bttt et b e 19
(O AN o 1 0 1 1SS 20
2. MATERIALS & METHODS........c.ooci ittt 23
2.0, REAGENIS ..ottt e 23
2.2. Titanium-enriched medium obtaining and experimental design..................... 24
2.3. CeI CUIUIE ...ttt ns 26
2.4, GENE EXPIESSION....eevietreeteitieste et et e te et e este et e e e e teetesaeesaeesteessesbaesteeneesneenas 26
2.5 WESEEIN DIOL......ciiiiiciiciciee e e 29
2.6. STatiStiCal ANAIYSIS ......ocviiiieiie e 30
B RESULTS ..ttt b ettt ettt sbesrenneas 30
4. DISCUSSION ... .coiiiiie ittt sttt sttt st nbesbesnenneas 36
5. CONCLUSION ..ottt ettt naena et e e et e snesnesrenneeneens 38
6. REFERENGCES .......coo ittt neene e 38
CAPITULO 3.ttt bbbttt ettt st beereanes 45
1. INTRODUCTION ....ooctiiiiiieieieie ettt ettt st nnesne e 47
2. MATERIAL AND METHODS........cocot ittt 49
2.1.  Materials and titanium alloyS. .........ccoiviiiiieiiieiie e 49
2.2 Cell CUIRUIE. ..o e 49
2.3 Preparation of angiocrine factors-obtaining medium. ............cccocevviirrnenen. 50
2.5  Titanium content was quantified by GFAAS. ..........cccciie i, 52
2.6 mRNA isolation and gPCR analysisS ........c.ccccveviiiivieiieiiie e 53
2.7  Scanning Electron Microscopy (SEM) and Energy Dispersive X-ray (EDX).

54

2.8  Gelatin proteolysis-based Zymography ........cccccceeivereevieiieeseerieseese e 55

2.9 StatiStiCal ANAIYSIS ....vvcveiieiieeie et 55



3. RESULTS ... 55

3.2.  Mechanotransduction-related endothelial cell signaling drives angiocrine
factors able to require Col3A1 and profile of ECM remodeling in differentiating

01 (=10 0] P2 TS 60

A, DISCUSSION......cooiiiiieeiiiiieteee et tes sttt sttt sttt sn sttt 64
TR 610 N[0 0 151 [0 [T 67
B. REFERENCES ..ot ieeeeeeeeeee e eeeeeeeeee e en s 68
B 11016 117X @ TR 75

Referéncias BiDIOGIAfiCas .........ccooveiiiiiiicce e 78



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1
Figura 1. Mecanismos intracelulares decorrentes da adesdo celular.................. 15
Figura 2. Tensdes mecanicas exercidas na parede do vaso..........c.cceevverurennenn 16
Figura 3. Fluxo sanguineo laminar e fluxo sanguineo perturbado ..................... 18

CAPITULO 2
Fig.1. Experimental design performed in this study .........c.ccooviiiiniiininiienee 25

Fig.2. Effect of titanium-enriched medium on HDAC1, HDAC?2 and HDACS... 31

Fig.3. Effect of titanium-enriched medium on HDACG6 and SIRTL..................... 32

Fig.4. Effect of titanium-enriched medium on H2B ..., 33

Fig.5. Effect of titanium-enriched medium on DNMTS ..o, 34

Fig.6. Effect of titanium-enriched medium on TETS.......ccocoeviiniiiinincieene, 35
CAPITULO 3

Fig.1. Schematization of the experimental flow and timeline................c.cccce.... 51

Fig.2. Titanium surfaces dynamically interact with the microenvironment......... 56

Fig.3. Osteogenic transcription factors Runx2 and Osterix genes are modulated by

ANGIOCKING TACTOIS ...ttt bbb s 57

Fig.4. Differentiated osteoblast gene markers were higher in response to
angiocrine factors obtained from EC ..........ccoiiiiiiiiiii 59

Fig.5. Col3A1 gene was higher in response to mechanotransduction-related

endothelial cell signaling sourced angiocrine factors ...........ccccccevviveiiieiiieiiiecinnns 60

Fig.6. Bone ECM remodeling-related gene markers are finely modulated by
mechanotransduction-related endothelial cell signaling sourced angiocrine soluble

FAC O S e 62

Fig.7. MMPs activities in Ob are modulated by angiocrine soluble factors sourced

from mechanotransduction-related endothelial cell signaling ............c...cccccve... 63

Fig.8. Schematization chart gathers the main findings of this study explaining the

biocompatibility of titanium-based alloys..........cccoceviieniiii e, 64



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Table 1. Data sheet of the specific genes evaluated in this study ..........cccccevviieernnne

CAPITULO 3

Table 1. Genes, primers sequences and running condition



LISTA DE ABREVIACOES
ALP - Alkaline phosphatase

ANOVA - Analise de variancia

BG - background correction

BSP - bone sialoprotein

CAPES - Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
cDNA - fita complementar de &cido desoxiribonucleico
CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
Collal — Cadeia alpha 1 de colageno tipo 1

Col3al — Cadeia alpha 3 de colageno tipo 1

CT - cycle threshold

Ctrl - control group

DAE - Dual Acid-Etched

DNA — Acido desoxiribonucleico

DNMT1 - DNA methyltransferases 1

DNMT3A - DNA methyltransferases 3A

DNMT3B - DNA methyltransferases 3B

ECL - Enhanced chemiluminescence solution

ECM - extracellular matrix

ECs - endothelial cells

EDX - Energy Dispersive X-ray

eNOS - Endothelial nitric oxide synthase

FAK - Focal Adhesion Kinases

FAPESP - Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo
FBS - Fetal Bovine Serum

GAPDH - Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
GFAAS - Graphite furnace atomic absorption spectrometry
H2B — Histone 2B

HATS - histone acetyltransferase

HDAC1 - histone deacetylases 1

HDAC2? - histone deacetylases 2

HDACS - histone deacetylases 3

HDACS - histone deacetylases 6

HUVEC - Human Umbilical Vein Endothelial Cells



ISO — International Organization for Standardization
Inc-RNA — Long non-coding RNA

MMP - metalloproteinases

MMP2 - metalloproteinases 2

MMP9 - metalloproteinases 3

NO - Nitric Oxide

NOTCH — Neurogenic locus notch homolog protein
O.M. - Osteogenic Medium

OCN - osteocalcin

PCR - Polymerase Chain Reaction

pOb - pre-osteoblasts

PTP1B - protein tyrosine phosphatases 1B
PTPs - protein tyrosine phosphatases

gPCR - quantitative real time Polymerase Chain Reaction
RNA - Ribonucleic acid

ROS - reactive oxygen species

Runx2 - Runt-related transcription factor 2
SD - standard deviation

SEM - Scanning Electron Microscopy

SIN - Implants System Company

SIRT1 - NAD-dependent deacetylase sirtuin-1
SR - self-reverse system

Src - Receptor Tyrosine Kinase

SS — Static

TET - methylcytosine dioxygenase

TET1 - methylcytosine dioxygenase 1

TET2 - methylcytosine dioxygenase 2

TET3 - methylcytosine dioxygenase 3

Ti - Titanium

TIMP1 - metallopeptidase inhibitor 1

TIMP2 - metallopeptidase inhibitor 2

TiO, — Titanium oxyd

W — with

Wo — without



RESUMO

Os mecanismos bioldgicos envolvidos com a osseointegracdo de implantes dentérios a
partir de ligas de titanio ainda ndo séo totalmente conhecidos. Nosso grupo tem mostrado
evidéncias importantes do ponto de vista do crosstalk entre osteoblastos e células
endoteliais nesse processo. Para investigar se esse crosstalk estava ocorrendo nesse
contexto, também consideramos a sinalizacdo de células endoteliais relacionada a
mecanotransducdo sob tensdo de cisalhamento laminar (até 3 dias), e esse meio
enriquecido com fatores angiocrinos foi colhido posteriormente para ser usado na
exposicao de pré-osteoblastos (pOb) por até 7 dias in vitro. Dois tipos de superficies de
titdnio foram considerados da seguinte forma: superficie com duplo ataque &cido (com
DAE) e superficies usinadas (sem DAE). Preliminarmente, mostramos que celulas
endoteliais sofrem uma reprogramacao epigenética em resposta ao meio enriquecido com
titanio. Coletivamente, todos esses achados apoiam a hipotese de que o titdnio mantém o
microambiente circundante dinamicamente ativo e, portanto, afeta 0 desempenho das
células endoteliais por meio da modulacdo epigenética. Especificamente, este estudo
destaca a importancia do HDAC6 como um participante desse processo, talvez
correlacionado com a reorganizacdo do citoesqueleto dessas células (Capitulo 2).
Posteriormente, no Capitulo 3, mostramos que estas moléculas angidcrinas liberadas por
células endoteliais sdo importantes no controle da diferenciacdo de osteoblastos: em
resumo, nossos dados mostram a importancia da mecanossinalizagdo em favor da
liberacdo de fatores bioativos pelas células endoteliais periimplante, que sdo responsaveis
por criar um microambiente osteogénico capaz de induzir a diferenciacdo de osteoblastos
e modular a remodelacdo da matriz extracelular (ECM). Levando isso em consideracao,
parece que as moléculas angiocrinas baseadas na mecanotransducdo explicam o uso bem-
sucedido do titanio durante a osseointegracao.



ABSTRACT

The biological mechanisms involved in the osseointegration of dental implants made
from titanium alloys are not yet fully understood. Our group has provided significant
evidence from the perspective of crosstalk between osteoblasts and endothelial cells in
this process. To investigate whether this crosstalk was occurring in this context, we also
considered endothelial cell signaling related to mechanotransduction under laminar shear
stress (up to 3 days), and this angiocrine-enriched medium was subsequently harvested
for use in exposing pre-osteoblasts (pOb) for up to 7 days in vitro. Two types of titanium
surfaces were considered as follows: double acid etching-treated surfaces (with DAE)
and machined surfaces (without DAE). Preliminarily, we have shown that endothelial
cells undergo epigenetic reprogramming in response to titanium-enriched medium.
Collectively, all these findings support the hypothesis that titanium keeps the surrounding
microenvironment dynamically active and thus affects the performance of endothelial
cells by modulating epigenetics. Specifically, this study highlights the importance of
HDACG6 as a participant in this process, perhaps correlated with the cytoskeleton
rearrangement of these cells (Chapter 2). Subsequently, in Chapter 3, we demonstrate that
these angiocrine molecules released by endothelial cells are crucial in controlling
osteoblast differentiation. In summary, our data shows the relevance of mechanosignaling
in favor of the release of bioactive factors by peri-implant endothelial cells, which are
responsible for creating an osteogenic microenvironment capable of inducing osteoblast
differentiation and modulating extracellular matrix (ECM) remodeling. Taking this into
account, it appears that mechanotransduction-based angiocrine molecules explain the

successful use of titanium during osseointegration.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO E MOTIVACAO

Os biomateriais tém sido objeto de extensas pesquisas na area da saude devido
a sua importancia na melhoria da qualidade de vida e na longevidade humana. Os
biomateriais sdo dispositivos utilizados para substituir ou restaurar estruturas biologicas
danificadas, como na recuperacao de lesdes 6sseas. Devido ao aumento expressivo da
expectativa de vida da populagdo, a demanda por biomateriais tem crescido
significativamente. Dentre as diversas opc¢des de biomateriais, as ligas metalicas tém se
destacado devido as suas caracteristicas, como alta durabilidade, resisténcia a corrosao,
estabilidade quimica, biocompatibilidade e baixa citotoxicidade (DE VITERI;
FUENTES, 2013).

Em aplicacfes biomédicas que visam a recuperacgdo de tecido ésseo, as ligas de
titAnio tém obtido altas taxas de sucesso e sdo amplamente recomendadas devido as suas
excelentes propriedades mecanicas e quimicas (BEZERRA et al., 2017; FERNANDES
et al., 2018; ROSSI et al., 2017a). Além disso, essas ligas sdo eficazes na promocéo da
osteointegracdo, um processo relacionado principalmente a formacao de uma camada de
Oxido em sua superficie, que estabelece um contato direto com 0 0sso em processo de
recuperacdo (DA COSTA FERNANDES et al., 2018a; DA S. FELTRAN et al., 2019;
ROSSI et al., 2017b; SAGHIRI et al., 2016)

No entanto, contrariamente ao que se acreditava na ciéncia, implantes de titanio
ndo sdo inertes e, portanto, causam respostas biologicas locais e sistémicas (ALBANO et
al., 2020; DA COSTA FERNANDES et al., 2018b; DA S. FELTRAN et al., 2019; DA
SILVA etal., 2020; DE VITERI; FUENTES, 2013; FERREIRA et al., 2021; GOMES et
al., 2020b). Nesse contexto, nosso interesse se volta para a analise da influéncia do
implante de titanio no tecido vascular circundante, uma vez que 0 processo de
regeneracao 0ssea depende também de um suprimento sanguineo adequado para fornecer
nutrientes, oxigénio e células osteoprogenitoras (SAGHIRI et al.,, 2016). Esses
mecanismos de cicatrizagdo ao redor dos implantes envolvem uma série de eventos
dindmicos, nos quais a angiogénese desempenha um papel crucial, juntamente com a
coagulacao, inflamacéo e remodelacao tecidual (AN et al., 2010). Além disso, a superficie

do biomaterial de titanio libera particulas quimicas em seu ambiente, que podem interferir
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no metabolismo das células endoteliais que revestem o tecido vascular, afetando os

mecanismos de transducéo intracelular de sinais (SAGHIRI et al., 2014).
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CONCLUSAO

Em conjunto, nossos dados retinem, pela primeira vez, evidéncias suficientes para atribuir
valor a sinalizacdo parécrina das células endoteliais, sob controle epigenético, como pré-
requisito e fonte de moléculas angiogénicas capaz de conduzir a diferenciacdo de
osteoblastos. Além disso, quando esses achados sdo considerados em conjunto, eles
podem explicar o sucesso do titanio como liga metélica em aplicacfes biomédicas e
explicar os trabalhos pioneiros do Prof. Brabemark em relacéo a osseointegracéo.
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