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RESUMO 

O uso de implantes com sua superfície modificada (ataque ácido, usinado) em pacientes 

que sofreram algum tipo de lesão no decorrer do tempo ou até mesmo por conta do 

envelhecimento são largamente utilizados. Para isso, conta-se com o auxilio de diversas 

áreas, como a nanotecnologia, bioengenharia e físico-química, que dão suporte para o 

desenvolvimento destes biomateriais aumentando seu desempenho quando implantado. 

No entanto, por mais que haja avanço nesta área de desenvolvimento e produção, o 

conhecimento sobre como o organismo responde e quais os estímulos produzidos 

indiretamente por esses biomateriais em células ainda são motivos de discussão. Dessa 

maneira, decidimos investigar o efeito do meio condicionado de implantes comerciais 

em proteínas responsáveis pela adesão celular, em pré-osteoblastos. Inicialmente, 

avaliamos se os implantes eram capazes de liberar substâncias tóxicas, através do ensaio 

colorimétrico de MTT. Esses resultados mostraram não haver qualquer efeito citotóxico 

em 24 horas. Posteriormente, através da metodologia de cristal violeta, que detecta 

células aderidas, mostramos que há um aumento significativo na adesão celular em 

resposta ao meio condicionado nas primeiras 24 horas de adesão, quando comparados 

ao imediato grupo controle. Além disso, mostramos o comportamento de pre-

osteoblastos aderidos sobre superfícies de implantes dentários através de Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV). Fazendo uso de diferentes metodologias, mostramos 

que, em resposta ao meio condicionado, pre-osteoblastos aumentam os níveis de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), culminando na peroxidação lipídica e modulação 

na atividade de PTP-1B, uma fosfatase capaz de manter os níveis de fosforilação de 

FAK, aumentado em resposta ao meio condicionado, impactando a adesão celular. 

Assim, concluímos que o implantes a base de titânio promovem, indiretamente, uma 

melhor performance na adesão de pre-osteoblastos modulada pela sinalização de EROs. 

Descritores: Adesão Celular; Sinalização Celular; EROs; PTP; PTK; Implantes 

Dentários; Osteoblastos; Osteointegração.



ABSTRACT 

The use of implants with a modified surface (acidic attack, Machined) in patients who 

have suffered some kind of lesion in course of time or even age account are extensively 

used. For this, it counts with the help of different areas, such as nanotechnology, 

bioengineering and physical chemistry, that support for the development of these 

biomaterials increasing their performance when deployed. However, while there 

progress in this area of development and productionthe knowledge about how the body 

responds and what stimuli indirectly produced by these biomaterials cells are still 

discussing reasons. This way, we decided to investigate the effect of conditioned 

medium from commercial implants proteins responsible for cellular adhesion, in pre-

osteoblasts. Initially, we assessed whether the implants were able to release toxic 

substances through the colorimetric MTT assay. These results showed no cytotoxic 

effect in 24 hours. Later, by crystal violet methodology that detects adhered cells, show 

that there is a significant increase in cell adhesion in response to the conditioned 

medium in the first 24 hours of adhesion, when compared to the control group 

immediate. Also, we show the pre-osteoblasts adhered behavior on dental implant 

surfaces by Scanning Electron Microscopy (SEM). Utilizing different methodologieswe 

showed that, in response to the conditioned, pre-osteoblasts increase levels of reactive 

oxygen species (ROS), resulting in lipid peroxidation and modulation of the PTP-1B 

activity a phosphatase capable of maintaining levels FAK phosphorylation increased in 

response to the conditioned media impacting cell adhesion. Thus, we conclude that the 

implants titanium base promote, indirectly, better performance in adherence to pre-

osteoblasts modulated by ROS signaling. 

Keywords: Cell Adhesion; Cell Signaling; Dental implants; Osteoblasts; 

Osseointegration; ; PTK; ROs. 



SUMÁRIO 

RESUMO ................................................................................................................. 12 

1.1. CARACTERÍSTICAS DE IMPLANTES À BASE DE TITÂNIO .................. 14 

1.2 ADESÃO CELULAR ........................................................................................ 15 

1.3 ADESÃO DE OSTEOBLASTOS SOBRE MATERIAIS: PRIMEIRO 

PASSO PARA OSTEOINTEGRACÃO DE IMPLANTES .................................... 17 

1.4. ADESÃO CELULAR EM IMPLANTES DENTÁRIOS ................................. 18 

1.5. METABOLISMO CELULAR .......................................................................... 19 

1.6. TRANSDUCÃO DE SINAIS ............................................................................ 19 

1.7. ATIVACÃO TRANSIENTE DE VIAS DEPENDE DO BALANÇO 

ENZIMÁTICO QUINASES E FOSFATASES ....................................................... 21 

1.8. EFEITOS CELULARES DESENCADEADOS POR ESTRESSE OXIDATIVO

 .................................................................................................................................. 22 

2. OBJETIVO ........................................................................................................... 24 

3. MATERIAIS E MÉTODOS ................................................................................. 24 

3.1. BIOMATERIAL E ANTICORPOS .................................................................. 24 

3.2. CULTURA DE CÉLULAS ............................................................................... 26 

3.3. DESENHO EXPERIMENTAL: ........................................................................ 26 

3.4. AVALIACÃO DA CITOTOXICIDADE DE IMPLANTES: ........................... 28 

3.5. AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DE FAK, Rac, Cofilina e PTP1B:..... 29 

3.6. ANÁLISE DA ADESÃO CELULAR:. ............................................................ 29 

3.7. MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA. .................................... 29 

3.8. ENSAIO ELETROQUÍMICO PARA DETECÇÃO DE H2O2 ......................... 30 

3.9. ANÁLISE DE ESTRESSE OXIDATIVO E PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA POR 

MICROSCOPIA CONFOCAL ................................................................................ 31 

3.11. ANALISE DOS DADOS ................................................................................ 32 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO ......................................................................... 32 

4.1. IMPLANTES LIBERAM ELEMENTOS TITÂNIO QUANDO EM SOLUÇÃO 

AQUOSA. ................................................................................................................ 32 

4.2. MEIO CONDICIONADO DE IMPLANTE NÃO PROMOVE 

CITOTOXICIDADE. ............................................................................................... 34 

4.3. MEIO CONDICIONADO POR IMPLANTES PROMOVE UMA MAIOR 

ADESÃO DE PRE-OSTEOBLASTOS. .................................................................. 35 

4.4. COMPORTAMENTO DE PRE-OSTEOBLASTOS SOBRE SUPERFÍCIES 

DE IMPLANTES. .................................................................................................... 36 

4.5. MEIO CONDICIONADO PROMOVE ATIVAÇÃO DA VIA FAK-RAC-1-

COFILINA. .............................................................................................................. 38 

4.6. MEIO CONDICIONADO PROMOVE DOWN FOSFORILAÇÃO DE PTP-1B.



 .................................................................................................................................. 39 

4.7. TITÂNIO LIBERADO POR IMPLANTES PROMOVE UM AUMENTO NO 

ESTRESSE OXIDATIVO E PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA EM PRE-

OSTEOBLASTOS ................................................................................................... 40 

5. CONCLUSÃO ...................................................................................................... 45 

6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................. 46 



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS 

AAS: Espectroscopia de Absorção Atômica 

ASTM: Sociedade Americana para Testes e Materiais 

ADP: Adenina difosfato 

AMPc: Adenina monofosfato cíclico 

ATP: Adenina trifosfato 

AuNPs: Nanopartículas de Ouro 

C: Carbono 

CpTi: Ligas de Titânio Comercialmente Puro 

CTRL: Controle 

DDP: Diferença de Potencial 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

DTT: Ditiotreitol 

ECL: Eletroquimioluminescente 

EDS: Espectrometria de Raios X por Energia Dispersiva 

EDX: Espectroscopia de raios X por dispersão em energia 

FAAS: Espectrometria de Absorção Atômica em Chama 

FAK: Quinase de Adesão Focal 

HRP: Enzima Peroxidase 

MC: Meio Condicionado 

MC3T3-E1: Linhagem Celular precursora de um osteoblasto derivado do 

Tecido Muscular da Calvaria de Camundongos 

MEC: Matriz Extra Celular 

MEV: Microscopia Eletrônica de Varredura 

MTT: (3-(4 5-dimethylthiazol-2-yl)-2 5-diphenyltetrazolium bromide) 

PEG: Poli Etileno Glicol 

p-PTP1B: Proteína Tirosina Fosfatase 1-B Fosforilada

PTKs: Proteínas Tirosina Quinases

PTP1B: Proteína Tirosina Fosfatase 1-B

PVDF: Polyvinylidene difluoride

ROS: Espécies Reativas de Oxigênio

SDS: Sulfato de Sódio Dodecyl em Gel de Eletroforese de Poliacrilamida

SFB: Soro Fetal Bovino

SLA: Jateamento com areia e ataque ácido

SRC: Sarcoma Homology protein

TBS: Solução Salina Tamponada com Tris

Ti: Titânio

Ti6Al4V: Liga de Titânio

WB: Western Blot

https://pt.wikipedia.org/wiki/Espectroscopia_de_raios_X_por_dispers%C3%A3o_em_energia


LISTA DE FIGURAS 

Fig.1: Mecanismos intracelulares decorrentes da adesão celular. ..................... 21 

Fig.2: Implantes dentários avaliados neste projeto. ............................................ 25 

Fig.3: Desenho Experimental................................................................................. 28 

Fig.4: Implantes liberam Ti ao meio.. ................................................................... 34 

Fig.5: Meio condicionado por implantes não promove citotoxicidade. . ........... 35 

Fig.6. Ti liberado pelo implante dentário afeta significantemente a adesão de 

pre-osteoblastos.. ..................................................................................................... 36 

Fig.7: Comportamento de pre-osteoblastos na superfície de implantes.. .......... 37 

Fig.8. Meio condicionado de implante dentário promove uma aumento na 

adesão celular através da ativação do eixo FAKRac-1Cofilin.. .................. 39 

Fig.9. PTP-1B está down-fosforilada em resposta ao meio condicionado.. ....... 40 

Fig.10. Curva de Calibração plotada pela Redução da Corrente Vs Tempo de 

leitura das amostras.. ............................................................................................. 42 

Fig.11. Ti induz Estresse Oxidativo em MC3T3-E1. ........................................... 43 

Fig.12. Ti induz peroxidação lipídica em MC3T3-E1.. ....................................... 44



12 

1. INTRODUÇÃO

O entendimento da biologia do osso tem se tornado cada vez mais necessário para os 

dias atuais. Nas próximas décadas, o custo social da saúde no Brasil deverá enfrentar 

um crescimento populacional potencialmente perigoso, onde a evolução do perfil 

demográfico aponta para o aumento progressivo da idade média das populações 

humanas, aumentando, assim, efeitos na saúde, como é o caso de doenças que afeta a 

população idosa, tais como osteoporose, além de fraturas decorrentes de queda. Sabe-se 

que o número mundial de pacientes susceptíveis a receber terapia ortopédica associada 

com ferramentas de bioengenharia aproxima-se a um gasto anual de 40 bilhões de 

dólares, com o valor de biomateriais usados em terapias de 10 bilhões de dólares. Neste 

cenário, há necessidade de garantir a qualidade da vida desta população a custo social 

aceitável.  

Hoje em dia a medicina regenerativa tem ganhado merecido destaque por 

oferecer alternativas terapêuticas sofisticadas e multifatoriais, visando regenerar o 

tecido lesado ou totalmente perdido (Langer & Vacanti, 1993), sendo de comum 

entendimento que enxertos ósseos são requeridos para o tratamento de perdas ósseas de 

origem traumática ou patologias (como ressecção de tumores ósseos). O padrão de 

tratamento atual é o osso autógeno, obtido de áreas intra-orais e da crista ilíaca, o que 

reflete em uma significativa morbidade e custo para o paciente, além de afetar 

diretamente sistema de saúde público. Este procedimento acaba retardando o reingresso 

deste paciente à suas atividades de rotina. Torna-se, assim, imprescindível o 

desenvolvimento e avaliação de biomateriais inteligentes capazes de estimular as células 

osteoprogenitoras que permitam mimetizar aquelas características osteogênicas do 

enxerto autógeno. Esse raciocínio aplica-se ao desenvolvimento de materiais 

osteosubstitutos, bem como a materiais metálicos, com superfícies bioativas, capazes de 

estabelecer uma boa performance na interface implante/tecido do hospedeiro, como 

ocorre em implantes. 
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Sabe-se que para uma boa estabilidade mecânica do implante ósseo, por 

exemplo, é necessário haver um bom contato entre a superfície do material e células do 

hospedeiro, favorecendo um metabolismo celular adequado e neo-deposição de tecidos 

ao redor do implante. É certo que parâmetros adicionais agregam novas características 

durante o desenvolvimento de novos materiais ou superfícies, aumentando o 

desempenho do material e diminuição do tempo de reabilitação do paciente, como 

discutido antes. 

Assim, aventamos que implantes dentários influencia o tecido reacional, 

interferindo no desempenho biológico. Para trabalhamos este raciocínio, decidimos 

investigar proteínas intracelulares envolvidas com adesão celular e responsável pelo 

rearranjo do citoesqueleto. 
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5. CONCLUSÃO

Assim, concluímos que os implantes à base de titânio promovem, indiretamente, uma 

melhor performance na adesão de pre-osteoblastos modulada pela sinalização de H2O2. 
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