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Héa pelo menos um problema filoséfico
pelo qual todos os homens pensantes se
interessam: o problema de como
compreender 0 mundo onde vivemos
(e, portanto a nGs mesmos, que
fazemos parte dele, e 0 nosso proprio

conhecimento).

Karl Raimund Popper



RESUMO

O uso de implantes com sua superficie modificada (ataque acido, usinado) em pacientes
que sofreram algum tipo de lesdo no decorrer do tempo ou até mesmo por conta do
envelhecimento séo largamente utilizados. Para isso, conta-se com o auxilio de diversas
areas, como a nanotecnologia, bioengenharia e fisico-quimica, que dao suporte para o
desenvolvimento destes biomateriais aumentando seu desempenho quando implantado.
No entanto, por mais que haja avanco nesta area de desenvolvimento e producdo, o
conhecimento sobre como o0 organismo responde e quais 0s estimulos produzidos
indiretamente por esses biomateriais em células ainda sdo motivos de discussdo. Dessa
maneira, decidimos investigar o efeito do meio condicionado de implantes comerciais
em proteinas responsaveis pela adesdo celular, em pré-osteoblastos. Inicialmente,
avaliamos se os implantes eram capazes de liberar substancias toxicas, através do ensaio
colorimétrico de MTT. Esses resultados mostraram ndo haver qualquer efeito citotoxico
em 24 horas. Posteriormente, através da metodologia de cristal violeta, que detecta
células aderidas, mostramos que h&d um aumento significativo na adesdo celular em
resposta ao meio condicionado nas primeiras 24 horas de adesdo, quando comparados
ao imediato grupo controle. Além disso, mostramos o comportamento de pre-
osteoblastos aderidos sobre superficies de implantes dentérios através de Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV). Fazendo uso de diferentes metodologias, mostramos
que, em resposta ao meio condicionado, pre-osteoblastos aumentam os niveis de
espécies reativas de oxigénio (EROs), culminando na peroxidacéo lipidica e modulagéo
na atividade de PTP-1B, uma fosfatase capaz de manter os niveis de fosforilacdo de
FAK, aumentado em resposta ao meio condicionado, impactando a adesdo celular.
Assim, concluimos que o implantes a base de titdnio promovem, indiretamente, uma
melhor performance na adesdo de pre-osteoblastos modulada pela sinalizacdo de EROs.

Descritores: Adesao Celular; Sinalizacdo Celular; EROs; PTP; PTK; Implantes
Dentarios; Osteoblastos; Osteointegracao.



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.



SUMARIO

RESUMO ...ttt en et en s een e en e 12
1.1. CARACTERISTICAS DE IMPLANTES A BASE DE TITANIO .................. 14
1.2 ADESAQO CELULAR .....ooiieieceeeeeeeeee ettt 15
13  ADESAO DE OSTEOBLASTOS SOBRE MATERIAIS: PRIMEIRO
PASSO PARA OSTEOINTEGRACAO DE IMPLANTES ......covvvivieeieeeeeeene 17
1.4. ADESAO CELULAR EM IMPLANTES DENTARIOS .......ccccoovvviivisieienn. 18
1.5. METABOLISMO CELULAR ..ottt 19
1.6. TRANSDUCAO DE SINAIS.......coiieiieeeiieeeeeeeeee sttt 19
1.7. ATIVACAO TRANSIENTE DE VIAS DEPENDE DO BALANCO
ENZIMATICO QUINASES E FOSFATASES ...t 21
1.8. EFEITOS CELULARES DESENCADEADOS POR ESTRESSE OXIDATIVO
.................................................................................................................................. 22
2. OBJIETIVO ...ttt ettt 24
3. MATERIAIS E METODOS........oiiieeiieeeeeeeeerseeees st s es st 24
3.1. BIOMATERIAL E ANTICORPOS ..o, 24
3.2. CULTURA DE CELULAS ..ottt eeeeee et 26
3.3. DESENHO EXPERIMENTAL: ....ooviereieeeeeeeseeeeeeeees e es s 26
3.4. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE IMPLANTES: ......ccvveieeeeeean. 28
3.5. AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DE FAK, Rac, Cofilinae PTP1B:..... 29
3.6. ANALISE DA ADESAO CELULAR:. w..coivieeeeeseeeeeeee et 29
3.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA. .......coooeeeeeeeeeeeeen. 29
3.8. ENSAIO ELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE Hy0s....cooveveeann. 30
3.9. ANALISE DE ESTRESSE OXIDATIVO E PEROXIDACAO LIPIDICA POR
MICROSCOPIA CONFOCAL ...t 31
3.11. ANALISE DOS DADOS .....ooieieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeee s es s, 32
4. RESULTADOS E DISCUSSAD ..., 32
4.1. IMPLANTES LIBERAM ELEMENTOS TITANIO QUANDO EM SOLUCAO
AQUOSA. ...ttt ettt 32
4.2. MEIO CONDICIONADO DE IMPLANTE NAO PROMOVE
CITOTOXICIDADE. ...ttt 34
4.3. MEIO CONDICIONADO POR IMPLANTES PROMOVE UMA MAIOR
ADESAO DE PRE-OSTEOBLASTOS. ...t eeee s, 35
4.4. COMPORTAMENTO DE PRE-OSTEOBLASTOS SOBRE SUPERFICIES
DE IMPLANTES. ..ottt e oot e et een et en e en s neeeneens 36
4.5. MEIO CONDICIONADO PROMOVE ATIVAGCAO DA VIA FAK-RAC-1-
COFILINA. oottt e e en s eee e en e e 38

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



4.7. TITANIO LIBERADO POR IMPLANTES PROMOVE UM AUMENTO NO
ESTRESSE OXIDATIVO E PEROXIDACAO LIPIDICA EM PRE-
OSTEOBLASTOS

5. CONGCLUSAOD ... ettt e et aeenans 45
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o oo, 46



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AAS: Espectroscopia de Absorcdo Atémica

ASTM: Sociedade Americana para Testes e Materiais
ADP: Adenina difosfato

AMPc: Adenina monofosfato ciclico

ATP: Adenina trifosfato

AuNPs: Nanoparticulas de Ouro

C: Carbono

CpTi: Ligas de Titanio Comercialmente Puro

CTRL: Controle

DDP: Diferenca de Potencial

DMSO: Dimetilsulféxido

DTT: Ditiotreitol

ECL.: Eletroquimioluminescente

EDS: Espectrometria de Raios X por Energia Dispersiva
EDX: Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia
FAAS: Espectrometria de Absor¢do Atdmica em Chama
FAK: Quinase de Adesao 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 Eletronica de Varredura

MTT: (3-(4 5-dimethylthiazol-2-yl)-2 5-diphenyltetrazolium bromide)
PEG: Poli Etileno Glicol

p-PTP1B: Proteina Tirosina Fosfatase 1-B Fosforilada
PTKs: Proteinas Tirosina Quinases

PTP1B: Proteina Tirosina Fosfatase 1-B

PVDF: Polyvinylidene difluoride

ROS: Espécies Reativas de Oxigénio

SDS: Sulfato de Sodio Dodecyl em Gel de Eletroforese de Poliacrilamida
SFB: Soro Fetal Bovino

SLA: Jateamento com areia e ataque &cido

SRC: Sarcoma Homology protein

TBS: Solugéo Salina Tamponada com Tris

Ti: Titénio

Ti6Al4V: Liga de Titanio

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 adesdo celular. ..................... 21
Fig.2: Implantes dentarios avaliados neste projeto. ........cccccvvvevveveiiieseevie s 25
Fig.3: Desenho EXPerimental............cocoiiiiiiiiiiiiecce e 28
Fig.4: Implantes liberam Ti @0 MEI0.......ccccccveiveii i 34
Fig.5: Meio condicionado por implantes ndo promove citotoxicidade. . ........... 35
Fig.6. Ti liberado pelo implante dentario afeta significantemente a adesdo de
(O RT 01 t=T0] o] F= ] (01T 36
Fig.7: Comportamento de pre-osteoblastos na superficie de implantes............ 37
Fig.8. Meio condicionado de implante dentario promove uma aumento na
adesdo celular através da ativacédo do eixo FAK->Rac-1-=2>Cofilin................... 39
Fig.9. PTP-1B esta down-fosforilada em resposta ao meio condicionado.. ....... 40
Fig.10. Curva de Calibracdo plotada pela Reducédo da Corrente Vs Tempo de
[€ITUra dAs @MOSTIAS.. ..ocveiieeieeie ettt sree e 42
Fig.11. Ti induz Estresse Oxidativo em MC3T3-EL.........ccccooviiiiiencienininns 43

Fig.12. Ti induz peroxidacéo lipidica em MC3T3-El.. ......cccccceviveviiieieciecee 44



1. INTRODUCAO

O entendimento da biologia do 0sso tem se tornado cada vez mais necessario para 0s
dias atuais. Nas préximas décadas, o custo social da saide no Brasil devera enfrentar
um crescimento populacional potencialmente perigoso, onde a evolucdo do perfil
demografico aponta para o aumento progressivo da idade média das populacdes
humanas, aumentando, assim, efeitos na salde, como é o caso de doencas que afeta a
populacdo idosa, tais como osteoporose, além de fraturas decorrentes de queda. Sabe-se
qgue o numero mundial de pacientes susceptiveis a receber terapia ortopédica associada
com ferramentas de bioengenharia aproxima-se a um gasto anual de 40 bilhdes de
délares, com o valor de biomateriais usados em terapias de 10 bilhdes de dolares. Neste
cenario, ha necessidade de garantir a qualidade da vida desta populacdo a custo social
aceitavel.

Hoje em dia a medicina regenerativa tem ganhado merecido destaque por
oferecer alternativas terapéuticas sofisticadas e multifatoriais, visando regenerar o
tecido lesado ou totalmente perdido (Langer & Vacanti, 1993), sendo de comum
entendimento que enxertos 6sseos sdo requeridos para o tratamento de perdas 6sseas de
origem traumatica ou patologias (como resseccdo de tumores 6sseos). O padrdo de
tratamento atual é o osso autdgeno, obtido de areas intra-orais e da crista iliaca, o que
reflete em uma significativa morbidade e custo para o paciente, além de afetar
diretamente sistema de salde publico. Este procedimento acaba retardando o reingresso
deste paciente a suas atividades de rotina. Torna-se, assim, imprescindivel o
desenvolvimento e avaliacdo de biomateriais inteligentes capazes de estimular as células
osteoprogenitoras que permitam mimetizar aquelas caracteristicas osteogénicas do
enxerto autdgeno. Esse raciocinio aplica-se ao desenvolvimento de materiais
osteosubstitutos, bem como a materiais metalicos, com superficies 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 mecéanica do implante 6sseo, por
exemplo, é necessario haver um bom contato entre a superficie do material e células do
hospedeiro, favorecendo um metabolismo celular adequado e neo-deposicao de tecidos
ao redor do implante. E certo que pardmetros adicionais agregam novas caracteristicas
durante o desenvolvimento de novos materiais ou superficies, aumentando o
desempenho do material e diminuicdo do tempo de reabilitacdo do paciente, como
discutido antes.

Assim, aventamos que implantes dentérios influencia o tecido reacional,
interferindo no desempenho bioldgico. Para trabalhamos este raciocinio, decidimos
investigar proteinas intracelulares envolvidas com adesdo celular e responsavel pelo

rearranjo do citoesqueleto.

1.1. CARACTERISTICAS DE IMPLANTES A BASE DE TITANIO

Os implantes osteointegraveis tém sido utilizados para reabilitagdo de pacientes
nas ultimas décadas com indices crescentes de sucesso clinico e evidenciacdo cientifica,
impactando positivamente na qualidade de vida dos mesmos, do ponto de vista social,
funcional e estético. Dentro desta realidade, o conhecimento aprofundado da
biomecanica e biologia peri-implantar possibilitou a utilizagdo de novos conceitos e
tecnologias para preservacao do nivel 6sseo ao redor dos implantes, aumentando assim
0 progndstico de sucesso clinico, sobretudo em casos de alta demanda estética ou

funcional.

A composicgdo quimica da superficie de implantes de titanio pode ser diferente,
dependendo de sua composicao e de seu tratamento. A composicao e suas propriedades
sdo elementos criticos para a adsor¢do de proteinas e adesdo celular. Os implantes sdo
normalmente feitos de titanio e/ou de ligas de titdnio comercialmente puro. O titanio
comercialmente puro (cpTi) tem varios graus de pureza (graduado de 1 a 5), sendo esta
pureza caracterizada pela presenca de oxigénio, carbono e teor de ferro (Steinemann,
1998). A maioria dos implantes comerciais sdo confeccionados a base de grau 4 cpTi,
uma vez que é mais resistente do que outros graus; no entanto, ligas de titdnio composta
por Ti6AIl4V (grau 5) apresentam maiores propriedades de fadiga do que o titénio puro
(Steinemann, 1998). Além disso, propriedades da superficie dos implantes afeta sua
hidrofilicidade .Atualmente sabe-se que superficies hidrofilicas sdo mais desejaveis do
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que as hidrofobicas em vista de suas interacbes com os fluidos bioldgicos, células e
tecidos (Buser et al., 2004). Em um estudo em animais, Buser et al. descobriram que
uma superficie hidrofilica tratada com ataque &cido, ou por jateamento (SLA),
apresentaram maior eficiéncia de contato osso-implante (Buser et al., 2004, Carlsson et
al., 1989, Wennerberg et al., 1991)

Por outro lado, ainda se tratando de superficie de implantes, ha relatos de que a
rugosidade da superficie de implantes de titanio afeta a taxa de osteointegracéo e a sua
fixagdo biomecénica (Cochran et al.,1998; Wennerberg et al., 1998). A rugosidade da
superficie pode ser dividida em trés niveis, dependendo da escala: macro, micro e
topologias de tamanho nano. O nivel macro esta relacionado com a implantacdo da
geometria do tipo parafuso, onde varios relatos demonstram que tanto a fixacdo precoce
e em longo prazo pode ser melhorado atraves de um perfil de alta rugosidade em
comparagdo com superficies lisas (Buser et al .,1991; Gotfredsen et al., 1995;
Wennerberg et al., 1996). O perfil micro de implantes é definido pela maxima
rugosidade da sua superficie. A principal indicacao clinica da utilizacdo de um implante
com uma superficie aspera é a baixa qualidade e o volume do osso hospedeiro. Nestas
situacdes clinicas desfavoraveis, o contato precoce e de alta interacdo osso-implante
torna-se mais adequado. Nos casos de baixo volume 6sseo ou limitagbes anatdmicas, 0s
implantes projetados com uma superficie aspera tém demonstrado resultados clinicos
superiores as superficies lisas (Testori, et al.,2001; Conner et al., 2003). Ja a superficie
nanométrica desempenha um papel importante na adsor¢do de proteinas, na aderéncia
de células osteoblasticas e, assim, a taxa de osteointegracdo (Brett et al., 2004). No
entanto, a rugosidade da superficie nanométrica apresenta dificuldades em se produzir
com tratamentos quimicos. Além disso, a topografia da superficie nano para a adsor¢édo
seletiva de proteinas que conduzem a adesdo de células osteoblasticas e aposicdo 0ssea
rapida é ainda pouco conhecida.

1.2 ADESAO CELULAR

A adesdo celular esta envolvida em varios fendmenos naturais tais como a
embriogénese, manutencdo da estrutura tecidual, cicatrizacdo de feridas, resposta
imune, metastases, bem como a integracdo do tecido ao biomaterial. A

biocompatibilidade de biomateriais esta relacionada com suas propriedades capazes de
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estabelecer fino contato com células do tecido hospedeiro. Assim, caracteristicas da
superficie dos materiais tais como sua topografia (micro- ou nanométrica), composicao
quimica, dentre outros fatores, desempenham funcdo essencial na adesdo de
osteoblastos ao implante. Atualmente se tem discutido muito este momento inicial do
comportamento celular a superficies de implantes biomédicos: hoje se sabe que o
comportamento celular estd intimamente ligado as proteinas séricas adsorvidas a
superficie dos implantes, estabelecendo um filme capaz de determinar a adesdo celular.
Desta forma, a adesdo celular é resultado secundario regido pela composicdo e
propriedades deste filme (Gemini-Piperni et al., 2014; Zambuzzi et al., 2014).

ApOs estes mecanismos, adesdo celular e seu espalhamento pertencem a
"primeira fase” de interagdes de células/materiais e a qualidade desta sera determinante
para que a célula se prolifere e se diferencie apropriadamente quando em contato com o
implante, seguindo a regéncia dos mecanismos que antecedem e decidem sua
osteointegragdo. Assim, torna-se essencial, para a eficiéncia e qualidade na implantagéo
ortopédica ou dentaria, que os implantes estabelecam uma interacdo completa entre a
superficie do material e o tecido 6sseo hospedeiro sem a formacédo de um tecido fibroso,
responsavel pela falha do dispositivo implantado uma vez que, neste caso, ndo ha forgas

mecanicas adequadas para sua fungéo.

Neste caminho, o recente desenvolvimento da engenharia de tecidos no campo
da pesquisa médico-odontoldgica torna possivel prever a associacdo de células e/ou
proteinas autélogas capazes de promover a adesdo de células com material
osteocondutor, criando constructos osteoindutores ou materiais hibridos, com finalidade
pré-determinada. Assim, a compreensdao dos mecanismos de adesdo celular e
particularmente dos osteoblastos na aderéncia sobre biomateriais é essencial para
otimizar a interface osso / biomaterial, impactando no tempo de reparo tecidual ao redor
de implantes. Ao nosso entendimento e em particular aos biomateriais utilizados em
tecido dsseo, isto inclui a compreensdo de moléculas envolvidas na adesdo de células
Osseas, particularmente com relagdo a interagdo com esses materiais, mas também a
necessidade de melhor compreender as reacGes envolvidas por estas células quando

aplicado os materiais in vivo (Anselme, 2000).

Embora estudos em animais ainda sejam necessarios no estudo de novos

biomateriais, sobretudo quanto ao carater sisttmico do modelo, nosso grupo tem
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trabalhado na busca por métodos alternativos in vitro, capazes de diminuir o uso destes
animais de experimentacdo. Trata-se de um modelo utilizando cultivo de células 6sseas
in vitro, buscando conhecer propriedades de biomateriais tais como citotoxicidade e
mecanismos intracelulares capazes de promover boa interacdo célula/superficie. Neste
sentido, temos investigado mecanismos globais de transducdo de sinais envolvidos com
a resposta a diferentes superficies; fruto deste empenho, temos proposto proteinas
capazes de participar de vias importantes de sinalizacdo celular, sobretudo aquelas
envolvidas com adesdo de osteoblastos, como é o caso de FAK, Src e Paxilina
(Zambuzzi et al., 2011; Gemini-Piperni et al., 2014)

1.3 ADESAO DE OSTEOBLASTOS SQBRE MATERIAIS: PRIMEIRO
PASSO PARA OSTEOINTEGRACAO DE IMPLANTES
Atualmente, a adesdo celular € alvo de intensa pesquisa nNOS Processos
biolégicos bem como nas condi¢des patolégicas envolvendo interaces célula-célula e
célula-matriz. Recentes estudos tém demonstrado que a adesdo celular participa de
maneira ativa na regulacdo génica referente a diferenciacdo, proliferacdo e apoptose.
Por conseguinte, a adesdo celular possui tanto efeito sinalizador como morfogenético o

que faz jus ao seu impacto pleiotropico, da biologia normal e patoldgica.

Durante procedimentos clinicos envolvendo implantes, sabe-se que a perfeita
interacdo de osteoblastos com a superficie destes materiais garante sua rapida
osteointegragéo, principalmente pelos processos sequenciais de adesédo, proliferacéo e
diferenciacdo (Lu et al., 2012). Estes mecanismos celulares sdo rigorosamente
controlados por mecanismos de transducdo de sinais, 0s quais respondem a estimulos
diversos, como as propriedades quimicas das superficies de materiais (Bertazzo et al.,
2009; Bertazzo et al., 2010). Neste sentido, nosso grupo tem centrado esforcos para
conhecer os mecanismos de transducéo de sinais regentes a adesao de osteoblastos sobre
superficies fisico-quimicamente conhecidas, para que possamos estabelecer parametros
de anélises, onde ndo se conhece a capacidade adesiva de determinados materiais. Em
estudo recente, nossos resultados mostraram que nas primeiras 2 horas poés-
plagueamento, o metabolismo dos osteoblastos culmina em diferentes vias de
sinalizacdo responsaveis pelo rearranjo do citoesqueleto, com sinais oriundos da
ativacdo de proteinas como MAPKp38 e FAK (Zambuzzi et al., 2009), que sdo

excelentes exemplos de proteinas envolvidas no processo da transducdo de sinais.
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Embora algum progresso tenha sido alcangado neste sentido, muito ainda precisa ser
descoberto sobre estes mecanismos com o intuito de auxiliar o setor de
desenvolvimento de materiais biomédicos e, para isso, ha necessidade de conhecer

proteinas envolvidas com o metabolismo celular.
1.4. ADESAO CELULAR EM IMPLANTES DENTARIOS

Nos ultimos 20 anos, o numero de procedimentos de implantes tem aumentado
no mundo todo, movimentando bilhGes de dolares anuais. O sucesso clinico da
implantacdo de tais materiais estad diretamente relacionado com a sua rapida
osteointegracdo. Além disso, a geometria e a topografia da superficie dos implantes séo
essenciais para o sucesso em longo prazo dos mesmos. Estes parametros séo associados
com técnicas cirdrgicas delicadas, que sdo um pré-requisito para uma evolucéo clinica
de sucesso (Albrektsson et al., 1981). Apds a implantacdo, os implantes de titanio
interagem com os fluidos e tecidos bioldgicos, com a formacao da aposi¢do Ossea direta
na superficie do biomaterial. Apos o estagio inicial da osteointegracdo, ambos os fatores
biomecanicos protéticos e juntamente com a higiene do paciente sdo decisivos para 0
sucesso em longo prazo. Existem dois tipos de resposta apds o implante: o primeiro tipo
envolve a formacdo de uma suave capsula de fibrose tecidual ao redor do implante, ndo
garantindo adequada fixacdo biomecénica, levando a sua falha clinica. O segundo tipo
de resposta esta relacionada com o contato direto osso-implante, sem aquelas camada de
tecido conjuntivo, estabelecendo, neste caso, mecanismos de osteointegracdo. Esta
fixacdo bioldgica é considerada um pré-requisito para o sucesso destes implantes em

longo prazo.

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa tem se esforcado em conhecer
mecanismos biologicos envolvidos com a deposicdo Ossea justaposta a superficie de
implantes, sobretudo quanto aos mecanismos iniciais envolvidos com a adsorgdo de
proteinas séricas e adesdo celular inicial. Estamos certos de que o implante
continuamente interage com o tecido do hospedeiro disparando respostas bioldgicas
constantes e, desta maneira, conhecer mecanismos biologicos neste contexto é de
extrema relevancia para compreensdo das alteracBes teciduais que ocorrem no tecido
reacional. Para isso, propomo-nos avaliar os efeitos do meio condicionado por

implantes em mecanismos de adesdo de pré-osteoblastos.
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1.5. METABOLISMO CELULAR

Metabolismo celular compreende uma rede de rea¢des bioguimicas capaz de
responder, de forma eficiente, a seu microambiente; esta resposta pode ser em virtude a
um sinal autdcrino, paracrino e/ou endocrino. Em outras palavras, trata-se de um
mecanismo capaz de ocorrer de modo rapido e eficiente, onde sua regulacéo é feita pela
modulacdo de enzimas regulatdrias de processos metabdlicos-chaves, de tal modo que
se possa ativar ou inibir reacdes especificas para cada situacéo, resultando em respostas
bioldgicas adequadas. Para garantir a eficiéncia necessaria, o organismo lanca mao de
varios tipos de regulacdo enzimatica que podem ocorrer simultaneamente. A regulacéo
da fungdo de proteinas ocorre por varios mecanismos tais como controle da expressdo
génica, compartimentalizacdo, moduladores alostéricos, interacdo proteina-proteina e
modulacdo covalente (Voet et al., 2002). Em relacdo a modulacdo covalente, em células
eucaridticas, a fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas, catalisada por proteinas
quinases e fosfatases, respectivamente, é o principal mecanismo de regulacdo. Portanto,
estas duas familias de enzimas desempenham papel de destaque no controle de vias de

transducdo de sinais.

1.6. TRANSDUCAO DE SINAIS

Na biologia, transducdo de sinal pode ser definida como um processo
finamente regulado que permite que todo tipo celular seja capaz de responder a agentes
especificos presentes no seu microambiente, culminando em diferentes respostas, como
diferenciacdo, proliferacdo, migracdo, adesdo, sobrevivéncia ou morte. Em outras
palavras, os mecanismos de transducéo de sinais se referem ao movimento de sinais de
fora para dentro da celula (Ferreira, Milani & Zambuzzi, 2014). Para tal, cascatas de
reacfes quimicas sdo ativadas transientemente as quais requerem a participacdo de
varios componentes tais como proteinas (como canais iénicos, reconhecimento e
enzimas), ions (como o célcio e magnésio), lipidios (como o 1,2-Diacilglicerol), além
de outras moléculas, como (AMPc), localizados em diferentes compartimentos celular.
Assim, mecanismos de transducdo de sinais desempenham papéis cruciais para 0 bom
funcionamento do organismo, uma vez que sdo essenciais para a comunicacao célula-
célula, resposta celular ao ambiente e homeostase intracelular. (Ferreira, Milani &
Zambuzzi, 2014).
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Um progresso consideravel tem sido feito ao longo dos ultimos anos na
elucidacdo dos mecanismos pelos quais os sinais extracelulares séo transduzidos via
receptores de superficie celular, os quais provocam mudancas na expressdo de genes e,
portanto determinam o funcionamento celular e, consequentemente, a homeostase do
organismo. Dessa forma, alteragGes nas vias de sinalizagdo, normalmente decorrentes de
mutacdes, podem estar relacionadas com a génese de varias patologias, tais como
cancer, doencas neurodegenerativas, autoimunidade, obesidade e diabetes (Ferreira,
Milani & Zambuzzi, 2014).

A seguir daremos alguns exemplos de alteragdes de vias de sinalizagdo que
ocorrem em tumores em decorréncia de alteragdes em mediadores com diferentes
localizagdes celulares: membrana plasmatica, citoplasma e nucleo. No caso especifico
do cancer, a desregulacdo de vias de transducdo de sinal é decorrente de alteragcdes em
genes chamados de supressores ou promotores de tumores. Estas alteragdes génicas
fazem com que os seus produtos ganhem ou percam funcdo (Ferreira, Milani &
Zambuzzi, 2014). O resultado disto serd a perda da capacidade da célula em controlar o
processo de divisdo. Diante da complexidade metabolica celular é de se esperar que o
espectro de proteinas que possam estar associadas com o cancer seja enorme. Dessa
forma, proteinas de membrana, proteinas extracelulares, citosolicas, presentes em
organelas e no nucleo podem estar envolvidas na tumorigénese (Ferreira, Milani &

Zambuzzi, 2014).

De um modo geral, a transducdo de sinal em organismos multicelulares é
crucial para regular suas respostas fisioldgicas frente a eventos externos determinados.
Este mecanismo pode ser simples, como a resposta a acetilcolina, onde seus receptores
constituem canais que, mediante interacdo com o ligante, permite 0 movimento de ions
e altera o potencial elétrico destas células; ou mais complexos, quando ha
ativacdo/inibicdo de proteinas por modificaces covalentes. Estas modificacdes sdo, em
maioria, frutos de fosforilagdes sitio-especificas de proteinas, acoplando as interaces
receptor-ligante aos outros muitos eventos intracelulares em forma de cascatas de

ativacao/inibigéo.
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1.7. ATIVACAO TRANSIENTE DE VIAS DEPENDE DO BALANCO
ENZIMATICO QUINASES E FOSFATASES

As células eucarioticas respondem aos diversos estimulos do microambiente
através da modulacdo de vias de transducdo de sinais, a qual é dependente da
modificacdo pos-traducdo de proteinas. Dentre as diferentes modifica¢bes pds-traducéo,
a fosforilagdo/desfosforilacdo é a principal forma de modulacdo covalente rapida e
reversivel de proteinas (Manning et al., 2002; Alonso et al., 2004). A fosforilacdo de
uma proteina pode criar um novo sitio de reconhecimento para interacfes proteina-
proteina, controlar a estabilidade proteica e, mais importante, pode regular a atividade
enzimética. Desta forma, a fosforilacdo de residuos de tirosina, serina e treonina
mediada pelo balanco entre a acdo de proteinas quinases e proteinas fosfatases (Fig.1), é
reconhecida como fator crucial na geracdo e regulacdo de sinais necessarios para a
sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo e morte celulares. Enquanto quinases séo
aquelas enzimas transferases que transferem grupamento fosforil de uma molécula de
ATP a seu substrato fisiolégico, modificando-o covalentemente, as fosfatases exercem

atividade antagonica, regulando mecanismos de desfosforilacao.

Nesse contexto, mudancas anormais na atividade dessas enzimas podem
proporcionar consequéncias graves, que incluem neoplasias, diabetes, obesidade,
inflamacéo, doencas imunoldgicas, neuro-degenerativas e doencas parasitarias (Ferreira
et al., 2006).
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Fig.1: Mecanismos intracelulares decorrentes da adesdo celular. A) Note 0s papéis

antagbnicos de quinases e fosfatases: Enquanto as quinases transferem um grupamento
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fosfato do ATP para seu substrato fisiolégico, gerando um produto fosforilado e ADP,
as fosfatases fazem justamente o papel inverso, desfosforilando moléculas fosforiladas.
Este mecanismo é finamente regulado e utilizado pelos mecanismos de transducéo de
sinais intracelulares. Em outras palavras, as células utilizam estas modificacOes
covalentes pos-traducionais para regular as cascatas de sinalizagdo, bem como definir
seu tempo de agdo. B) Note-se que as integrinas ligam o ambiente extracelular com o
citoesqueleto, ancorando as células. Ap6s a ativacdo das integrinas, moléculas de
sinalizacdo sdo recrutadas para estruturas de adesdo focal que promovem a fosforilacdo
de FAK, Src, paxilina e, ao final desta cascata, a cofilina. Em resposta a estimulos,
cofilina promove a regeneragdo dos filamentos de actina, rearranjando-os. Estas
alteracdes do citoesqueleto sdo responsaveis por adaptacdes celulares a superficies
diferentes. Adaptado de Zambuzzi et al., 2011.

Como descrito anteriormente, 0 avanco na pratica da biologia permitiu que
cientistas avancassem em diferentes dire¢Oes, alcancando niveis do conhecimento
capazes de impactar o desenvolvimento de novos biomateriais. Por sua vez, a atividade
de proteinas quinases é responsavel pela regulacdo de muitos processos biolégicos, tais
como diferenciacdo, proliferacdo celular e apoptose, através de cascatas de sinalizagdo
que levam a diferentes efeitos celulares. Portanto, explorar o efeito de diferentes
substratos no fenotipo diferencial de osteoblastos pode ter importantes implicagdes no
entendimento dos mecanismos pelos quais as células respondem a diferentes substratos,
auxiliando no desenvolvimento de novos biomateriais como eficazes substitutos

artificiais do 0sso.

1.8. EFEITOS CELULARES DESENCADEADOS POR ESTRESSE
OXIDATIVO

A existéncia de espécies reativas de oxigénio foi descrita, por volta de 1900.
No entanto, as reacfes que envolvem radicais livres no meio biolégico foram estudadas,
e consideradas significativas apenas na década de 1940, através da introducdo de
técnicas laboratoriais que permitiram sua deteccdo. A evolucdo do conhecimento sobre
os radicais livres de oxigénio no meio bioldgico foi gradativa, iniciandos-se com a
identificacdo de enzimas cujos substratos s&o radicais livres (McCord & Fridovich,
1969) e progredindo para: identificacdo de vias metabolicas geradoras de tais espécies

(Turrens & Boveris, 1980), a deteccéo de efeitos celulares e teciduais deletérios quando
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os radicais livres alcangam concentracfes elevadas no meio fisiolégico (Freeman &
Crapo, 1982), associagdo do envolvimento de radicais livres com algumas condigdes
patoldgicas (Sies, 1985) e a participacdo de EROs em vias de sinalizacdo celular
(Haddad, 2002). E sabido que todas as formas de vida aerdbica estfo sujeitas ao efeito
oxidante dos metabdlitos reativos de oxigénio, uma vez que estas espécies sao formadas
durante o metabolismo aerdbico (Warner, 1994). Essas espécies, quando formadas in
vivo, apresentam diferencas no potencial de reatividade e tempo de meia-vida. Sabe-se
que espécies reativas de oxigénio (EROs) influenciam no comportamento celular, como
na sua adesividade, diferenciacdo e morte celular de uma maneira negativa. No entanto,
estudos recentes mostraram que, principalmente a adesdo celular, pode ser influenciada
de uma maneira positiva, ao estar em um ambiente que apresenta um nivel de estresse
oxidativo que ndo seja toxico para as mesmas. (Xiang et al., 2014). Nesse trabalho,
teve-se interesse em analisar especificamente o Perdxido de Hidrogénio (H20,), devido
a sua estabilidade quimica o qual pode permear as membranas celulares e que
possibilita a ocorréncia de reacdes com alvos biolégicos em compartimentos distantes

do seu local de formacao (Hancock; Desikan; Neil, 2001).
Baseado neste cenario torna-se relevante entender os mecanismos envolvidos

no metabolismo de células pre-osteoblasticas em resposta ao meio condicionado por

implantes a fim de estabelecer o dinamismo gerado por estes dispositivos biomédicos.
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2. OBJETIVO

O objetivo geral desta dissertacdo foi compreender se efeitos indiretos de
implantes dentarios comerciais de titdnio afetam proteinas envolvidas com vias de
transducdo de sinais responsaveis pela adesdo de pré-osteoblastos. Especificamente,

pretendemos analisar:

e A citotoxicidade do material utilizado;

e O efeito na adeséo celular, através do método de cristal violeta;

e O efeito na alteragdo morfoldgica celular em mecanismos de adesdo sobre
superficies de implantes através de Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV);

e O envolvimento de estresse oxidativo celular, através da quantificacdo de
Peroxido de Hidrogénio;

e A concentracdo do elemento Ti em meio condicionado de Implante
Comercial, por Espectrometria de Absor¢do Atdmica;

e O efeito do meio condicionado no perfil de expressdo/ativacdo de proteinas
envolvidas com o rearranjo do citoesqueleto: pFAK (Y397), Rac-1, Cofilina,
pCofilina (Ser03), PTP1B e pPTP-1B, em pre-osteoblastos;

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. BIOMATERIAL E ANTICORPOS: Foram utilizados implantes dentarios
fabricados em titanio puro de grau 5 de acordo com a ASTM F67-06 da linha Strong
SW. Os implantes Strong SW estdo indicados para o tratamento do edentulismo
unitario, parcial e total em protocolos de carga imediata ou precoce, com destaque para
os implantes imediatos pos-exodontia, areas de baixa densidade dssea e alta demanda
estética ou funcional. Os implantes (Fig.2) foram doados pela empresa S.I.N. Implantes
(S&o Paulo, SP, Brasil), através de colaboracdo cientifica firmada com seu Diretor

Cientifico, Sr. Fabio Bezerra.
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Anticorpos

Cell Signaling

Abcam

B-Actin Antibody (#4967, 45kDa)

Anti-FAK antibody (ab61113, 119kDa)

Phospho-FAK (Tyr397) Antibody (#3283,
125kDa)

Anti-PTP1B (phospho S50) antibody
(ab59419, 50kDa)

Phospho-FAK (Tyr576/577)
Antibody (#3281, 125kDa)

Anti-PP2A alpha + beta antibody [Y119]
(ab32141, 35kDa)

Cofilin Antibody (#3312, 19kDa)

Phospho-Cofilin (Ser3) (77G2)

Rac1/Cdc42 Antibody (#4651, 21kDa)

Phospho-Racl/cdc42 (Ser71)
Antibody (#2461, 28kDa)

PTP1B Antibody (#5311, 50kDa)

Rabbit mAb (#3313, 10kDa)

Tabela 1: Relacéo dos anticorpos utilizados no trabalho .

Fig.2: Implantes dentarios avaliados neste projeto. A. Implante STRONG SW Morse.

Imagem Representativa. B. Dados referentes ao Biomaterial utilizado; C. Microscopia

eletronica de varredura demonstrando a modificagdo da topografia de superficie pelo
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duplo ataque acido (S.I.N. - Sistema de Implante Nacional) - Aumento de 6000 X; D.
Estudo clinico avaliando a performance do implante Strong SW em caso de implante
imediato pos-exodontia em protocolo de carga imediata para avaliar o nivel de
estabilidade primaria obtida nestes casos e a estabilidade do tecido dsseo e gengival
peri-implantar. Fonte: Monografia — Strong SW.
http://www.sinimplante.com.br/download/materiais-download/produtos/2479-PDF-da-
Monografia.pdf

3.2. CULTURA DE CELULAS: Para realizacdo deste trabalho foi utilizada a
linhagem MC3T3-E1 (pre-osteoblastos, subclone 4). Resumidamente, apds obtencao do
tapete celular, as células (5x10%) foram cultivadas em meio de cultura adequado para a
linhagem, contendo antibio6ticos (100U/ml penicilina, 100mg/ml estreptomicina), e 10%
Soro Fetal Bovino (SFB, Laborclin, Pinhais, PR, Brazil). Durante todo o experimento as

células foram mantidas a 37°C e a atmosfera de 5% de CO.,.

3.3. DESENHO EXPERIMENTAL.: Os implantes (n=8) foram incubados em meio de
cultura adequado por 24 horas (ISO 10993-5), sem Soro Fetal Bovino (SFB), a fim de
estabelecermos o meio condicionado (MC). Este meio condicionado contém
moléculas/particulas potencialmente liberadas pelos implantes. O meio condicionado foi
utilizado para tratar as células, com o intuito de conhecermos sua citotoxicidade e efeito
no comportamento celular, sobretudo quanto a capacidade das células aderirem e
modular a atividade de proteinas envolvidas com o rearranjo do citoesqueleto. Para um

melhor entendimento, um desenho experimental esta esquematizado na Fig.3
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Fig.3: Desenho Experimental. Como dito anteriormente, os biomateriais foram incubados
em MC (ISO 10993-5), na auséncia de SFB, utilizado em todos 0s experimentos em
questdo. Primeiramente condicionamos 0 meio com o biomaterial por 24 horas e
tratamos as células que foram plaqueadas por mais 24 horas para verificar sua
citotoxicidade através da atividade mitocondrial (1); posteriormente, investigamos
através do método colorimétrico do Cristal Violeta, a adesdo celular em celulas tratadas
com o MC em dois tempos distintos: 3 e 24 horas (2); em seguida, a morfologia celular
foi avaliada por MEV (3); logo apos, verificamos se o0 MC continha elementos Ti (4);
depois, tratamos placas de Petri (5x10* células), uma com meio condicionado e a outra
com meio de cultura convencional (CTRL) e mantivemos incubadas por 24 horas.
Apébs, foram levadas para a analise quimica de H,O, (5), através de ensaio
eletroquimico e microscopia confocal (6); por fim, verificamos a expressdo/fosforilacéo
de proteinas presentes na via de sinaliza¢do responsaveis pela adesao, envolvidas com o

rearranjo do citoesqueleto, pela técnica de WB (7).

3.4. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE IMPLANTES: As células MC3T3
- E1 foram semeadas a 5x10* células/mL em placas de cultura de 96 pocos. Apds 24
horas de plagueamento, a citotoxicidade dos implantes foi avaliada através de um teste
colorimétrico fazendo uso de sal de tetrazolium [3- (4,5- dimethylthiazol-2-yl) —
diphenyl tetrazolium bromide]. Resumidamente, o MTT, que tem sua estrutura
molecular em forma de anel, é clivado por uma desidrogenase mitocondrial, dando
origem aos cristais de formazam, de coloracdo violeta e insollveis. Para que seja
possivel a leitura do resultado, o produto violeta insolivel em agua foi dissolvido em
etanol absoluto e a leitura da intensidade de cor da solucdo feita em um leitor de
microplacas com um filtro de 570nm. A clivagem do MTT tem varias propriedades
desejaveis para a amostragem de sobrevivéncia e proliferacdo celular, uma vez que é
reduzido por todas as células vivas, metabolicamente ativas, que foram testadas, mas
ndo pelas células mortas ou por eritrocitos. A quantidade de formazam gerado é
diretamente proporcional ao numero de células viaveis. Células ativadas produzem mais
formazam que as celulas adormecidas o que poderia permitir a mensuragdo até mesmo
na auséncia da proliferagcdo. No nosso modelo, antes da leitura das amostras, 0 meio de
cultura foi suavemente removido e 100uL de solugdo de MTT (1mg de MTT/ml de

meio de cultura) foi adicionada a cada poco, mantido durante 3 horas a 37°C. Apos a
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incubagdo, o meio foi removido e o formazam formado foi suspendido em 100puL de
DMSO. Assim, foi possivel a leitura da absorbancia das amostras a 570 nm.

3.5. AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DE FAK, Rac, Cofilina e PTP1B: As
celulas foram tratadas com o meio condicionado e, apds 24 horas, foram lisadas para
estudo do envolvimento de FAK, Rac-1, Cofilina e PTP1B por western blotting. Apos
serem lisadas (fazendo uso do tampé&o: 50 mM Tris—HCI, pH 7.4, 1% Tween 20, 0,25%
desoxicolato de sodio, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM O-Vanadato, 1 mM NaF, e
inibidores de proteases [1 pg/mL de aprotinina, 10 pg/mL de leupeptina ¢ 1 mM 4-
cloridrato de fluoreto aminoetil benzosulfonila) ] por 2 horas em gelo. Os extratos
proteicos foram centrifugados e a concentracdo de proteinas determinada pelo método
de Lowry. Aos extratos foi adicionado tamp&o de amostra na proporcao 1:1 (Tampdo de
amostra: 2X dodecil sulfato de sodio (SDS), 100 mM Tris-HCI [pH 6,8], 200 mM de
ditiotreitol (DTT), 4% SDS, 0,1% azul de bromofenol e 20% de glicerol. Os extratos
celulares, correspondendo a 5 x 10° células, foram resolvidos por eletroforese em gel
SDS-poliacrilamida (PAGE), e no final do processo foram transferidos para membranas
de Transferéncia de fluoreto de polivinidileno (PVDF). Antes do processo, as células
foram bloqueadas em 1% de leite desnatado e incubadas overnight a 4°C com
anticorpos primarios especificos. Apos a lavagem em TBS-Twen 20% (0,05%), as
membranas foram incubadas com anticorpos secundarios conjugados com peroxidase

por 1h. A deteccdo foi feita através da Enhanced chemiluminescence (ECL).

3.6. ANALISE DA ADESAO CELULAR: A fim de investigar a adeso de células
MC3T3-E1 realizamos o teste do Cristal Violeta. Este teste € um teste colorimétrico que
consiste em verificar a densidade celular pela coloracdo do DNA obtendo informacéo
quantitativa sobre a densidade relativa das células aderidas em placas de cultura.
Inicialmente, pre-osteoblatsos foram tratadas em frascos de cultivo celular com o meio
condicionado a partir dos implantes. Ap6s 24 horas, estas células foram plaqueadas
(5x10* células/mL) em placas de 96 pocos e as células aderidas coradas apés 3 e 24
horas. Nas mesmas condi¢des, porém sem tratamento com meio condicionado, as
células foram plaqueadas e consideradas grupo controle (CTRL). O corante foi

submetido a leitura em um comprimento de onda de 580 nm.

3.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA: Primeiramente, 0
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implante foi fixado em um pogo de uma placa de 24 e banhado em meio de cultura (200
ul) contendo 50x10* células e incubadas, posteriormente, por 24 horas em condicdes
classicas de cultivo celular. Apos este tempo, o implante foi cuidadosamente removido
do poco e fixado em um recipiente plastico com 1,0 mL de glutaraldeido (2,5%) em 0,1
M pH 7,3 de tampdo de fosfato e mantidos por mais 24 horas em geladeira.
Posteriormente, o implante foi encaminhado para o Centro de Microscopia Eletronica
(CME, IBB / UNESP / Botucatu) para serem devidamente processados (Thiberge et al.,
2004) e submetidos a microscopia eletronica de varredura (MEV). Finalmente, o
implante foi montado no MEV (Quanta 200 - FEI Company). Além disso, as amostras
para serem analisadas no MEV/EDS devem ser previamente metalizadas. A metalizagédo
consiste na precipitacdo, a vacuo, de uma pelicula micrométrica de material condutor
(ouro ou carbono) sobre a superficie do material, possibilitando a conducgédo da corrente
elétrica, utilizando energia de 12,5Kv para obtencdo das imagens de interesse. Apds a
andlise, foi utilizado um detector de energia dispersiva de raios-x (EDX) que é acoplado
ao MEV o qual possibilita a determinacdo da composicdo qualitativa e semiquantitativa
das amostras (elementos quimicos), de uma area da amostra exposta ao feixe de
elétrons. Desta forma, este mapa pode representar a distribuicdo dos elementos em
determinadas regifes de interesse a partir da emissao de raios X caracteristicos.

3.8. ENSAIO ELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE H;0,: A técnica
utilizada para medir os niveis de Peroxido de Hidrogénio foi a voltametria ciclica. Esta
técnica consiste no varrimento de potencial de um eletrodo de trabalho o qual se
encontra mergulhado numa solucdo em repouso (amostra), medindo-se a corrente
resultante. As solucBes em repouso no caso foram de dois tipos: a primeira foi uma
solucdo contendo as células MC3T3-E1 que foram cultivadas em uma placa de Petri
(50x10%) por 24 horas, usada como grupo controle. J4 a segunda solucdo foi um grupo
de células (50x10%) tratadas com o meio condicionado com o biomaterial, nas mesmas
condicdes que a anterior. Ap6s 24 horas, estas células foram tripsinizadas e
encaminhadas para a andlise eletroquimica. As medic¢Ges da reducdo da corrente foram
feitas de 20 em 20 minutos por 2 horas (n=6). Para realizar as medicOes utilizou-se um
bio-sensor eletroquimico para a monitoragdo de H,O,. A liberacdo de H,0O, foi
detectada através da difusdo do perdxido dentro do hidrogel. Como o peroxido é uma
substancia eletroativa verificou-se um processo de reducdo na presenca e na auséncia de
HRP conjugada com hldrogel de PEG e AuNPs.
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3.9. ANALISE DE ESTRESSE OXIDATIVO E PEROXIDAQAO LIPIDICA POR
MICROSCOPIA CONFOCAL: As células foram plaqueadas a uma densidade de
4,3x10° células (1 mL de suspensdo celular) em placas de 24 pocos sobre laminulas
estéreis e mantidas em cultura por 48 h. Em seguida, as células foram tratadas como
listado anteriormente. Apdés, as sondas para deteccdo de estresse oxidativo (DCFDA -1
mmol/L) e peroxidacdo lipidica (BODIPY C11 - 1 mmol/L) foram adicionadas a
cultura 1 h antes do término do tratamento. Ao final do tratamento, as células foram
lavadas com PBS para total retirada das sondas e em seguida fixadas com
paraformaldeido 2% a temperatura ambiente por 30 minutos. As células marcadas com
a sonda para detec¢do de H,O, (DCFDA) tiveram a membrana plasmatica marcadas
com 10 mg/mL de WGA-Alexa Fluor-637 (WGA-637). Para andlise da geracdo de
H,O, a sonda DCFDA foi excitada com laser Ar 488 nm e sua emissdo capturada no
intervalo 500-550 nm e 0 WGA-637 capturada no intervalo 635-700 nm. A excitacdo da
sonda referente a peroxidacao lipidica (BODIPY) foi realizada com o laser Ar 488 nm e
sua emissdo capturada nos intervalos de 500-550 nm, referente a fluorescéncia verde,
para a forma oxidada da sonda — Oxi-BODIPY e 570-610 nm referente a fluorescéncia
vermelha, forma intacta. As células controles foram incubadas somente com as sondas
DCFDA e BODIPY em meio de cultura suplementado com 10% de SFB e antibi6ticos.
As imagens foram preparadas utilizando-se os programas Examiner 4.2 e Adobe
Photoshop 9.2, sendo a analise da sobreposicéo das imagens realizada no mesmo plano
focal. As imagens sdo representativas de 3 experimentos independentes.

3.10. DETERMINAQAO QUANTITATIVA DO ELEMENTO TITANIO:
Avaliamos a concentragdo de elementos de titdnio no meio condicionado atraves da
técnica de espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) (IVANOVA, 2005). Implantes
foram incubados com o meio de cultivo e, apds 24 horas, levado para a analise quimica.
O Mapeamento de Ti por Espectrometria de Absorcdo Atdmica com chama (FAAS) foi
feito utilizando-se solucéo padrdo Titrisol (Merck) no preparo da curva de calibracao.
As condigdes operacionais utilizadas foram as descritas no manual do fabricante do
equipamento (COOKBOOK, SHIMADZU AA — 6800, 2000) e sob supervisdo do Prof.
Pedro Padilha (Departamento de Quimica e Bioquimica, IBB, UNESP).
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3.11. ANALISE DOS DADOS: As bandas obtidas pela técnica de western blotting
foram analisadas através da metodologia densitométrica (Image pro-puls). Os valores
arbitrarios foram confrontados empregando-se o teste t-student, onde todas as medidas
foram de 5% bicaudal, ou seja, a significancia estatistica sera considerada para valores
de p < 0,05. Os ensaios paramétricos foram submetidos ao teste de normalidade e,
dependendo do resultado, submetidos a analise de variancia ou teste de Kruskal-Wallis,
considerando signficativas diferengas quando p for < 0,05. Os graficos foram

construidos pelo programa GraphPad Prism Software, Verséo 5.0.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca por novas superficies de ligas de titanio com o enfoque biomédico é
motivo de investimentos ao redor dos continentes. Ao mesmo tempo, comités de ética,
nacional e internacional, tem sugerido e estimulado o uso de métodos alternativos ao
uso de animais de experimentacdo. Neste sentido, nosso grupo de pesquisa tem
trabalhado na busca pela compreensdo de mecanismos moleculares desencadeados por
diferentes superficies de materiais biomédicos e interessantes resultados tém sido
alcancados (Zambuzzi et al., 2014). Embora com algum progresso na area, sobretudo
guanto a ensaios provenientes de modelos de contato direto célula/material, ainda ha a
necessidade de entendimento dos mecanismos moleculares disparados por elementos
liberados por implantes & base de ligas de Titanio e, desta maneira, decidimos avaliar os
mecanismos de meio condicionado por implantes em pre-osteoblastos, da linhagem
MC3T3-E1, subclone 4.

4.1. IMPLANTES LIBERAM ELEMENTOS TITANIO QUANDO EM
SOLUCAO AQUOSA.

Inicialmente, decidimos avaliar a concentragdo do elemento Titanio (Ti) no
meio condicionado através da técnica de Espectrometria de Absorcdo Atémica, a qual
tem por finalidade detectar e quantificar metais presentes em amostras. Os atomos livres
em estado estavel podem absorver a luz em certo comprimento de onda. A absorcao €
especifica a cada elemento, nenhum outro elemento absorve este comprimento de onda.
Nossos resultados mostram que houve significantemente diferenga na concentragdo do
elemento Ti entre os meios condicionados (Fig.4), variando na ordem de 1ng/mL, no

grupo controle, a 2ng/mL no meio condicionado, mostrando que h& dinamismo entre o
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implante dentario e 0 meio; esta mesma interacdo deve ocorrer entre o implante dentario
e fluidos corporeos do hospedeiro. Neste sentido, valida-se nosso interesse em conhecer

essa liberacdo de Ti em mecanismos moleculares de pre-osteoblastos.
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Fig.4: Implantes liberam Ti ao meio. O meio de cultura utilizado em nosso modelo
experimental foi utilizado para condicionar implantes por 24 horas, conforme ja detalhado.
Apos este periodo, 0 meio condicionado foi encaminhado para quantificacdo do elemento de Ti.
Nossos resultados mostraram uma liberagdo significativa de Ti quando considerado ao seu
imediato grupo controle, onde o meio de cultivo foi testado sem o condicionamento com 0s

implantes. *significa diferenca estatistica (p<0.0001), quando aplicado o test-t ndo paramétrico.

4.2. MEIO CONDICIONADO DE IMPLANTE NAO PROMOVE
CITOTOXICIDADE.

Apo6s analisado que havia uma maior concentracdo de Ti, liberado pelos implantes,
decidimos avaliar se estes meios condicionados exerciam alguma citotoxicidade nos
pre-osteoblastos. O teste de citotoxicidade tem como objetivo detectar o potencial de
um material ou dispositivo em produzir efeitos letais ou subletais em sistemas
biolégicos ao nivel celular. Este teste deve ser aplicado a todas as categorias de
biomateriais. A liberacdo de substancias toxicas pelo material pode lesar as células ou
reduzir a taxa de crescimento celular da cultura. Assim, incubamos estes implantes em
meio de cultivo celular por 24 horas (0,1g/mL), como instruido pela ISO 10993-5. Apds
este periodo, tratamos os pre-osteoblastos em semi-confluéncia (em placas de 96 pogos)
com o referido meio condicionado, por 24 horas. Apo0s este periodo, aplicamos a
metodologia de reducdo do MTT (Mossman, 1983). A reducdo de MTT ocorre
principalmente na mitocondria através da acdo da succinato desidrogenase fornecendo

entdo uma medida de funcdo mitocondrial. Nossos resultados mostraram ndo haver
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nenhum indicio de citotoxicidade neste modelo experimental, uma vez que nossos
resultados mostraram um comportamento semelhante entre o grupo tratado e seu
respectivo grupo controle, onde as células foram tratadas por meio de cultivo

convencional (Fig.5).
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Fig.5: Meio condicionado por implantes ndo promove citotoxicidade. Osteoblastos
foram tratados por 24 horas com meio condicionado a partir de implantes comerciais nacionais.
Para avaliar a citotoxicidade, ap6s o tratamento, as células foram incubadas por 24 horas com
meio de cultivo contendo sal de MTT (1mg/mL). Apds este periodo, todo o meio de cultivo foi
aspirado e o azul de formazam formado foi dissolvido em alcool absoluto e a absorbancia
medida em 570 nm.

4.3. MEIO CONDICIONADO POR IMPLANTES PROMOVE UMA MAIOR
ADESAO DE PRE-OSTEOBLASTOS.

Para conhecer a influéncia funcional do meio condicionado em pre-osteoblastos,
decidimos verificar seu papel na adesdo de pre-osteoblastos, sobretudo pela influéncia
que a adesdo celular na superficie do implante representa para sua osteointegracao (Liu
et al., 2013). Assim, pre-osteoblastos foram pre-tratados com o meio condicionado
(grupo teste) ou nao (grupo controle), por 24 horas. Apds este periodo, as células foram
tripsinizadas, contadas e re-plagueadas em placas de 96 pocos, a uma densidade de 50 x
10° células/mL. Apés 3 horas e 24 horas p6s re-plaqueamento as células aderidas foram
coradas pelo método de cristal violeta. Nossos resultados mostraram que, embora no
periodo de 3 horas ndo mostrar diferenca significativa, no periodo de 24 horas houve
um aumento significativo na adesdo de pre-osteoblastos (Fig.6). Assim, este resultado

sugere que o implante estd em dindmica harmonia com o tecido do hospedeiro,
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impactando a adesdo de pre-osteoblastos que posteriormente resultara na
osteointegracdo deste dispositivo, explicando o sucesso de ligas de titanio no cenério

médico-odontoldgico (Sato N et al., 2014).
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Fig.6. Ti liberado pelo implante afeta significantemente a adesdo de pre-osteoblastos.
Avaliacédo da adeséo celular foi verificada pelo teste colorimétrico do Cristal Violeta. O teste foi
realizado apds 3 horas e 24 horas apds re-plaguemaneto de tratamento. O grupo controle
(CTRL) foi considerado o meio de cultivo, sem o condicionamento com o implante dentério.

*significa diferenga estatistica (p<0.0001).

4.4. COMPORTAMENTO DE PRE-OSTEOBLASTOS SOBRE SUPERFICIES
DE IMPLANTES.

A adesdo celular é um evento de extrema importancia durante uma miriade de eventos
bioldgicos, margeando desde eventos embriogénese/desenvolvimento até mecanismos
de osteointegracdo de implantes (Yoder & Hildebrand, 2007 ). Assim, uma boa
interacdo celular na superficie de dispositivos biomédicos representa mecanismo inicial
para uma adequada interacdo material/hospedeiro. Assim, decidimos plaquear pre-
osteoblastos sobre implantes obtidos da empresa S.I.N implantes (Sdo Paulo, Sao Paulo,
Brasil) e, apos 24 horas analisamos sua morfologia celular através de microscopia
eletronica de varredura (MEV). Nossos resultados mostraram que a superficie analisada
promove um desempenho importante de pre-osteoblastos, favorecendo mecanismos de
adaptacdo celular através de espraiamento e langamento de prolongamentos celulares.

Estes prolongamentos celulares séo projecdes citoplasmaticas capazes de promover uma
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maior interacdo célula material, como também para estabelecer interac@es intercelulares
(Manzanares et al., 2001). Electromicrografias representativas podem ser observadas na
Fig.7a-c. As electromicrografias trazidas pelas Fig.7d,e representam a identificacdo de

elementos de Carbono e Titanio, respectivamente.

Electron knage 1

Fe Kat

Fig.7: Comportamento de pre-osteoblastos na superficie de implantes. Metodologicamente,
o implante foi fixado em um poco de uma placa de 24 pocos quando as células foram
plaqueadas. Apds 24 horas de interacdo, as células foram fixadas com 1,0 mL glutaraldeido
(2,5%) por mais 24 horas em geladeira. Ap6s, o implante/células foram analisados no Centro de
Microscopia Eletronica, do Instituto de Biociéncias, de Botucatu. a. imagem topografica do
implante dentério apds o seu contato direto com as células MC3T3-E1. Nota-se que o

biomaterial apresenta duas regides distintas: vales e cristas, compondo a rosca do implante; b.
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pre-osteoblasto em estado de spreading, através de sua ancoragem na superficie do implante,
visto também a irregularidade e rugosidade da superficie topografica, promovida pelo duplo
ataque acido c. Pode ser visto projecOes citoplasmaticas, 0 que permite uma maior interagdo
célula/superficie, bem como inter-relagdes celulares; de identificacdo do elemento Carbono
através da técnica de EDX. A eletromicrografia d utilizada como referéncia para a detec¢do dos
elementos de interesse. As regides mais fluorescentes denotam uma quantidade maior de atomos

de carbono; e. as regides mais fluorescentes denotam presenca de Titanio, e f a presenca de Fe.

4.5. MEIO CONDICIONADO PROMOVE ATIVACAO DA VIA FAK-RAC-1-
COFILINA.

Apdbs a obtencdo dos resultados obtidos anteriormente, mostrando a importancia do
meio condicionado na adesdo de pre-osteoblastos, repetimos nosso modelo bioldgico
para verificarmos o envolvimento de proteinas envolvidas com adeséo celular, de modo
a compreendermos 0 mecanismo molecular envolvido nestas respostas. Assim,
decidimos verificar a ativacao/inibicdo de FAK e Cofilina, proteinas envolvidas com
adesdo celular e consequente rearranjo do citoesqueleto (Wang et al., 2015). Através da
fosforilagdo de FAK, apds ativacdo de integrinas, esta via culmina no controle da
fosforilacdo de cofilina (na serina 03) através da ativacdo de rac-1 (ZAMBUZZI et al.,
2009).

Curiosamente, nossos resultados revelam que pre-osteoblastos, em resposta ao meio
condicionado de implantes é capaz de modular significantemente a fosforilacdo de FAK
(Fig.8b, onde p=0.0011), a expressdo de Rac-1 (Fig.8c, onde p=0.0175) e a fosforilacao
de Cofilina (Fig.8d, onde p=0.0053). A Fig. 8a traz magens representativas dos blottings
obtidos nestas analises.

Como a fosforilacdo de Cofilina na Ser03 confere a esta proteina conformacdo
tridimensional de inibicédo, é provavel que o rearranjo dos filamentos de actina aconteca
por outras vias de transducdo de sinais, independentes de cofilina, como ja mostramos
durante mecanismos de adesdo de MC3T3-E1 em outros substratos (Zambuzzi et al.,
2009; Zambuzzi et al., 2010). Este mecanismo nos remete a uma reflexdo com provavel
envolvimento de fosfatases na manutencdo destas forforilagdes de FAK, uma PTK, e
Cofilina, uma Ser/Thr quinase. Neste sentido, conhecer o envolvimento de fosfatases

nesta resposta é extrema relevancia.
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Fig.8. Meio condicionado de implante dentario promove um aumento na adesao celular
através da ativacdo do eixo FAK->Rac-1->Cofilin. As células foram tratadas com o meio
condicionado e, apds 24 horas, as células foram lisadas e centrifugadas para obtengdo de pool de
proteinas. Apds preparadas, as proteinas foram resolvidas em gel SDS-PAGE, transferidas em
membranas de PVDF e incubadas com os anticorpos primarios especificos. a. Western blottings
representativos; b. Analise densitométrica de pFAK, normalizada pela densitometria da B-
actina, utilizada aqui como um controle interno (loading control); ¢. Normalizacdo dos valores
arbitrarios obtidos para Rac-1, normalizados pela b-actin; d. Razdo dos valores arbitrarios
obtidos para pCofilina e Cofilina (pan-cofilina). Antes de estabelecer estas razdes, 0s valores

arbitrarios foram normalizados pelas respectivas bandas de p-actina.

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

Explorando molecularmente os dados reunidos na Fig.8, decidimos avaliar o
envolvimento da ativacdo de PTP-1B em resposta ao meio condicionado. Trata-se de
uma PTP capaz de desfosforilar residuos fosforilados em tirosina (Y) (Ferreira et al.,
2006). Assim, os resultados mostrados na Fig.9 nos mostram que houve uma
diminuicdo significativa na fosforilacdo desta PTP (p=0.0148), justificando, assim, a
manutencéo de fosforilagcdo de FAK, fosforilada no residuo Y397 e culminando em uma

maior adesdo de pre-osteoblastos em resposta ao meio condicionado por implantes.
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Cabe reportar que fizemos a relacdo da pPTP-1B/PTP-1B (Fig.9b), para conhecermos o

real nivel de fosforilagéo desta proteina.

Assim, mostramos que implantes estdo em dinamismo com 0 meio onde se encontra,
interagindo com células indiferenciadas e promovendo uma maior atividade celular,
através de um mecanismo especifico, justificando molecularmente a descoberta de
Branemark e colegas nos anos 1970 e uso intenso na pratica médico-odontologica
(Branemark et al., 1985).
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Fig.9. PTP-1B esta down-fosforilada em resposta ao meio condicionado. As células foram
tratadas com o0 meio condicionado e, ap6s 24 horas, as células foram lisadas e centrifugadas
para obtencdo de pool de proteinas. ApoGs preparadas, as proteinas foram resolvidas em gel
SDS-PAGE, transferidas em membranas de PVDF e incubadas com os anticorpos primarios
especificos. a. Western blottings representativos; b. Razdo dos valores arbitrarios obtidos para
pPTP-1B e PTP-1B. Antes de estabelecer estas razbes, os valores arbitrarios foram
normalizados pela respectiva banda de B-actina, utilizada aqui como um controle interno

(loading contral).

4.7. TITANIO LIBERADO POR IMPLANTES PROMOVE UM AUMENTO NO
ESTRESSE OXIDATIVO E PEROXIDACAO LIPIDICA EM PRE-
OSTEOBLASTOS

Como PTPs sdo proteinas sensiveis e responsivas a variagdes de estresse oxidativo (GU
et al., 2015), avaliamos os niveis de H202 através de 2 metodologias: 1. Fazendo uso de

um biosensor, em parceria com o Laboratério de Biomateriais (IBB-UNESP), sob
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responsabilidade do Prof. Valber A. Pedrosa e, 2. Fazendo uso de sondas que sdo
oxidadas e que detectam sub-celularmente niveis de H,O,, através de microscopia

confocal.

Através do uso de biosensores, nossos resultados mostraram que houve um aumento
significativo de captacdo de H202 em resposta ao meio condicionado (Fig.10),

enquanto que a Fig.11 valida este resultado mostrando que a sonda DCFH esta mais
pronunciada nas células sob tratamento com o meio condicionado pelos implantes.
Estes mecanismos fortemente sugerem o envolvimento de espécies eletroativas na

ativacdo de PTP-1B, como mostrado na Fig.9.

A Fig. 10b,c traz medi¢6es da reducdo da corrente realizadas de 20 em 20 minutos por 2
horas, através da utilizacdo de um biosensor eletroquimico para a monitoracéo de H,0,.
A liberacdo de H,0, foi detectada por Voltametria Ciclica (CV) através da difusdo do
peréxido dentro do hidrogel contido no sistema de deteccdo. Como o perdxido € uma
substancia eletroativa verificou-se um processo de reducdo na presenca e na auséncia de
HRP (peroxidase) conjugada com hidrogel de PEG (Polietilenoglicol) e de AuNPs
(Nanoparticulas de Ouro). Para o grupo controle (Fig.10b) verifica-se que houve menor
reducdo da corrente comparado ao grupo tratado com o meio condicionado (Fig.10c), o
qual apresentou uma maior reducdo da corrente elétrica durante o tempo do
experimento. Como a corrente elétrica é inversamente proporcional a liberacdo de
peréxido, no caso do grupo tratado houve entdo maior liberacdo dessas substancias

comparada ao controle.

Para calcular a curva de calibracdo (Fig.10a) utilizaram-se os picos anddicos (valores
negativos no eixo Y) (Fig. 10b,c), por isso a curva de calibracdo é plotada como
reducdo da corrente, pois na presenca do peroxido os picos alcancam valores

negativamente maiores.

Além disso, mostramos na Fig.12 que houve um aumento também na peroxidacao
lipidica destas células. Estes resultados sdo curiosos uma vez que a peroxidacéo lipidica
esta envolvida com eventos deletérios, como a morte celular por apoptose (Mishra B et

al., 2016). No entanto, Fuhrman, Oiknine & Aviram, 1994, mostraram que a
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peroxidagdo lipidica € um evento envolvido no metabolismo de Ferro, sem causar a
morte celular ou qualquer outro dano. Assim, aventamos que esta peroxidacao
encontrada neste trabalho est4 envolvida com o metabolismo intracelular envolvido com
a presenca de Ti no meio condicionado, além da presenca do proprio Fe visto na

eletromicrografia acima.

Assim, constatamos que a resposta ao meio condicionado por implantes envolve um
evento em cascata, mostrando que o controle do estresse oxidativo culmina em uma
queda na fosforilagdo de PTP-1B que, por apresentar menor atividade, favorece a
manutencdo de altos niveis de fosforilagdo de FAK, proteina intimamente relacionada a

mecanismos de adesdo celular.

all bB] cll
2 4
0 10
-
- E)
32 Sl 2 s
= . ® o
z 44 - 0
£ . z 0 r
= 89 . = = M
o
= 4 L]
z 10 s 3 10
s 12 \ante
T 124 ®  |mplante ¥ 15
= -4 * Controle
= 164 - -4 v - - v =20
T - T - - - 0.9 0.6 03 0.0 03 e 0.9 0.9 0e 0.3 00 0.3 0.6 09
0 20 40 60 S0 100 120 E/V vs, Ag/AgCl ENV vy, Ag/AgCl

Fime (min)

Fig.10. Curva de Calibracéo plotada pela Reducéo da Corrente Vs Tempo de leitura das
amostras. Essa curva é referente a liberagdo de H202 da amostra referente ao grupo tratado
com o meio condicionado (negrito) e da amostra referente ao grupo tratado com o meio
convencional (vermelho). (a) Curvas eletroanaliticas obtida pela técnica de Voltametria Ciclica,
a qual é visto o processo de reducdo da molécula de H202 (picos negativos), referente ao grupo

controle (b) e ao grupo tratado (c).
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DCFH DAPI Merged

Controle

Tratado

Fig.11. Ti induz estresse oxidativo em MC3T3-E1l. As células foram submetidas ao
tratamento om o meio condicionado e, apds 24 horas, o perfil de estresse oxidativo foi estimado
pela sonda DCFH, quando as imagens foram obtidas a partir de um microscépio confocal. Note
que as células submetidas ao meio condicionado apresentaram um maior perfil de estresse,
sugerindo H,0, como moléculas responsivas ao Ti liberado por implantes. O nucleo foi corado

com DAPI. A coluna de micrografias da direita representa as imagens sobrepostas.

43



BODIPY Oxi+80L Merged

- .--.
N .-.

Fig.12. Ti induz peroxidagdo lipidica em MC3T3-E1l. As células foram submetidas ao

tratamento om o meio condicionado e, apds 24 horas, o perfil de peroxidacdo lipidica foi
estimado pela sonda Bodipy e oxi-Bodipy, quando as imagens foram obtidas a partir de um
microscépio confocal. Note que as células submetidas ao meio condicionado apresentaram um
maior perfil de peroxidacdo lipidica. Conforme discutido, a peroxidacdo lipidica tem sido
apontada como resposta ao metabolismo celular & metais. O nlcleo foi corado com DAPI. A

coluna de micrografias da direita representa as imagens sobrepostas.
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5. CONCLUSAO

Assim, concluimos que os implantes & base de titanio promovem, indiretamente, uma

melhor performance na adeséo de pre-osteoblastos modulada pela sinalizagéo de H,O..
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