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RESUMO

O titanio (Ti) e suas ligas tém sido estudados extensivamente para aplicacdes em
implantes ortopédicos e odontoldgicos devido as suas boas propriedades mecéanicas e
biocompatibilidade. No entanto, falhas relacionadas a corrosdo do implante tem
aumentado o numero de cirurgias de revisdo, o que demanda o desenvolvimento de
materiais mais resistentes que promovam ainda uma rapida osseointegracdo. Nanotubos
de TiO2 fornecem uma interface aprimorada para interagBes entre superficies de
implantes e células no tecido. Além disso, modificagdo na fase cristalina (anatase/rutilo)
da camada de TiO2 melhora a resisténcia a corrosdo do material. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a resposta de células tronco derivadas de tecido adiposo (ADSC) e
fibroblastos cultivados sobre nanotubos de TiO2 com modificacdo na fase cristalina. Os
nanotubos de TiO2 foram fabricados por anodizagao eletroquimica em eletrélito contendo
dietilenoglicol e acido fluoridrico, por 6 horas a 60 V, seguido de tratamento térmico a
300, 530 e 630°C por 5 horas. Posteriormente foram caracterizados quanto a morfologia,
molhabilidade, cristalinidade e adsor¢éo de proteinas, por meio de microscopia eletrénica
de varredura (MEV), analise de angulo de contato, difracdo de raios x (DRX) e MEV
seguida de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio X (XPS). A bioatividade das
superficies foi avaliada por periodo curto (1, 4 e 7 dias) quanto a toxicidade, viabilidade,
adesdao/proliferacdo e morfologia, por meio dos testes de Lactato Desidrogenase,
CellTitter-Blue®, microscopia de fluorescéncia e MEV, respectivamente. A capacidade
osteogénica das ADSC foi avaliada por periodo longo (7, 14 e 21 dias) quanto a atividade
de Fosfatase Alcalina (ALP) e producdo de Osteopontina (OPN) e Osteocalcina (OCN),
além da analise da deposicédo de calcio e analise morfologica. Os resultados indicam que
foi possivel fabricar nanotubos com didmetro de + 300 nm, com diferentes fases
cristalinas: anatase (300°C) e anatase/rutilo (530 e 630°C). As analises bioldgicas
evidenciaram que a modificagdo das superficies ndo foi toxica e favoreceu a viabilidade
de fibroblastos e ADSCs. A comparacao entre o dia 1 e o dia 7 mostrou um aumento
significativo (p<0.001) do numero de Fibroblastos e ADSCs em todas as superficies.
Apbs a diferenciacdo osteogénica, a comparacao entre a semana 1 e a semana 3 indicou
gue superficies contendo nanotubos favoreceram significativamente a producao de ALP
e OPN quando comparadas ao Ti cp (p<0.001). A producdo de OCN aumentou
significativamente (p<0.001) nas superficies tratadas a 530 e 630°C, quando
comparadas ao Ti cp. Adicionalmente, houve aumento significativo na deposicao de
célcio na superficie tratada a 630°C, comparada ao Ti cp na semana 3 do estudo. Foi
possivel concluir que a modificagdo na fase cristalina dos nanotubos de TiOz,
principalmente os que continham a fase anatase/rutilo, favoreceram a diferenciacao
celular e mineralizacdo do tecido. Estes dados nos impulsionam a seguir com o estudo
da modificagéo da fase cristalina de nanotubos de TiO2 em modelos in vivo.



ABSTRACT

Titanium (Ti) and its alloys have been extensively studied for applications in orthopedic
and dental implants because of their good mechanical properties and biocompatibility.
However, failures related to implant corrosion have increased the number of revision
surgeries. TiO2 nanotubes provide an improved interface for interactions between implant
surfaces and tissue cells. In addition, modification in the crystalline phase (anatase /
rutile) of the TiO2 layer improves the corrosion resistance of the material. The aim of this
work was to evaluate the response of Adipose Derived Stem Cells (ADSCs) and
Fibroblasts cultured on TiO2 nanotubes with modification in the crystalline phase. The
TiO2 nanotubes were manufactured by electrochemical anodization containing
diethyleneglycol and hydrofluoric acid for 6 hours at 60 V, followed by heat treatment at
300, 530 and 630 ° C for 5 hours. Afterwards, were characterized by morphology,
wettability, crystallinity and protein adsorption using scanning electron microscopy (SEM),
contact angle, X-ray diffraction (XRD), SEM following of X-ray photoelectron
spectroscopy (XPS) respectively. Surface bioactivity was evaluated for toxicity, viability,
adhesion / proliferation and morphology for the short period (1, 4 and 7 days) by Lactate
Dehydrogenase, CellTitter-Blue®, fluorescence microscopy and SEM tests, respectively.
The osteogenic capacity of the ADSC was evaluated over a long period (7, 14 and 21
days) for the production of: Alkaline Phosphatase (ALP), Osteopontin (OPN), Osteocalcin
(OCN), besides calcium deposition analysis and morphological analysis, through
biochemical analysis, immunofluorescence, colorimetric and SEM, respectively. The
results indicate that it was possible to manufacture nanotubes with a diameter of + 300
nm, with different crystalline phases: anatase (300°C) and anatase / rutile (530 and 630
° C). In addition, the presence of nanotubes favored a slightly higher adsorption of
fibrinogen when compared to commercially pure Ti (Ti cp). Biological analyzes showed
that the modification of the surfaces was non-toxic and favored the viability of fibroblasts
and ADSCs. The relation between day 1 and day 7 showed a significant increase (p
<0.001) of fibroblasts and ADSCs on all surfaces. After osteogenic differentiation, the
relation between week 1 and week 3 indicated that nanotubes surfaces favored
significantly (p <0.001) the production of ALP and OPN when compared to Ti cp. The
OCN production increased significantly (p <0.001) on surfaces treated at 530 and 630°C,
when compared to Ti cp. Additionally, there was a significant increase in calcium
deposition on surfaces treated at 630°C, compared to Ti cp at week 3. It was possible to
conclude that the modification in the crystalline phase of TiO2nanotubes, especially those
containing the anatase / rutile phase, favored cell differentiation and tissue mineralization.
These data stimulate us to follow the study of the modification of the crystalline phase of
TiO2 nanotubes in in vivo models.
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1. INTRODUCAO

A colocacdo de proteses ortopédicas tem melhorado a qualidade de vida de
milhdes de pessoas no mundo todo. Estima-se, por exemplo, que pelo menos 4,5
milhdes de pessoas possuem prétese de quadril e 6,7 milhdes possuem protese de
joelho. No entanto verifica-se um aumento simultdneo no numero de cirurgias de revisdo
de implantes, com uma projecdo de aumento em 137% e 607% no numero total de
cirurgias de revisdo no quadril e no joelho, respectivamente, entre os anos de 2005 e
2030 (Puelo 2004; Kurtz 2007; Kremers et al. 2015).

Uma das principais causas de cirurgias de revisdo é a corrosdo de materiais
metalicos (Manivasagam Geetha, Durgalakshmi, and Asokamani 2010), causado pelo
contato do material com componentes do sangue e outros fluidos corporais (J Yu, Zhao,
and Li 1993). Para superar estes problemas, modificagdes na superficie do implante, tem
sido frequentemente realizadas com o intuito de diminuir a corrosdo e melhorar a
biocompatibilidade (Kiradzhiyska et al. 2016). Novos materiais bioativos precisam ser
testados primeiramente em diferentes modelos celulares in vitro, para a identificagéo do
potencial de estimulacdo da osseointegracdo e dos mecanismos envolvidos na interacéo

célula-biomaterial.

1.1.BIOMATERIAIS

Um biomaterial pode ser definido como todo material de origem natural ou
sintética, utilizado por tempo indeterminado na substituicdo total, parcial ou ainda na
reparacao de tecidos vivos danificados, estrutura bioldgica perdida ou doente, buscando
restabelecer sua forma e a funcdo (Geetha et al. 2009). Representam uma significativa
parcela dos produtos utilizados na area da saude. Sao dispositivos médicos, como 0s
biossensores, tubos para circulagdo sanguinea, sistemas de hemodidlise, e também os
materiais implantaveis, como os fios de sutura, placas, substitutos 6sseos, telas ou
malhas, valvulas cardiacas, lentes, implantes dentarios. Ha ainda dispositivos para a

liberacdo de medicamentos na forma de particulas e implantes subdérmicos. Por fim,
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pode-se citar os orgaos artificiais, como coracao, rim, figado, pancreas, pulmdes e pele
(Pires, Bierhalz, Moraes 2015).

Historicamente, 0 uso de materiais tem seu inicio na Antiguidade ha 5.000 anos,
com registros de uso de conchas esculpidas para substituicdo de dentes no Antigo Egito
(K. Chan, Zhuo, Ni 2013), e relatos do uso de ouro para substituicdo de dentes em
civilizacdes chinesas e astecas ha 2.000 anos (Ratner, Hoffman, Lemons 2006). O
primeiro relato de transplante 6sseo ocorreu na Era Moderna, em 1682, mas somente
em meados do século XX passou a existir uma melhor sistematizacédo dos conceitos. O
termo osseointegracao foi criado em 1952 (Edalat 2012; Hildebrand 2013) em 1976 foi
criada a primeira definicdo de Biomaterial, e em 1987 surgiu o termo Engenharia de
Tecidos (Africa et al. 2003).

1.1.1. CLASSIFICACAO DOS BIOMATERIAIS

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com sua composi¢éo, sendo
polimeros, ceramicos, compadsitos e metais. Os polimeros séo representados por dois
grupos: polimeros naturais e sintéticos. Os naturais sdo polissacarideos,
polinucleotideos ou proteinas, e apresentam melhor interacdo com as células dos tecidos
gue recebem os implantes (Holzapfel et al. 2013). Os polimeros sintéticos representam
0 maior grupo de polimeros biodegradaveis e podem ser produzidos em condi¢cdes
controladas. Dentre estes destacam-se as poliamidas, polietileno, polipropileno,
poliacrilatos, fluorocarbonos, poliésteres e poliéteres, poliuretanos (Heath et al. 2013;
Tian et al. 2012).

As ceramicas podem ser classificadas de acordo com a sua interagdo com o tecido
hospedeiro como bioinertes, bioativas e bioreabsorviveis. As bioinertes, como a alumina
e a zirconia, mantém suas propriedades fisicas e mecéanicas enquanto implantada e sado
bem toleradas pelo organismo. As ceramicas bioativas interagem com o0 tecido
circundante, estimulam o sistema tissular a responder ao material como se este fosse
um tecido natural. Como exemplos desta classe, destacam-se a hidroxiapatita, os

biovidros e as vitroceramicas. Os materiais bioabsorviveis participam do processo
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metabdlico do organismo e apresentam a caracteristica de sofrerem degradacéo por
acdes quimicas ou biolégicas, sendo lentamente substituidos por células em
crescimento. S&o também estaveis a longo prazo e minimizam a possibilidade de perda
do implante. O fosfato tricalcico e o gesso estdo incluidos nesta classe de ceramicas
(Drouet et al. 2017).

Os compositos sdo uma classe de materiais constituidos por duas fases (ou
combinacdo de dois ou mais materiais), cujas caracteristicas podem incorporar
propriedades combinadas dos constituintes individuais. Esta combinacdo visa a
modificacdo das propriedades originais dos materiais para melhorar as propriedades
mecanicas, biocompatibilidade e bioatividade, aumentar a taxa de degradacao, ou até
mesmo, controlar o perfil de liberacdo de farmacos ou fatores de crescimento
incorporados aos dispositivos. De forma geral, os compdsitos apresentam grande
potencial para aplicacdo como biomateriais e estdo em crescente desenvolvimento, uma
vez que possibilitam ajustar o desempenho mecénico e bioldgico para diversas situacdes
clinicas especificas (M. Wang 2003; Habraken, Wolke, Jansen 2007; Kamitakahara,
Ohtsuki, Miyazaki 2008). Por fim, os metais destacam-se como matérias-primas de
biomateriais. Suas propriedades os tornam materiais de escolha para o desenvolvimento
de componentes estruturais, visando a substituicdo, refor¢co ou estabilizacéo de tecidos
rigidos (Niinomi 2008). Apresentam excelentes propriedades mecéanicas, quando
comparados com ceramica ou plastico, e podem ser, por exemplo, ligas de aco
inoxidavel, titanio, ouro, prata e cobalto. Entretanto, o corpo humano tem um ambiente
interno fortemente corrosivo, 0o que pode provocar danos no material metalico
implantado, tais como corrosao, fadiga associada a corrosédo (Hussein, Mohammed, Al-
Ageeli 2015).

1.2. TITANIO

O titanio (Ti) e suas ligas estdo entre os biomateriais mais utilizados para
aplicacdes médicas e odontoldgicas, devido a sua elevada biocompatibilidade, baixa
densidade, baixo médulo de elasticidade e alta resisténcia a corrosao (Niinomi 2008;

Pires, Bierhalz, Moraes 2015). O titanio comercialmente puro (Ti cp) € classificado pela

15



Sociedade Americana de Testes e Materiais (American Society of Testing and Materials
2005) em 5 graus que diferem em seu teor de oxigénio, ferro e outros elementos quimicos
(Tabela 1). O oxigénio atua como um agente endurecedor e mantém a microestrutura na
fase a, enquanto o ferro € um refinador dos graos da fase B e diminui o endurecimento

do material.

Tabela 1: Composicao de Elementos Quimicos presentes no Ti cp e liga TiAl4V6. O teor de cada ion é
dado em porcentagem e o balanco corresponde ao teor de Ti para um total de 100% na composicéo do
material.

Elemento Ti Grau 1 Ti Grau 2 Ti Grau 3 Ti Grau 4 TiAI6V4 max.
Nitrogénio 0,03 0,03 0,05 0,05 0,05
Carbono 0,08 0,08 0,08 0,08 0,10
Hidrogénio 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Ferro 0,20 0,30 0,50 _ 0,30
Oxigénio 0,18 0,25 0,35 0,40 0,20
Aluminio _ _ _ _ 55-6,50
Vanadio _ _ _ _ 35-45
Titanio Balanco Balanco Balanco Balanco Balanco

Fonte: Adaptado de fwmetals.com/materials/titanium/cp-titanium/ e fwmetals.com/materials/titanium/ti-
6al-4v-eli/

O Ti cp grau 1 possui as menores concentracbes de oxigénio intersticial
e ferro residual. Apresenta a menor resisténcia mecéanica, porém alta ductilidade e
facilidade para trabalho a frio. O Ti cp grau 2 é amplamente utilizado pela indUstria em
virtude de suas propriedades equilibradas de resisténcia mecéanica, semelhante ao ac¢o
inoxidavel comum, e ductilidade, além de ser facilmente trabalhado a frio. O Ti cp grau 3
possui resisténcia mecanica um pouco maior que O grau 2, em razdo da maior
concentracao de oxigénio e nitrogénio intersticial, porém sua ductilidade esta abaixo dos
demais. O Ti cp grau 4 apresenta a maior resisténcia mecanica do grupo do titanio puro

e € mais utilizado em implantes dentarios (Mas Handbook 2005).

Além das variacoes referentes ao grau de oxigénio, o titdnio tem sido utilizado
como elemento base para a formacdo de ligas juntamente com outros elementos

guimicos, como o aluminio e o vanadio (liga Ti-6Al-4V), com a finalidade de melhorar a
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resisténcia mecanica (Pires, Bierhalz, Moraes 2015). A escolha entre um dos diferentes
graus de titanio e as ligas com diferentes metais, depende das propriedades mecéanicas
desejadas para cada aplicacdo. Atualmente o Ti cp é o material dominante usado para
implantes dentarios (K. Wang 1996), enquanto que a liga Ti-6Al-4V é usada para
aplicacdes ortopédicas (M. Geetha et al. 2009b). No entanto, estudo recente evidenciou
gue, sob condicbes experimentais, o Ti cp e Ti-6Al-4V demonstraram osseointegracao e
ancoragem biomecanica semelhantes (Shah et al. 2016).

Outra propriedade do titanio é a alta afinidade pelo oxigénio, o que leva a
formacdo espontanea de uma camada de Oxido superficial amorfa (TiOz2) (Hanawa,
Asami, Asaoka 1998). Esta camada, quando na superficie de implantes, apresenta-se
aderente e estavel ao ambiente corporal, conferindo excelente biocompatibilidade (Shah
et al. 2016) e favorece a osseointegracao (Sul et al. 2001).

1.2.1. MODIFICACAO DA SUPERFICIE DO TITANIO

Para que ocorra uma boa integracdo osso-implante a curto e a longo prazo, a
geometria e grafia da superficie do implante sdo importantes. Geralmente, as superficies
em micro e nanoescala possuem energia superficial, levando ao aumento da adsorcao
inicial de proteinas que, por sua vez, influencia diretamente na adesao de células,
favorecendo o processo de osseointegracdo (Diebold 2003; PUCKETT et al. 2010).
Modificagbes em micro e nanoescala podem ser alcancadas por meio de diferentes
métodos, destacando-se: métodos mecanicos, fisicos e quimicos (Tabela 2) (Kulkarni et
al. 2014). Dentre os métodos mecanicos destacam-se: jateamento com varios tipos e
tamanhos de abrasivos e atrito para obtencdo de materiais monofasicos. Os métodos
fisicos sdo representados por revestimentos de titanio pulverizados por plasma. E os
meétodos quimicos condicionamento acido e processos eletroquimicos. Pode-se ainda,

realizar a combinacdo desses métodos (Le Guéhennec et al. 2007).
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Tabela 2: Visédo geral dos métodos mecanicos, fisicos e quimicos utilizados para modificacdo superficial

de Tie TiO2
Métodos Modificacdo na Camada Objetivo

Mecénicos

. Esmerilhamento Superficie rugosa ou lisa formada pelo Produzir topografias de superficie

. Polimento processo de subtragao especificas;

e Usinagem limpar e aplainar a superficie;

e Jateamento melhorar a adesé&o na colagem.

e Atrito Camadas superficiais em titanio Produzir materiais com graos de
comercialmente puro que melhoram as tamanho nanométrico (1-100nm);
propriedades de tracéo e dureza produzir morfologia rugosa com
superficial do titanio maior hidrofilicidade.

Fisicos

Pulverizacdo térmica
Pulverizacdo por chama
Pulverizacdo por plasma
Pulverizacdo oxi-
combustivel de alta
velocidade

. Deposigéo fisica de vapor

. Evaporacéo

e Chapeamento de fons
Sputtering

. Implantagdo e Deposicéo

de lon

. Tratamento de Plasma de
Descarga de Brilho

~ 30 a ~ 200um de revestimentos,
como titanio, HA, silicato de célcio,
AI203, Zr()zY T|02

~ 1um de TiN, TiC, TiCN, diamante e
revestimento de hidroxiapatita de
pelicula fina de carbono semelhante a
diamante por sputtering

~ 10 nm de camada de superficie

modificada e / ou um de filme fino

~1nm a ~ 100 nm de camada
modificada superficialmente

Melhorar a resisténcia ao desgaste;
resisténcia a corrosao e propriedades
biolégicas.

Melhorar a resisténcia ao desgaste,
resisténcia a corroséo e
compatibilidade do sangue.

Modificar a composicao da superficie;
melhorar o desgaste, resisténcia a
corrosao e biocompatibilidade.

Limpar, esterilizar ou oxidar a
superficie; nitretagao superficial;
remocao da camada de 6xido nativo

Quimicos

e  Tratamento Quimico

e  TratamentoAcido

. Tratamento Alcalino

e  Tratamento por Perdxido
de Hidrogénio

e Sol-gel

. CVD

e Métodos Bioquimicos

. Oxidagéo Anddica

<10 nm de camada de 6xido de
superficie

~ 1um de titanato de sddio gel

~ 5 nm de éxido interno denso e
camada externa porosa

~ 10pm de filme fino, como fosfato de
calcio, TiO2 e silica

~ 1um de TiN, TiC, TiCN, diamante e
pelicula fina de carbono semelhante a
diamante

Deposicdo de revestimento
Modificagéo através de titania
silanizada, fotoquimica, monocamadas
auto-organizadas, resisténcia a
proteinas, etc.

~ 10 nm a 40um de camada de TiO,,
adsorgdo e incorporagdo de anions
eletroliticos

Fonte: Adaptado de Kulkarni, 2014.

Remover as escamas de 6xido e
contaminacao.

Melhorar a biocompatibilidade, a
bioatividade ou a condutividade 6ssea.

Melhorar a biocompatibilidade, a
bioatividade ou a condutividade 6ssea

Melhorar a resisténcia ao desgaste,
resisténcia a corroséo e
compatibilidade do sangue

Induzir resposta celular e tecidual
especifica por meio de peptideos,
proteinas ou fatores de crescimento
imobilizados na superficie

Produzir topografias de superficie
especificas;

melhorar a resisténcia a corrosao;
melhorar a biocompatibilidade,
bioatividade ou condutividade 6ssea
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1.2.2. NANOTUBOS DE TIO2

A anodizacao eletroquimica é um método facil e relativamente de baixo custo para
modificacdo da superficie da camada passiva de TiOz e producdo de nanotubos. Esta
técnica foi relatada pela primeira vez por Gong et al. em 2001 para preparar arranjos
nanotubulares de titanio auto-organizados usando oxidagcdo anddica de um substrato de
tithnio em 0,5 a 3,5% (p/v) de solucdo aquosa de acido fluoridrico (Gong et al. 2001).
Depois disso, muitos pesquisadores exploraram a técnica como sua principal escolha
para fabricar estruturas nanotubulares que variam em diametro (15 nm até 300 nm) e
comprimento (Galstyan et al. 2011; Macak, Tsuchiya, Schmuki 2005; Smith et al. 2011).
A Figura 1 ilustra a morfologia de nanoporos (d, f) e nanotubos (a, b, ¢, e) formados por
anodizacdo eletroquimica que foram caracterizados por Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV).

Figura 1: Imagens obtidas por MEV de nanotubos de TiOz de diferentes didametros: a) 15 nm, b) 50 nm, c)
100 nm, e de nanoporos de TiO2: d) 15 nm. Imagens transversais e vista superior das nanoestruturas ao
longo da secéo transversal de e) nanotubos de TiO:2 e f) nanoporos de TiOx.

Fonte: Kulkarni, 2014.
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Os parametros como diametro, espessura e comprimento dos nanotubos de TiO2
podem ser controlados pelo potencial, composicao eletrolitica, concentracao, pH e tempo
de anodizacao (Rani et al. 2010). Como demonstrado na Figura 2, o sistema compreende
um polo positivo (dnodo) em que pode ser acoplado o titanio, e um polo negativo (catodo)
em que pode ser acoplada uma placa de platina. Este sistema imerso em uma solucao
eletrolitica é a base para a anodizacdo. O circuito conectado a uma fonte de poténcia

permite a formacéo de estruturas tubulares.

Contatos de ago inoxidavel

Rolha de borracha
ventilada

Grampos do eletrodo
de ago inoxidavel

Eletrolito
contendo Flaor

Titanio - Anodo Platina - Catodo

Figura 2: Representacdo esquemética de uma célula eletrolitica utilizada para executar o processo de
anodizagao.
Fonte: Adaptado de Sorkin et al., 2015

O mecanismo de crescimento, evidenciado na Figura 3, € um ataque seletivo
envolvendo uma formacédo anddica de 6xido de titanio, seguida pela dissolugcdo quimica
como um complexo hexafluorotitanato sollvel e interacdo do complexo com a camada
de oxido de titanio(Galstyan et al. 2014; Bavykin Walsh 2009). Desta forma, dependendo
dos parametros utilizados no processo de anodizacao, é possivel controlar e ajustar as

propriedades (comprimento, espessura, diametro) dos nanotubos a serem formados.

20



MiFg? -
N

(a) o § .
Ti ’::TT;%?—Z:I
" * - LI
Ti i\\(d) Lo
= WL

Figura 3: Processo de formacéo de nanotubos de TiO:. (a) Camada compacta inicial de TiO2 formada por
anodizacgédo. (b) ataque por F- e propagacao de TiO2 no substrato. (c) camada de poros desorganizada é
formada com lacunas preenchidas. (c) Na presenca de agua suficiente, o interior é dissolvido e tubos
separados séo formados.

Fonte: Tsui and Zangari, 2014

1.2.3. MODIFICACAO DA FASE CRISTALINA DE NANOTUBOS DE TiOz

O titAnio esta presente na natureza sob diferentes formas cristalinas: anatase,
rutilo e bruquita (Figura 4). Entre elas, o rutilo é a fase mais estavel, e todas as outras
fases metaestaveis podem se transformar nesta forma estavel a alta temperatura
(Koparde, Cummings 2008; Sanz et al. 2012) Estudos recentes demonstraram que, da
mesma forma, € possivel alterar a fase cristalina de superficies nanoestruturadas por
meio de tratamento térmico. Em geral, nanotubos tratados a 300 e 400°C apresentam a
fase anatase, enquanto que temperaturas acima de 600°C apresentam as fases anatase
/ rutilo, formando apenas rutilo para tratamento acima de 680°C (Varghese et al. 2003;
Liu, Zhang 2009; Mohan, Anandan, Rajendran 2015).

21



a) rutilo b) anatase c) bruquita

Figura 4: Estrutura celular unitaria esquematica das fases cristalograficas de TiOx.
Fonte: Adaptado de Damodaran et al., 2015

1.3.CARACTERISTICAS DA SUPERFICIE DOS NANOTUBOS DE TIO2 E
COMPORTAMENTO CELULAR

Diversos estudos ja demonstraram que as caracteristicas morfoldégicas das
superficies nanoestruturadas de titanio afetam o comportamento celular, no que diz
respeito a adesao, proliferacdo e diferenciacdo. Os modelos celulares mais utilizados
foram osteoblastos, fibroblastos, condrécitos, células endoteliais, midcitos,
queratindcitos e células-tronco mesenquimais (MSC) (Song et al. 2016; Cheng et al.
2018).

Nanotubos com diametro pequeno (cerca de 30 nm) s&o descritos como
favoraveis a promocao da adeséao celular, enquanto que nanotubos com didmetro maior,
entre 70-100 nm, seriam capazes de induzir o elongamento celular, que eventualmente
levaria ao estresse do citoesqueleto e a diferenciacdo de osteoblastos (W. Yang et al.
2014). Além disso, nanotubos com diametro menor que 30 nm sdo capazes de estimular
a diferenciacdo de células tronco hematopoiéticas em osteoclastos, enquanto que a
diferenciacdo poderia ser inibida por nanotubos com didmetro maior que 100 nm (Seo et
al. 2014). Ja a adeséo e proliferagdo de células tronco mesenquimais humanas (MSCh)
podem ser observadas quando em contato com nanotubos com diametro de
aproximadamente 30 nm, com diferenciagdo muito baixa (Brammer et al. 2009).
Adicionalmente, maior elongamento e maior taxa de diferenciagdo de MSCh foram

observados em nanotubos de maior diametro (aproximadamente 100 nm) (Figura 5). A
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investigacdo do comportamento de condrdcitos em nanotubos com diametros de 30 a
100 nm tratados térmicamente a 500°C, indicou maior porcentagem de células redondas
em nanotubos de 70 nm de didmetro. J4 a secrecdo de matriz extracelular foi maior em

nanotubos com diametros entre 50 e 100 nm (Bjursten et al. 2010).

Adesao Diferenciacao

Densidade de
Proteinas

Elongamento de
hMSC

; T
30nm 100nm

Diametro dos Nanotubos

—

Figura 5: llustracdo esquematica das tendéncias gerais dos efeitos da superficie nanométrica na adeséo
e diferenciacdo de MSCh. A mudanc¢a na adeséo e crescimento da célula MSCh sem diferenciac¢éo (linha
vermelha sélida) tem a mesma tendéncia que a densidade de particulas de proteina (linha vermelha
pontilhada), enquanto que a diferencia¢é@o (linha azul sélida) tem a mesma tendéncia de alongamento de
MSCh (linha azul pontilhada).

Fonte: Adaptado de Damodaran et al., 2015.

A fase cristalina dos nanotubos de TiO2 também tem impacto na sua
bioperformance (Mazare et al. 2012), mas ainda com efeitos controversos e pouco
compreendidos. Células endoteliais tiveram numero significativamente diminuido apés
trés dias de cultura em contato com superficies contendo a fase anatase, quando
comparado com nanotubos amorfo (Park et al. 2007). Da mesma forma, células-tronco
mesenquimais mostraram maior adesdo e taxa de proliferacdo na superficie de
nanotubos de TiO2 amorfos (Bai et al. 2011). Por outro lado, a taxa de proliferacao e
crescimento de osteoblastos em nanotubos amorfos diminuiu ligeiramente em
comparacdo com as fases rutiio e amorfa (Oh et al. 2005). Nanotubos tratados
térmicamente a 450°C, 550°C e 650°C por 3 h, contendo uma mistura da fase anatase e
rutilo, tiveram efeito maximo sobre proliferacdo, espalhamento e mineralizacdo de preé-

osteoblastos (Jiaguo Yu, Wang 2010). H4& também resultados que apontam que rutilo e
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anatase sao mais vantajosos na formacao de hidroxiapatita, uma caracteristica do tecido

osseo diferenciado (An et al. 2011).

Outro parametro que afeta a bioatividade do TiO2 & a molhabilidade da superficie.
A medida do angulo de contato, gerado a partir da deposi¢cdo de determinado liquido
sobre a superficie, € uma maneira de se avaliar essa propriedade, como demonstrado
na Figura 6. Estudos recentes demonstraram que superficies hidrofilicas sdo capazes de
aumentar a adesao e proliferacdo celular em comparacdo com superficies hidrofébicas
(Kulkarni et al. 2014). Isso ocorre de duas maneiras: pela conexao fisico-quimica direta
entre a célula e a superficie do material e pelo efeito indireto na adeséo celular por meio
do ajuste da adsorcao de proteinas (Wilson et al. 2005). A elevada energia de superficie
de nanotubos de TiO2 aumenta a adsor¢cdo de proteinas, quando comparada com o

titanio liso.

angulo de
contato ()

tangente a superficie
liguida no contacto

N

liquido

solido

Figura 6: Representacao esquematica da medida de angulo de contato de um liquido depositado sobre
uma superficie solida.
Fonte:https://docplayer.com.br/46077865-Interfaces-gas-liquido-liquido-liquido.html.
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1.4.RESPOSTA CELULAR E OSSEOINTEGRACAO

O tecido 6sseo possui uma organizacao hierdrquica que abrange varias ordens
de grandeza, desde a macro até a nanoescala (Figura 7). Macroscopicamente, pode se
apresentar como compacto, na regido mais periférica, denominada cortical, e esponjoso
ou trabecular, na porcdo central, com rede de trabéculas contendo espagos
intercomunicantes que abrigam a medula 0ssea. As superficies dsseas internas e
externas sao revestidas respectivamente pelo enddsteo e pelo peridsteo, este ultimo
constitui uma membrana de grande importancia para a integridade dos 0ssos
(Katchburian, Arana 2004). Quanto a organizacdo da matriz extracelular o tecido 6sseo
pode ser classificado em primario (imaturo), que se apresenta com disposicao irregular,
nao organizada das fibras colagenas e menor quantidade de cristais de hidroxiapatita,
ou secundario (maduro ou lamelar), com fibras colagenas dispostas em lamelas
paralelas ou concéntricas em torno dos ésteons, formando 0sso compacto ou esponjoso.
Em todos os casos, o tecido exibe quatro tipos de células: osteoblastos, células de
revestimento 0sseo, ostedcitos e osteoclastos (Buckwalter et al. 1996; Downey, Siegel
2006). Apesar de sua aparéncia inerte, 0 0sso € um 0rgao altamente dinamico que é
continuamente reabsorvido por osteoclastos e neoformado por osteoblastos. Ha
evidéncias de que os ostedcitos atuam como mecanossensores e orquestradores deste

processo de remodelacao 6ssea (Clarke 2008).
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Figura 7: Organizagédo hierarquica do tecido 6sseo em diferentes escalas. (a) camada compacta externa,
(b) 6steons, (c) célula residente expondo receptores de membrana com sitios de ligagao especificos, (d)
matriz extracelular circundante com componentes em escala nanométrica.

Fonte: Adaptado de Stevens M, 2008.

O sucesso na colocacdo de um implante ortopédico depende da forma como o
este interage e estimula o tecido 6sseo e tecidos adjacentes a incorporar o novo material.
De modo geral o primeiro evento que ocorre apos a implantacdo € a hidratacéo e a
adsorcédo de proteinas do sangue e outros fluidos corpéreos (Figura 8 A, B). Durante o
processo inflamatério subsequente, os mediadores da inflamacéao tais como citocinas e
prostaglandinas estimulam a atracdo de células mesenquimais que se diferenciam em
osteoblastos, que, por sua vez devem ser capazes de proliferar e secretar matriz
extracelular para que ocorra o processo de mineralizagcdo do osso (Figura 8 C, D)
(Mavrogenis et al. 2009).
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Figura 8: Esquema dos eventos sucessivos em superficies de biomateriais depois da implantacéo; a)
Formacdo de camada &gua e ions; b) Adsorcéo de proteinas; (¢) adesao / disseminacao celular e (d)
diferenciagdo / formacao de tecido.

Fonte: Adaptado deTagaya et al, 2012.

Além dos componentes celulares, o tecido 6sseo € constituido de aproximadamente
70% de minerais, 20% de matriz organica e cerca de 10% de agua (Rath et al. 2000). A
fase organica, também chamada de ostedide, € principalmente constituida de moléculas
fibrilares contendo estruturas proteicas aderentes como glicosaminoglicanos,
proteoglicanos, pequenas proteinas ndo coldgenas e alguns lipideos (Topptes et al.
2004).

As principais proteinas ndo colagenosas no 0sso sdo osteocalcina, osteonectina e
osteopontina, sendo a osteocalcina a mais abundante (Grafenau, Lepage 2000). Apos a
fase proliferativa dos osteoblastos, a fosfatase alcalina é primeira a ser expressa,
enquanto que a osteocalcina e osteopontina sdo sintetizadas quando a matriz 6ssea

comeca a mineralizar (Stein, Lian 1990).

Os osteoblastos produzem dois microns cubicos de matriz extracelular por dia até
a formacao de uma camada com cerca de 10-15 microns de espessura (Toppets et al.,
2004). A mineralizagdo comeca 5-10 dias ap0s a deposi¢do do ostedide (Boivin and
Meunier 2003). Este processo envolve duas etapas: a nucleagdo de cristais de fosfato
de célcio, seguida do crescimento destes cristais (Figura 9) (Ottani et al. 2002). A
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nucleacdo dos cristais necessita de concentracdes saturadas de Ca?* e PO4* no fluido
intersticial, enquanto que a saturacdo é obtida através do aprisionamento de Ca?*

extracelular por osteocalcina e vesiculas contendo fosfatase alcalina.

f;\
e Fosfatase Alcalina
Py —
| | Oy O ®®
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,——\/ @ @ \
® |
l /'_‘) -/;\(E-’;\@.f’;\@
® @ @ @ e-e-e-0-e
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Pirofosfato = Fosfato @  Célcio —~_ Proteina de Matriz

Figura 9: Representacdo do processo de mineraliza¢do, com a acdo da Fosfatase Alcalina, ions célcio e
fosfato.
Fonte: https://www.google.com.br/search?q=imagens&es_sm

A nucleacdo dos cristais leva a formacdo de hidroxiapatita estavel (HAP), cuja
estrutura tridimensional proporciona uma grande area de interface entre os cristais de
HAP e do fluido intersticial (Toppets et al. 2004). As lacunas paralelas entre as fibras de
colageno séo preenchidas pela nucleacdo dos cristais inorganicos (Ottani et al. 2002).

Um resumo do processo de mineralizacdo esta representado na Figura 10.
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Figura 10: Representacdo do processo de Mineralizacdo do tecido 6sseo: Osteoblastos secretando
vesicula, formagéo da camada ostedide e o osso mineralizado.
Fonte: Lee W. Janson, Marc E. Tischer: The Big Picture: Medical Biochemistry.

O desenvolvimento de novos biomateriais, caracterizados como bioativos, implica
no estudo da interagéo célula-material. Para que ocorra uma osseointegracao rapida e
duradoura o material deve ser capaz de estimular a adeséao, proliferacéo e diferenciacao
de células osteogénicas, além de favorecer a atuacdo de células responsaveis pela
formacdo de matriz extracelular, importante para a manutencdo do tecido ao redor do
implante. Para o melhoramento da resposta bioldgica, modificacdes na superficie de
implantes tém revelado resultados promissores. Sabe-se que a modificacdo na fase
cristalina em nanotubos de TiO2, melhora a resisténcia a corroséo e estimula a adesao
e proliferacdo de osteoblastos, bem como atua na ativacdo de plaguetas. O presente
estudo vem no sentido de testar a modificacdo da fase cristalina de nanotubos de TiO2
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na adesédo e proliferacdo de ADSCs e fibroblastos, bem como a diferenciacdo de

osteoblastos para a avaliar a capacidade de mineralizacéo do tecido.
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2. JUSTIFICATIVA

O crescente numero de realizagdo de cirurgias para a colocagéo de préteses e
implantes, e ainda, o crescente nimero de cirurgias de revisao, justificam a busca por
novos materiais bioativos. A nova geracdo de biomateriais aumentam a capacidade de
interagir com os tecidos corporais em nivel molecular, estimulando as células no

processo de osseointegracao.

O titanio € um material bem descrito pelas suas propriedades mecanicas e por
ser biocompativel. Além disso, a modificacdo da superficie do titdnio tem demonstrado
resultados promissores no processo de osseointegragdo. Com o0 avanco da
nanotecnologia é possivel desenvolver dispositivos em escala nanométrica, contendo
em sua superficie nanotubos de TiOz2, por exemplo, capazes de estimular a interagcéo de
células e moléculas com o biomaterial. A formacéo de nanotubos é possivel por meio de
técnicas como a anodizacao, esta técnica caracteriza-se por ser de facil execucao, além

de ser economicamente viavel.

No entanto, a modificagdo da fase cristalina, realizada por meio do tratamento
térmico, apesar de ser de facil execucdo e melhorar as propriedades fisicas do material,
tem sido pouco estudada do ponto de vista biologico. Este trabalho vem no sentido de
aprimorar a resposta de diferentes modelos celulares, envolvidos no processo de
osseointegracdo, por meio da modificagcdo da fase cristalina em nanotubos de TiO2

visando o desenvolvimento de proteses e implantes bioestimulantes.
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3. OBJETIVOS

3.1.0OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo principal avaliar o efeito do tratamento térmico de
nanotubos de oxido de titdnio, no comportamento de fibroblastos, osteoblastos e células
tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSC), visando o desenvolvimento

de material bioativo para aplicagéo ortopédica e odontoldgica.

3.2.OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Preparar superficies de TiO2, contendo nanotubos e diferentes fases cristalinas.

o Caracterizar as superficies de titdnio contendo nanotubos de TiO2 quanto a

morfologia, cristalinidade, molhabilidade e adsorcéo de proteinas.

o Investigar o efeito da arquitetura da camada de nanotubos de TiO2 com diferentes

estruturas cristalinas na adesao de fibroblastos e osteoblastos e ADSCs.

. Avaliar a influéncia da camada de nanotubos de TiO2 com diferentes estruturas

cristalinas na inducao da proliferacao de fibroblastos, osteoblastos e ADSCs.

o Estabelecer a influéncia da arquitetura da camada de nanotubos de TiO2 com

diferentes estruturas cristalinas na diferenciacdo osteogénica de ADSCs.

o Determinar o potencial da camada de nanotubos de TiO2 com diferentes

estruturas cristalinas em estimular a producdo de matriz 6ssea por osteoblastos.
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4. METODOS

O estudo de biocompatibilidade incluiu o preparo e caracteriza¢do das superficies
nanoestruturadas, bem como a realizagcao de ensaios bioldgicos com diferentes modelos

celulares, como mostrado de forma esquematica no fluxograma da Figura 11.

PREPARO DAS SUPERFICIES NANOESTRUTURADAS

Anodizagi )
necEaeme - Tratamento Térmico
Eletrogquimica

CARACTERIZACAO DAS SUPERFICIES

Microscopia Eletrénica

i Adsorciio de Proteina Difragdo de Raio X Angulo de Contato
de Varredura - ¢ - Difragéo de Raio X - g

ETAPA | - ESTUDO BIOLOGICO
(VIABILIDADE, ADESAO E PROLIFERAGAO CELULAR)

INTERACAO ADSCs
MORFOLOGIA E CELULA/BIOMATERIAL
TOXICIDADE VIABILIDADE . .
.y DENSIDADE CELULAR (Micrascopia FIBROBLASTOS
(Teste LDH) - (CellTiter-Blue) -p (Fluorescéncia) -p Eletrénica de
Varredura)
ETAPA Il - ESTUDO BIOLOGICO B
[DIFERENCIACAO CELULAR E DEPOSICAO DE MATRIZ OSSEA)
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[Fosfatase Alcalina) (Ostecpontina) (Osteocalcina) (Dosagem Ca)
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Figura 11: Fluxograma do desenvolvimento experimental. Preparo e caracterizacao das superficies
nanoestruturadas apresentadas sequencialmente. Diferentes ensaios biologicos realizados em etapas
distintas do estudo, bem como os modelos celulares investigados em cada etapa. *LDH- Desidrogenase
Latica. *ADSCs- Células Tronco Derivadas de Tecido Adiposo.

4.1.PREPARO E CARACTERIZACAO DAS SUPERFICIES
NANOESTRUTURADAS

A formacdo de nanotubos nas superficies de titdnio foi realizada conforme

processo de anodizacao descrito anteriormente (Soares et al. 2018). Foram usadas

33



amostras de Ti comercialmente puro — Grau 1 (2 cm x 2,5 cm) como substrato para o

crescimento de camadas de nanotubos de TiOa.

A espessura da camada de nanotubos de TiO:z foi controlada pelo tempo de
anodizacao, com tenséo constante de 60 V e tempo de oxidacédo de 6 horas. A solucdo
do eletrdlito foi preparada com 79,3% dietilenoglicol (DEG, 99 % v/v), com 0,7% de acido
fluoridrico (HF 48% v/v) e 20 % de agua deionizada. Apds a anodizacdo, as amostras
foram submetidas a diferentes tratamentos térmicos: 300, 530 e 630 °C por 5 horas. Em
seguida, as amostras foram cortadas (6 mm x 6 mm) e lavadas com acetona, etanol 70%

e agua deionizada por 10 minutos em cada solvente.

Antes dos ensaios bioldgicos in vitro, as amostras foram lavadas com etanol 70%
por 10 minutos, enxaguadas duas vezes com solucdo de PBS (Phosphate Buffered

Saline) e expostas a luz Ultra Violeta por 30 minutos, em fluxo laminar para esterilizacao.

4.1.1. ANALISE DA MORFOLOGIA

A morfologia dos nanotubos foi analisada através de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). Foram capturadas imagens a 1.000 x e 5.000 x. A partir das imagens
com magnificagéo de 5.000 x foi realizada a medida interna do diametro dos nanotubos

com o auxilio do software do microscopio Tescan Vega 3.

4.1.2. ANALISE DE ANGULO DE CONTATO

A molhabilidade das superficies foi analisada usando um goniémetro (Rame-Hart
250). Foram capturadas imagens da gota de agua ultra pura sobre cada superficie
imediatamente ap0s a deposicdo da mesma. As imagens foram analisadas para
determinacéo do angulo de contato. Angulos maiores representam baixa energia de

superficie e angulos menores representam uma alta energia de superficie.
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4.1.3. ANALISE DE ADSORCAO DE PROTEINAS

A adsorcdo de albumina e fibrinogénio foram investigadas sobre superficie de
tithnio e superficies nanoestruturadas. As superficies foram incubadas com solucdes de
albumina (padrédo de albumina, kit micro-BCA — Thermo Scientific) e fibrinogénio
(Millipore-Corp) na concentragéo de 100 ug/ml por 2 horas em agitador de placa a 37 °C
e 5% COq. Nesta etapa, algumas superficies foram secas para analise por Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV) e Espectrometria de Fotoelétrons Raio X (XPS). As

proteinas adsorvidas foram dosadas através de Kit micro-BCA (Thermo Scientific).

4.2.CULTIVO CELULAR E PREPARACAO PARA OS ENSAIOS

As células tronco derivadas de tecido adiposo (ADSCs) foram mantidas com meio
MEM-Alpha (GE Life Science-Hyclone), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) + 100 IU/ml de penicilina e 0,1 mg/ml de estreptomicina, em estufa a 37 °C
contendo 5% de CO2, com troca do meio a cada dois dias. Em todos os ensaios
biologicos as células foram desaderidas com solugéo de tripsina/EDTA (0,25%), lavadas
por centrifugacdo a 280 g por 5 minutos, contadas em camara de Neubauer (5x10%/ml) e
transferidas para placas de 48 pocos contendo as superficies de titanio. A resposta
celular foi avaliada quanto a viabilidade, toxicidade, adesao e proliferacédo, em até 7 dias
apos o inicio do plagueamento, com troca de meio a cada dois dias para manutencéo

das células, que permaneceram em estufa a 37 °C contendo 5% de COo..

4.2.1. ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade das células foi avaliada apés 1, 4 e 7 dias em contato com as
superficies utilizando o reagente CellTiter-Blue® Cell viability assay (Promega). Apds
incubacéo com as superficies 0 meio de cultivo foi aspirado e em seguida foi adicionado
300 pl de meio fresco acrescido de 30 pl da solugdo de (10%) CellTiter-Blue®. Seguiu-se
nova incubacao por 4 horas a 37 °C em 5% de CO..
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Apods este periodo, 100 pl da solucéao foi transferida para placa de 96 pocgos e a
densidade Optica da solucao foi quantificada a 570 e 600 nm em espectrofotémetro (FLU
Ostar Omega; BMG Labtech, Durham, NC). O percentual de reducéo de CellTiter-Blue®
foi calculado e descrito seguindo as instru¢des do fabricante (Promega).

4.2.2. ANALISE DE TOXICIDADE CELULAR

A citotoxicidade foi investigada 1 dia apds o inicio do cultivo através do teste de
Lactato Desidrogenase - LDH Kit-QuantiChrom. Os compostos citotoxicos comprometem
frequentemente a integridade da membrana celular induzindo apoptose ou necrose. A
LDH é uma enzima citosélica estavel que € liberada para o ambiente extracelular quando

a membrana é rompida.

Portanto, o LDH pode ser dosado para avaliar a presenca de danos nos tecidos
ou células. As células foram incubadas a 37 °C durante 4 horas em a-MEM e 160 ul de
Reagente por poco. Apéds 4 h, foram transferidos 100 ul de sobrenadante para uma placa
de 96 pocos e a densidade Optica da solucdo foi mensurada a 500 nm utilizando
espectrofotometro (FLU Ostar Omega, BMG Labtech, Durham, NC).

4.2.3. ANALISE DA MORFOLOGIA E DENSIDADE CELULAR

Apos 1, 4 e 7 dias de cultivo as células foram fixadas com solucdo de
paraformaldeido a 3,7% e permeabilizadas com solucdo de Triton x-100 a 1% em PBS.
Em seguida foram marcadas com rodamina-faloidina 70 nM por 25 minutos e em seguida
foram acrescentados 300 nM de DAPI (nucleo) por mais 5 minutos. As células foram
enxaguadas e mantidas em PBS até o momento da andlise em microscopio de

fluorescéncia (Zeiss Axioplan 2).

O numero de células aderidas nas superficies foi determinado através de imagens

10x em que os nucleos marcados com DAPI foram contados. Estas analises foram
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realizadas utilizando o recurso Andlise de Particulas do software ImageJ. A area das
células foi medida a partir de imagens 10x marcadas com rodamina-faloidina, a analise
foi conduzida utilizando o recurso pixels de Mascara do software ImageJ. O fator de
alongamento celular foi investigado a partir de imagens 50x em que foram avaliados a
relacédo de largura / comprimento. Para realizar estas analises foi utilizado o recurso "Set

Scale" do software ImageJ.

4.2.4. ANALISE DA INTERACAO CELULA/BIOMATERIAL

Apés 1, 4 e 7 dias de cultivo as células foram fixadas por solucao de glutaraldeido
3% (Ted Pella), Cacodilato de Sédio 0,1 M (Alfa Aesar) e Sacarose 0,1 M (Fisher
Scientific) por 45 mins, seguindo-se tratamento de desidratacdo com solu¢des de etanol
em concentracfes crescentes por 10 minutos cada. Apos tratamento com etanol as
células foram incubadas por 10 minutos com hexametildisilazane (HMDS, Sigma). Apés
dessecacdao, as superficies contendo as células foram metalizadas com camada de ouro

(10 nm) e analisadas em microscopio eletrénico de varredura.

4.3.ESTUDO DA DIFERENCIACAO CELULAR E DEPOSICAO DE MATRIZ
OSSEA

4.3.1. ATIVIDADE DE FOSFATASE ALCALINA

A concentracdo de fosfatase alcalina, enzima caracteristica do tecido ésseo, foi
mensurada utilizando-se kit comercial, seguindo-se as instru¢des do fabricante (ALP -
Quantichrom Bioassay System). Apdés diferentes periodos de interacdo das células com
as superficies, as amostras foram lavadas com PBS e as células foram lisadas com Triton
(0,2%) 100X por 20 minutos a TA. Apds a lise das células 50ul desta suspengéao foi
transferida para placa de 96 pocos onde foram acrescentados 150 ul de solugao de
trabalho (Kit). A andlise da reacgéo foi feita no tempo 0 e apds 4 minutos a 405 nm. Para

analise quantitativa foi realizado céalculo indicado pelo fabricante.
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4.3.2. PRODUCAO DE PROTEINAS RELACIONADAS A DIFERENCIACAO
CELULAR

A expressdo de proteinas caracteristicas de ostedcitos (células Osseas
diferenciadas) foi avaliada por imunofluorescéncia utilizando-se anticorpos anti-
osteopontina e anti-osteocalcina (Santa Cruz). As células foram fixadas com formaldeido
3,7% e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente (TA). Seguido de incubacao
com Triton 1% (100X em PBS) por 3 minutos.

Na sequéncia as células foram lavadas vezes com PBS, incubadas com BSA 10%
por 30 minutos e lavadas com PBS. Foram entdo incubadas com os anticorpos primarios
Osteocalcina (1:100) e Osteopontina (1:100) por 60 minutos a TA, lavadas 3 vezes com
PBS e incubadas com anticorpo secundario FITC (1:200 em PBS com 1% de BSA) por
45 minutos. Lavadas com PBS, transferidas para novos pocos e marcadas com
Rodamina-Faloidina na concentragdo de 1:200 por 25 minutos. Posteriormente, foi
acrescentado o marcador DAPI (105ul/ml) por mais 5 minutos. Para na sequencia serem

armazenadas em PBS na auséncia de luz até andlise em microscopio de fluorescéncia.

4.3.3. DEPOSICAO DE CALCIO

A deposicdo de calcio foi avaliada através de método colorimétrico utilizando-se
Kit comercial - CALCIUM REAGENT SET (TECO DIAGNOSTICS). Apés os tempos de
2, 3 e 4 semanas de cultivo em meio osteogénico, as amostras foram lavadas com PBS
e secas a temperatura ambiente. Para dissolu¢éo do calcio presente, as amostras foram
incubadas com 500 ul de acido cloridrico 6M por duas horas. Apds este periodo, 20 ul
desta solucao foi transferida para placa de 48 pocos onde foi acrescentado 1 ml da
solucdo de trabalho do Kit. Foram transferidos 100 ul desta solugao para placa de 96

pocos para leitura em espectrofotdmetro ao comprimento de onda de 570 nm.
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4.4. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados quantitativos foram apresentados usando média e desvio
padréo. A significancia estatistica foi considerada a (*) p < 0.05, (**) p < 0,01 e (***) p<
0,001 para analises por one-way ANOVA e teste de Tukey HSD para mdultiplas
comparacoes, utilizando-se o programa SPSS versédol13.0 para Windows.

39



5. RESULTADOS

A seguir serdo apresentados os resultados de caracterizacdo dos nanotubos de
TiO2 produzidos por anodizagédo eletroquimica e tratados termicamente a 300, 530 e
630 °C por 5 horas. Na sequéncia, sdo apresentados os resultados da analise de
toxicidade, viabilidade e proliferacdo de fibroblastos. Fibroblastos s&o células
importantes na formacdo de matriz extracelular através da producédo de proteinas,
principalmente colageno tipo I. A interacdo do biomaterial com proteinas da matriz
extracelular é fundamental para a estabilizacdo do implante. Portanto, o comportamento
de fibroblastos de cultura priméria destaca-se na investigacdo da interacdo célula-

biomaterial.

Por fim, sdo apresentados os resultados da analise da interacdo dos substratos
com células tronco derivadas de tecido adiposo, quanto a toxicidade, viabilidade,
proliferacdo e diferenciacdo osteogénica. Células-tronco derivadas de tecido adiposo
podem ser facilmente isoladas de lipoaspirado. Este modelo celular traz inGmeras
vantagens no estudo em questéo, pois seu potencial osteogénico permite a investigacao

de todos os estagios que envolvem a osseointegracao.

5.1.CARACTERIZACAO DOS NANOTUBOS DE Ti02 PRODUZIDOS POR
ANODIZACAO ELETROQUIMICA E RECOZIDOS A DIFERENTES
TEMPERATURAS

Neste estudo, a morfologia da superficie dos nanotubos de titanio tratadas a
diferentes temperaturas foi inicialmente caracterizada por MEV. Os resultados indicaram
didametro similar para os nanotubos obtidos ap6s tratamento térmico a 300, 530 e 630 °C

(300 nm= 0,3) e todas as superficies com estrutura similar (Figura 12).
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Figura 12: Caracterizagdo morfoldgica dos nanotubos de Ti. (A) Imagens representativas MEV (1.000x e
5.000x) de nanotubos de titanio tratados em diferentes temperaturas. (B) Andlise quantitativa da medida
dos diametros dos nanotubos.

A cristalinidade dos substratos foi avaliada por Difracdo de Raios-X (DRX). A
Figura 13 mostra os picos que representam a presenca das fases anatase (A) e rutilo
(R), além da presenca de titanio (T) em todas as amotras. O resultado da analise por
DRX indica o aparecimento da fase anatase nos nanotubos tratados a 300 e 530 °C,
como evidenciado por pico indicado pela seta amarela. O aparecimento da fase rutilo foi
comprovado por pico indicado pela seta vermelha em nanotubos tratados a 530 e 630 °C.
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Figura 13: Difratograma de RX de nanotubos de titdnio tratados em diferentes temperaturas mostrando
diferentes picos que indicam a presenca de titanio, fase anatase e fase rutilo.

Estudos anteriores mostraram que a caracteristica hidrofobica/hidrofilica da
superficie do substrato influencia diretamente na adsorcdo de proteinas, adesdo e
ativacdo plaquetaria, coagulacdo sanguinea e adesdo celular e bacteriana
(Aldabergenova et al. 2008; Mazare et al. 2012). No presente trabalho, a medida do
angulo de contato foi usada para investigar a molhabilidade dos substratos. A Figura 14A
representa a deposicdo da gota de agua sobre o controle Ti e sobre as superficies
nanoestruturadas, bem como o angulo gerado a partir da deposi¢éo da gota. A analise
guantitativa do angulo de contato, realizada a partir da observacéo de varias imagens,
esta representada na Figura 14B. Os resultados indicam que substratos tratados a 300
e 530 °C tiveram um baixo angulo de contato, indicando que essas superficies tem uma

alta energia de superficie. Os substratos tratados a 630 °C mostraram um angulo de
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contato maior comparados com os substratos tratados a 300 e 530 °C, similar ao controle
Ti (p<0.001). Desta maneira, os resultados encontrados sugerem que 0 recozimento a
630 °C resultou em substratos menos hidrofilicos, comparado ao recozimento a 300 e
530 °C.

(A)
Eﬂ- ki
Lo T I OSSO | 1 Ti
o
— e [ NT 300 °C
£ 60 ___ 0 e |l wTsa0°cC
e
5 Bl T 630°C
o 40
@
o ik *kE
o
E 2“‘ — 1
[=1}
| o
e
u T T
(B)
? B8=56"24E! NT 300 B=186"+40 | NT 530 B=204"+1,7 | NT 630 a=5166"+17

A | e— L

Figura 14: Medida do &ngulo de contato da gota de 4gua em matrizes de nanotubos de titanio recozidas
a diferentes temperaturas. (A) Os dados apresentados sdo média + DP (n = 6). Analise por one-way
ANOVA e teste de Tukey HDS para comparagdes mdltiplas. (***) para p <0,001. Quando nédo indicado
pelas linhas tracejadas, a analise estatistica se refere a diferenca significativa em relacao ao controle Ti.
(B) Imagens representativas da gota d'dgua em superficies nanoestruturadas tratadas em diferentes

temperaturas.

A adsorcéo de proteinas € o primeiro evento que ocorre assim que um implante é
inserido no corpo. Dependendo das caracteristicas, as proteinas podem adsorver em
diferentes densidades, conformacdes e orientagdes. Albumina (ALB) € a proteina mais
abundante no sistema circulatorio. Agindo como uma proteina transportadora
multifuncional, esta presente em uma concentragdo de aproximadamente 50 mg/ml no
plasma (P. Roach, Farrar, Perry 2005). O fibrinogénio (FIB) € uma glicoproteina estrutural
chave no processo de coagulacéo que se estrutura formando um coagulo de fibrina e &
encontrado no sistema circulatério a uma concentracdo de 2,6 mg/ml (P. Roach, Farrar,
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Perry 2005). Para investigar a adsor¢cao de ALB e FIB nos diferentes substratos, a
adsorcao de proteinas foi quantificada usando o kit comercial micro-BCA assay. A Figura
15A, representa a adsorcdo de ALB e FIB no controle Ti e nas superficies
nanoestruturadas tratadas a diferentes temperaturas, através de MEV. As proteinas
podem ser visualizadas recobrindo parte dos substratos. Em analise quantitativa (Figura
15B), foi possivel verificar que o FIB teve uma adsorcao significativamente maior nos
nanotubos de titdnio quando comparado ao controle Ti. Por outro lado, a quantidade de
ALB adsorvida no controle titanio n&o teve diferenca significativa quando comparado aos

nanotubos de titanio.
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Figura 15: (A) Imagens representativas de MEV (20,000x) da adsor¢édo de ALB e FIB nos nanotubos de
titinio recozidos a diferentes temperaturas apos 2 h de exposicao. (B) Adsorcédo quantitativa de ALB e
FIB em nanotubos de titanio recozidos a diferentes temperaturas apds 2 h de exposi¢do quantificado por
micro-BCA assay. Os dados estéo representados como media e desvio padrédo (n=5). Analise por one-way
ANOVA e teste de Tukey HDS para comparagdes multiplas. (***) para p <0,001.
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As proteinas adsorvidas também foram analisadas por XPS para o Cls (Figura
16A). O espectro de alta resolucdo do Cls mostra picos de C-C, C-N e N-C=0 para
proteinas adsorvidas. Para caracterizar a presenca de proteinas é importante avaliar a
presenca do pico amida (N-C=0), grupamento quimico caracteristico da ligacdo entre os
aminoacidos da cadeia polipeptidica. A analise quantitativa do percentual de area dos
sub-picos estdo representados na Figura 16B. Os resultados dos picos relativos a
presenca de amida indicaram uma menor quantidade de ALB adsorvida quando

comparado com FIB em todos 0s nanotubos de titanio.
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Figura 16: (A) Representacdo de varredura em alta resolucdo de C1s para a adsor¢do de ALB e FIB em
nanotubos de titanio recozidos a diferentes temperaturas apés 2 h de exposi¢do mostrando picos de C-C,
C-N e N-C=0. (B) Percentual de C-C, C-N e N-C=0 varredura em alta resolucao de C1s para adsor¢cdo de
ALB e FIB em nanotubos de titanio recozidos a diferentes temperaturas apds 2 horas de exposicao.

Os resultados de adsorgéao de FIB (Figura 16B) mostram que o controle Ti teve
menor contribuicdo de N-C=0 comparado aos nanotubos tratados térmicamente a 300,
530 e 630 °C, indicando que os nanotubos de titdnio apresentam melhores condicbes

para adsorc¢ao de FIB.
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Por meio da analise dos resultados foi possivel verificar que a anodizacao
eletroquimica, utilizada para producédo dos nanotubos de TiOz2, possibilitou a formacéo
de nanotubos homogéneos, com diametros de £+300 nm, como verificado por MEV. O
tratamento térmico a 300, 530 e 630 °C possibilitou a formacdo de diferentes fases
cristalinas (Anatase e Rutilo), como observado através da analise por DRX. A analise de
molhabilidade confirmou a hidrofilicidade dos substratos, investigada através do angulo
de contato. Além disso, 0s substratos nanoestruturados favoreceram a adsorcao de

fibrinogénio, como confirmado por anélise de XPS.

5.2. TESTES BIOLOGICOS COM FIBROBLASTOS

Para investigar a toxicidade dos nanotubos de TiO2z, a dosagem de LDH foi
realizada apds 24 h do inicio da cultura. LDH é uma enzima citoplasmatica que esta
presente na maioria das células e esta aumentada no espaco extracelular quando ha
algum dano na membrana plasmatica (F. K.-M. Chan, Moriwaki, Rosa 2013). A Figura
17 mostra que as ceélulas cultivadas em controle de titdnio e substratos contendo
nanotubos de TiO2 mantiveram o mesmo perfil de resposta para a reacdo. NOssos
resultados mostram que as superficies contendo nanotubos e modificacdo na fase

cristalina ndo foram toxicas para os fibroblastos.
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Figura 17: Toxicidade celular pelo teste de LDH. Investigacdo da citotoxicidade de nanotubos de TiO2
recozidos a diferentes temperaturas. Os resultados sédo apresentados como média + DP (n = 5). Analise
por one-way ANOVA e teste de Tukey indicaram que néo ha diferenca entre os grupos.
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A viabilidade celular foi caracterizada usando CellTiter-Blue® assay, em que
células viaveis sédo capazes de reduzir o sal Rezasurin para Resofurin, e a quantificacao
desta reducéo é realizada por espectrofotometria (Figura 18). Os resultados mostram
gue houve um aumento significativo (p <0,001) na reducé&o de sal do dia 1 ao dia 7 pelas
células para todos os substratos, indicando que o0s substratos estimularam o
metabolismo celular ao longo do tratamento. Além disso, no dia 7 houve diminuicao
significativa (p <0,01) da reducé&o do sal no tratamento a 300 °C, quando comparado ao

controle.
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Figura 18: Viabilidade Celular por CellTiter-Blue®. Dados mostram a densidade Optica de reducédo do
reagente Alamar Blue por cultura por 1, 4 e 7 dias em TiO2 plano e nanotubos de TiO2 recozidos a
diferentes temperaturas. Os resultados séo apresentados como média £+ DP em quintuplicata (n = 5).
Andlise por one-way ANOVA e teste de Tukey HDS para compara¢8es mdltiplas. (**) para p <0,01 e (***)
para p <0,001. Quando nao indicado pelas linhas tracejadas, a andlise estatistica se refere & comparagao
com o controle Ti para cada dia de ensaio.

Imagens de microscopia de fluorescéncia foram capturadas apos 1, 4 e 7 dias de
cultura na magnificagdo de 10x (Figura 19). Os nucleos foram corados com DAPI e séo
visualizados em azul, os filamentos de actina foram corados com Rodamina/Faloidina e

séo visualizados em vermelho. A partir da analise das imagens de fluorescéncia, com o
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auxilio do software ImageJ, foi possivel realizar a contagem dos nucleos, representados

na Figura 20A e quantificar os filamentos de actina indicados na Figura 20B.
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Figura 19: Imagens de microscopia de fluorescéncia. Imagens de fluorescéncia representativa (10x) de
fibroblastos corados com DAPI e rodamina-faloidina apés 1, 4 e 7 dias de cultivo em TiO2 plano e
nanotubos de TiO2 recozidos a diferentes temperaturas.
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Figura 20: Analise do nimero de células, cobertura do citoesqueleto e forma das células apés 1, 4 e 7
dias de cultura em TiO2 plana e nanotubos de TiOz, recozidos a diferentes temperaturas. (A) Contagem
das células usando a marcacéao dos nicleos com DAPI (Ensaio realizado em triplicata com a contagem de
3 campos por amostra, n = 9). (B) Cobertura celular pela quantificagdo do citoesqueleto (filamentos de
actina) determinada pela analise da marcacdo com rodamina-faloidina (triplicata com a contagem de 3
campos por amostra, n = 9). (C) Shape factor. O alongamento celular foi caracterizado pela relacdo largura
/ comprimento das imagens fluorescentes, os resultados = 1 representam as células esféricas e os
resultados <1 representam as células alongadas (n = 5). Os resultados sdo apresentados como média +
DP e a andlise estatistica foi realizada por ANOVA e as compara¢des multiplas foram realizadas pelo teste
de Tukey HDS (A e B) e pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para andlise de amostras
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independentes (C), diferencas significativas entre grupos para (*) p <0,05, (**) p <0,01. Quando nédo
indicado, a andlise estatistica se refere a comparacao com o controle Ti.

Houve aumento expressivo no niumero de células em todos os substratos do dia
1 para o dia 7 (Figura 20A), com destaque no dia 7 para a diminuicdo no numero de
células em substratos tratados a 300°C, quando comparado ao controle de titanio. Houve
ainda aumento significativo na cobertura celular no decorrer dos dias (Figura 20B) e
alongamento significativo das células nos substratos tratados a 630 °C do dia 1 ao dia 7
(Figura 20C). Os resultados indicam que a estrutura cristalina modificada em nanotubos
tratados a 630 °C pode estimular o elongamento dos fibroblastos. A interacdo entre
superficie nanoestruturada e células foi investigada por MEV ap6s 1, 4 e 7 dias de cultura
(Figura 21) que permite notar o alongamento dos filopddios e grande interac@o celular
com o substrato.

Os fibroblastos desempenham um papel importante na producéo de proteinas que
compdem a MEC. A adesédo e proliferacdo sao fatores importantes antes da
diferenciacdo celular e, consequentemente, sintese da MEC. Além disso, a interacao
célula-material e célula-célula sdo condi¢cdes para o desenvolvimento e remodelamento
da MEC (Chou et al. 1995; Den Braber et al. 1998). A analise conjunta dos resultados da
interacdo de fibroblastos com as superficies contendo nanotubos de TiO2 com diferentes
estruturas cristalinas permitiu evidenciar que o0s substratos ndo foram toxicos e
permitiram a adesdo e proliferacdo destas células, principalmente nos substratos
tratados a 530 e 630 °C.
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Figura 21: Imagens representativas de SEM (20.000x) de fibroblastos em matrizes de nanotubos de titania
recozidas a diferentes temperaturas apds 1, 4 e 7 dias de cultura As setas amarelas indicam o
prolongamento citoplasmatico (filopédios).
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5.3. TESTES BIOLOGICOS COM ADSCs

Para investigar a toxicidade dos nanotubos de TiOz2 frente as ADSCs, a dosagem
de LDH foi realizada ap6s 24 h do inicio da cultura. A Figura 22 mostra que quando
comparados ao controle Ti, os nanotubos de TiOz tiveram um aumento similar de LDH,

sugerindo gque os substratos ndo foram toxicos para as células.
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Figura 22: Toxicidade celular quantificada pela presenca de LDH nos nanotubos de titanio recozidos a
diferentes temperaturas apos 24h do inicio da cultura. Os dados estéo representados como média e desvio
padrdo (n=5). Andlise por one-way ANOVA e teste de Tukey indicaram que nado ha diferenca entre os
grupos.

A analise da viabilidade esta representada na Figura 23. Os resultados indicam
gue houve um aumento no percentual de reducdo de CellTiter-Bluee no decorrer dos
dias. Apds 1 dia de cultura, ndo foram observadas diferencas significativas entre o
controle Ti e os nanotubos de titanio. Apés 4 dias de cultura, houve uma diminuicao
significativa no percentual de reducdo de CellTiter-Blue® para os nanotubos de titanio
recozidos a 530 °C comparado com o controle Ti (p < 0.05). ApGs 7 dias de cultura, houve
um aumento significativo no percentual de redugdo de para os nanotubos de titanio
recozidos a 630 °C comparado ao controle Ti (p < 0.001). Além disso, a reducéo do sal,
em nanotubos de titanio recozidos a 630 °C foi significativamente diferente do que os

nanotubos de titanio recozidos a 300 e 530 °C (p <0,001). Estes resultados sugerem que
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superficies tratadas a 630 °C forneceram melhores condi¢cdes para a metabolizacéo do

sal Rezasurin pelas células.
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Figura 23: Viabilidade celular medida através de CellTiter-Blue® Teste de viabilidade cellular em
nanotubos de titdniorecozidos a diferentes temperaturas apés 1, 4 e 7 dias de cultura. Os dados estao
representados como média e desvio padrdo de dois experimentos independentes, cada um realizado em
quintuplicta (n = 10). (*) p < 0.05, (**) p < 0.01, (***) p < 0.001 usando o teste one-way ANOVA e teste de
Tukey HDS para multiplas comparacdes. Quando ndo indicado, a analise estatistica se refere a
comparacdo com o controle Ti.

A adeséao e proliferacdo celular foram avaliadas por meio de microscopia de
fluorescéncia pela marcacéo das células com rodamina/faloidina e DAPI apés 1,4 e 7
dias de cultura em nanotubos de TiO2 tratados a 300, 530 e 630 °C e Ti controle. A Figura
24 indica o nudcleo das células marcados em azul (DAPI) e os filamentos de actina
presentes no citoesqueleto marcados em vermelho (rodamina/faloidina). A anélise da
figura permite concluir que houve um crescimento celular acentuado no decorrer dos 7

dias de cultura para todas as condicdes experimentais.
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Figura 24: Imagem de Microscopia de Fluorescéncia (10x) de ADSCs marcadas com DAPI a
rodamina/faloidina em nanotubos de titanio recozidos a diferentes temperaturas apés 1, 4 e 7 dias de
cultura.

A andlise quantitativa do numero de células (Figura 25A) mostrou um crescimento
exponencial comparando o dia 1 com o dia 7, para todos os tratamentos. A analise do
dia 7 evidenciou um aumento significativo do nimero de células sobre os nanotubos

tratados a 530 e 630 °C quando comparados ao controle titanio (p<0.001).
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Figura 25: (A) Contagem de ADSC em nanotubos de titanio recozidos a diferentes temperaturas apos 1,
4 e 7 dias de cultura. (B) Cobertura de ADSC em nanotubos de titdnio recozidos a diferentes temperaturas
apos 1, 4 e 7 dias de cultura. Para (A e B) Os dados estao apresentados como média e desvio padrao de
dois experimentos independentes (n = 5). (*) p < 0.05, (**) p < 0.01, (***) p < 0,001. (C) Shape fator de
ADSC em nanotubos de titanio recozidos a diferentes temperaturas apos 1, 4 e 7 dias de cultura. Shape
fator = largura da célula/comprimento da célula. Shape fator = 1 representa células esféricas e shape fator
= 0 representa células alongadas. Os dados estdo representados como média e desvio padrdo de trés
experimentos independentes (n = 9). (*) p < 0.05, (**) p < 0.01, (***) p < 0.001. Todas as analises foram
realizadas usando o teste one-way ANOVA e teste de Tukey HDS para miltiplas comparacdes, SPSS 13.0
software. Quando ndo indicado, a analise estatistica se refere a comparacdo com o controle Ti.

A Figura 25B em associagcdo com a Figura 24 mostrou que houve aumento
significativo da cobertura celular apos 7 dias de cultura em nanotubos de titanio recozidos
a 530 e 630 °C comparado com 0s outros substratos (p < 0.05).

Para investigar o shape factor, imagens com magnificagdo de 50x foram
analisadas com o auxilio do software ImageJ para determinar a razdo da largura e
comprimento das células (Figura 25C). Os resultados indicaram que apds 1 dia de
cultura, o aumento da temperatura de recozimento resultou em um shape fator proximo
de 0, indicando que a cristalinidade nao influenciou somente na adeséo e proliferacado
celular, mas também na forma das células. Houve uma diferenca significativa na forma
das células sobre nanotubos recozidos a 630 e o controle Ti (p < 0.001), bem como entre
nanotubos de titanio recozidos a 630 e 300 °C (p < 0.01). Estes resultados indicaram que
além da proliferacdo, as superficies recozidas também promoveram o elongamento
celular das ADSCs.

A morfologia das ADSC sobre o titanio e nanotubos de titanio foi investigada
usando MEV apés 1, 4 e 7 dias de cultura. A Figura 26 mostra a membrana celular bem
como o prolongamento de filopddios (indicados pelas setas) de ADSCs que ancoraram

sobre os nanotubos.
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Figura 26: Imagens de MEV a (50.000x) de ADSCs em nanotubos de titanio recozidos a diferentes
temperaturas apés 1, 4 e 7 dias de cultura. Setas amarelas indicam o prolongamento do citoplasma
(filopddios) sobre os nanotubos.
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Os osteoblastos séo células capazes de produzir proteinas responsaveis pela
formacéao do tecido 0sseo. Entre estas proteinas, a fosfatase alcalina é a primeira a ser
secretada. A fosfatase alcalina (ALP) é uma glicoproteina ligada a membrana. Sua
funcéo é catalisar a hidrolise de monoésteres de fosfato a um nivel basico de pH. Sabe-
se que a fosfatase alcalina especifica de osso (BALP) esta envolvida na calcificacéo e
proporciona um aumento na concentracdo de fosfato na superficie de osteoblastos

durante a mineralizagédo (Sharma, Pal, Prasad 2014).

Kk

101 | ek | 1 Ti
- NT 300 °C
F E= NT530°C
5 8 NT 630 °C
2
g 6_
r T
< !
)
3 4 +
B _
=
< 1l T
21 o
0 T
Semana 1 Semana 2 Semana 3

Figura 27: Concentragdo de ALP produzida por ADSC ap6s 1, 2 e 3 semanas em TiO2 plano e nanotubos
recozidos a diferentes temperaturas. Os resultados séo apresentados como média + DP (n = 5). (**) p
<0,01, (***) p <0,001 utilizando teste one-way ANOVA e Tukey HDS para comparag¢fes multiplas, software
SPSS 13.0. Quando nédo indicado, a andlise estatistica se refere & comparagdo com o controle Ti.

A Figura 27 mostra a andlise da secrecdo de ALP pelas células ao longo de 3
semanas. Na semana 1 foi possivel verificar que houve um ligeiro aumento na producao
de ALP pelas células em contato com as superficies nanoestruturadas, principalmente
no tratamento a 630 °C. Na semana 2, observou-se discreto aumento de ALP pelas
células em contato com substratos tratados a 530 e 630 °C. Comportamento semelhante
foi observado na semana 3. A comparagao entre as semanas revelou um aumento

significativo da semana 1 para a semana 3 nas superficies nanoestruturadas. Os
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resultados indicaram que substratos contendo rutilo, recozidos a 530 e 630 °C

estimularam as células a produzir e secretar ALP.

No tecido 0Osseo, a osteopontina (OPN) estd associada com o inicio da
mineralizacdo, nos focos minerais da juncdo osteoide e as interfaces, como as laminas
limitantes (J. Chen et al. 1994; M. D. McKee, Nanci 1996; Marc D. McKee, Pedraza,
Kaartinen 2011). Além disso, a OPN atua na prevencédo da formacdo de cristais em

tecidos moles e fluidos biolégicos (Hunter 2013).

A presenca de OPN pode ser evidenciada por meio de microscopia de
imunofluorescéncia. Na Figura 28A o nucleo das células estdo marcados em azul (DAPI),
os filamentos de actina estdo marcados em vermelho (Rodamina/Faloidina) e as
proteinas especificas entdo marcadas em verde. A andlise quantitativa da producéo de
OPN pelas células nos substratos ao longo de 3 semanas esta representada na Figura
28B. Na semana 1 nao houve diferenca significativa entre o controle e os substratos. Na
semana 2 a producao de osteopontina teve um ligeiro aumento em substratos tratados
a 530 e 630 °C. Na semana 3, houve um aumento significativo de proteina em todas as
superficies nanoestruturadas, especialmente na superficie tratada a 630 °C. A
comparacao entre a semana 1 e a semana 3 identificou um aumento significativo em

todas as superficies nanoestruturadas (p<0.001), mas nao no controle.
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Figura 28: (A) Imagens de imunofluorescéncia (10x) de ADSCs coradas com DAPI, rodamina / faloidina e
FITC em matrizes de nanotubos de titania recozidas a diferentes temperaturas apés 1, 2 e 3 semanas de
cultura. A coloracdo em verde representa a marcacao de osteopontina por ADSCs. (B) Porcentagem de
osteopontina marcada com FITC normalizada pelo nimero total de células em umaimagem. Os resultados
sdo apresentados como média + DP (n = 5). (**) p <0,01, (***) p <0,001 utilizando teste one-way ANOVA
e Tukey HDS para comparagdes mdltiplas. Quando ndo indicado, a andlise estatistica se refere a
comparacdo com o controle Ti.
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A osteocalcina (OCN) € uma proteina de baixa massa molar produzida por
osteoblastos que ajuda na mineralizacdo e é considerada um marcador tardio de
diferenciacdo. A Figura 29B mostra a analise da producdo de OCN pelas células ao longo
de 3 semanas. Na semana 1 e 2 ndo houve diferenca significativa na produgcéo de OCN
entre 0 controle e os substratos. No entanto, foi possivel identificar um aumento
significativo da proteina nas células nas superficies tratadas a 530 °C. O aumento foi
ainda mais pronunciado nos substratos tratados em 630°C. A comparagdo entre as
semanas mostrou um aumento significativo entre as semanas 1 e 3 nas superficies
tratadas a 530 e 630 °C.
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Figura 29: (A). Imagens de imunofluorescéncia (10x) de ADSCs coradas com DAPI, rodamina / faloidina
e FITC em matrizes de nanotubos de titania recozidas a diferentes temperaturas apés 1, 2 e 3 semanas
de cultura. A colorag@o em verde representa a marcagdo de osteopontina por ADSCs. (B) Porcentagem
de osteocalcina marcada com FITC normalizada pelo nimero total de células em uma imagem. Os
resultados sao apresentados como média + DP (n = 5). (**) p <0,01, (***) p <0,001 usando teste one-way
ANOVA e Tukey HDS para comparacdes multiplas. Quando nédo indicado, a andlise estatistica se refere a
comparacao com o controle Ti.
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A mineralizacdo foi investigada por microscopia eletrbnica (MEV) e pela
mensuracado do teor de calcio no meio de cultura. A Figura 30 mostra a analise
microscopica de células no controle Ti e nos nanotubos de TiO2 tratados a diferentes
temperaturas. A imagem indica a presenca de cristais formados durante as semanas, em

todas as superficies.

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3

NT 300
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Figura 30: Imagens representativas de SEM (50.000x) de ADSCs em matrizes de nanotubos de titanio
tratados a diferentes temperaturas apés 1, 2 e 3 semanas de cultura em meio osteogénico.

63



A Figura 31 indica a quantificacao de calcio ao longo de 3 semanas. A comparacao
entre as semanas 1 e 3 € caracterizada por um aumento significativo de calcio nas
superficies contendo nanotubos. A andlise da semana 3 revelou um aumento
significativamente maior na presenca de célcio na superficie tratada a 630 °C. Em
associacao, estes resultados indicam que superficies tratadas a 630 °C na presenca

da fase anatase / rutilo foram capazes de induzir mineralizacéo.
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Figura 31: Andlise de célcio. A concentracdo de célcio foi medida apés 1, 2 e 3 semanas de cultivo em
meio osteogénico em plano de TiO2 e os nanotubos de TiO2 recozidos a diferentes temperaturas. Os
resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo de um experimento independente, realizado
em quintuplicata, (n = 5). (*) p <0,05, (**) p <0,01, (***) p <0,001 utilizando teste one-way ANOVA e Tukey
HDS para comparag¢8es multiplas. Quando nédo indicado, a andlise estatistica se refere a comparagdo com
o controle Ti.

Diante dos resultados apresentados foi possivel verificar que os substratos ndo foram
toxicos para as ADSCs, bem como permitiram a adesao e proliferacédo das células ao
longo dos 7 dias de cultivo. As analises de diferenciacdo evidenciaram um aumento
significativo da produgdo de ALP nas células em contato com as superficies

nanoestrtuturadas ao longo das 3 semanas. Além disso, a producdo de osteopontina e
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osteocalcina foram acentuadamente maiores na semana 3 do estudo, nas superficies
nanoestruturadas. Por fim, a analise da dosagem de calcio evidenciou que as superficies

contendo nanotubos de TiOz2 tratados a 630 °C induziram a mineralizagéo.
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6. DISCUSSAO

6.1. CARACTERIZACAO DOS NANOTUBOS DE TiOz

Nanotubos de TiO:2 fabricados por anodizacao eletroquimica sdo amorfos, mas
possiveis de serem modificados frente a tratamento térmico adicional, o que possibilita
a transicdo do estado amorfo para diferentes fases cristalinas: anatase, rutilo ou a
mistura de ambos (Indira et al. 2012; Zhang et al. 2018). Uma caracteristica importante
de nanotubos tratados termicamente, com modificagdo na fase cristalina, € o aumento
de resisténcia a corrosdo (Bai et al. 2011), fator determinante para a estabilidade e
durabilidade da superficie de implantes metélicos em especial. Além disso, a alteracao

da fase cristalina também pode afetar a biocompatibilidade do material.

A molhabilidade é uma propriedade importante da superficie de um implante pois
tem efeito sobre a sua bioatividade, mas o mecanismo desse efeito ainda ndo é
totalmente compreendido. Estudos prévios sugerem que o tratamento térmico com
formacédo da fase rutilo, influencia na espessura, e consequentemente no diametro
interno dos nanotubos, alterando a rugosidade da superficie (Zhang et al. 2018), o que
resultaria, segundo os autores, na diminuicdo da sua hidrofilicidade (G. Wang et al.
2016). No presente trabalho, a caracterizacdo das superficies estudadas evidenciou que
o tratamento a 300 °C permitiu a formacgéo da fase anatase, enquanto os tratamentos a
530 e 630 °C tiveram uma mistura de fase anatase e rutilo (Figura 13). Além disso, as
superficies tratadas a 300 e 530°C foram mais hidrofilicas que aquelas tratadas a 630 °C,
mas a variagcado de temperatura nao alterou o diametro dos nanotubos. Desta forma,
diferente do encontrado anteriormente na literatura, a modificagdo na fase cristalina foi

capaz de modificar a molhabilidade, independente do diametro dos nanotubos.

Além da possibilidade de conexdo fisico-quimica direta entre a célula e a
superficie do material, a molhabilidade também exerce um efeito indireto na adeséao
celular através da adsorcdo de proteinas (Cheng et al. 2018). Foi reportado que
superficies contendo nanotubos apresentam elevada energia de superficie, o que
aumenta a adsorcao inicial de proteinas (Aldabergenova et al. 2008; Hamlekhan et al.
2014; Bai et al. 2011; Mazare et al. 2012) que, dependendo das caracteristicas da
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superficie, podem adsorver em diferentes densidades, conformacfes e orientacdes
(Oliveira et al. 2015). No presente trabalho, a analise quantitativa de adsorcao protéica
associada a analise por XPS indicou que ndo houve diferenca na quantidade de ALB
adsorvida no Ti e nas superficies contendo nanotubos, enquanto que a quantidade de
FIB foi ligeiramente maior nas superficies nanoestruturadas. Sabe-se que em contato
com superficie de silica a molécula de ALB (67 kDa) forma cerca de 77 pontos de ligacao
e a molécula de fibrinogénio (340 kDa) forma cerca de 703 pontos de liga¢do. No entanto,
o tamanho da molécula ndo é o unico fator a ser levado em consideracéo, a forma e a
sequéncia de aminoacidos sao caracteristicas importantes para a interacdo com a
superficie (Dee, Puleo, Bizios 2002; Paulina et al. 2014). Com base na forma, estrutura
molecular, e a capacidade do FIB em interagir com superficies hidrofébicas e hidrofilicas,
sugerimos que de maneira semelhante como interagiu com a superficie de silica, o FIB
se ancorou nas superficies contendo nanotubos. No entanto, a modificacdo na fase
cristalina dos nanotubos, bem como a molhabilidade, ndo foram fatores relevantes para

a interagcdo do FIB com as superficies nanoestruturadas.

6.2.ESTUDO BIOLOGICO COM FIBROBLASTOS

A toxicidade das superficies contendo nanotubos de TiO:2 foi investigada pela
presenca de LDH no meio de cultura. A desidrogenase latica (LDH) € uma enzima
citosolica presente em diferentes tipos de células. Danos na membrana plasmatica
liberam LDH no meio de cultura celular, desta forma é possivel medir a morte celular. A
LDH extracelular pode ser quantificada por uma dupla reacao enzimatica na qual a LDH
catalisa a conversdo de lactato em piruvato via reducdo de NAD * em NADH. Na
sequéncia a diaforase usa o NADH para reduzir o sal tetrazolium a formazan. Logo, o
nivel de formacé&o de formazan é diretamente proporcional a quantidade de LDH liberada
no meio, o que é indicativo de citotoxicidade (Korzeniewski, Callewaert 1983). Nossos
resultados mostram que as células cultivadas no controle Ti e nas superficies
nanoestruturadas de TiO2 mantiveram o mesmo perfil de resposta para a reacao,

indicando que as superficies testadas nédo foram toxicas para os fibroblastos. Sabe-se
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gue o titanio € amplamente utilizado como biomaterial, pois é bioinerte e nao toxico
(Williams 2008; W. Q. Yu et al. 2010).

Quanto a viabilidade celular, medida pela capacidade das células em reduzir o sal
resazurin a resofurin através da atividade mitocondrial, houve um aumento significativo
na reducao de sal do dia 1 ao dia 7 pelas células para todos os substratos. Este efeito
indica que houve intensa proliferacéo celular ao longo de 7 dias de cultivo independente
do tratamento. Verifica-se, no entanto, que no dia 7 houve menor atividade nas células
cultivadas em superficies tratadas a 300 °C, quando comparadas ao controle Ti. Esse
resultado foi confirmado pela andlise por microscopia de fluorescéncia em que o total de
células foi determinado pela contagem dos nucleos marcados com DAPI.

Estudo prévio descreveu que, além da mudanca na fase cristalina, o aumento da
temperatura de recozimento também altera a composicéo quimica dos nanotubos (Zhang
et al. 2018). Os revestimentos de nanotubos, compostos principalmente de titanio
elementar e oxigénio, apresentaram diminuicdo na relacdo Ti / O a medida que as
temperaturas do tratamento térmico aumentaram. Os autores observaram ainda que em
temperaturas mais altas, a proporcao de flior elementar diminuiu, antes de finalmente
desaparecer. Regonini e colaboradores sugeriram que o fluoreto presente nos nanotubos
pode se originar da presenca do elemento no eletrélito de anodizacdo (Regonini et al.
2010). Além disso, o elemento F provavelmente reage com Ti para formar TiF4 e vaporiza
para fora dos nanotubos durante o tratamento térmico a temperaturas mais altas, com a
concentracdo de fluor insignificante nas amostras aquecidas a temperaturas acima de
400 °C (B. Yang et al. 2011). Outro estudo que avaliou a adesédo e proliferacdo de
osteoblastos em nanotubos de titanio, tratados a 450 e 600 °C, demonstraram aumento
da atividade celular em substrato tratado a 600°C (Bai et al. 2011). Sugerimos que a
mesma situacéo possa ter ocorrido com nossos substratos, indicando que o tratamento
térmico a 300 °C pode nao ter removido completamente os residuos de fldor, diminuindo

0 metabolismo celular.

O comportamento de fibroblastos também foi analisado quanto a cobertura celular
sobre as superficies. Houve um aumento significativo na cobertura celular ao longo do

periodo de experimentagdo. O tratamento a 630 °C permitiu um rapido espalhamento
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das células desde o dia 4, enquanto que no dia 7, as células em substrato tratado a
530 °C apresentaram maior cobertura celular. A actina € uma subunidade dos
microfilamentos que participam da formacdo do citoesqueleto de células. E um
componente chave de uma infinidade de processos celulares, incluindo a motilidade
celular, sinalizacdo e forma (Li, Duance, Blain 2007). Relatos recentes indicam que a
cobertura celular e o alinhamento de fibroblastos aumentaram 40% em matrizes de
nanotubos de titanio (Smith et al. 2011). A adeséo celular é um fator dependente da
topografia, a arquitetura dos nanotubos confere uma area de contato maior, com

multiplos pontos para ancoragem de moléculas de adesao celular.

Associado a esses resultados, o fator da forma foi investigado pela relagéo largura
/ comprimento celular. Houve um elongamento significativo das células nos substratos
tratados a 630 °C, quando comparada aos demais tratamentos. Estes dados indicam que
a estrutura cristalina modificada em nanotubos tratados a 630 °C pode estimular ainda
mais os pontos de ancoramento dos fibroblastos com as superficies, o que pode ser
evidenciado pela andlise por MEV que mostrou que os nanotubos estimularam o

prolongamento dos filopddios e proporcionaram uma melhor interacdo com o substrato.

Os fibroblastos desempenham um papel importante na producao de proteinas que
compdem a matriz extracelular (MEC). O fendtipo, ligacdo celular, alinhamento e
disseminacdo, sdo fatores importantes antes da diferenciacdo celular e,
consequentemente, sintese da MEC. Além disso, a interacdo célula-material e célula-
célula sdo condi¢des para o desenvolvimento e remodelamento da MEC (Chou et al.
1995; Den Braber et al. 1998). Os resultados relatados neste estudo indicaram que a
modificacao na cristalinidade dos nanotubos pode fornecer um modelo favoravel para a
viabilidade, adeséo, elongamento e proliferacdo de fibroblastos, principalmente em
substratos tratados a 530 e 630 °C. Assim, as superficies contendo nanotubos de TiOz,
na presenca de fase anatase / rutilo, tém grande potencial para serem utilizadas como
dispositivo para implantes transcutaneos e dentais. Esses dados sdo reforcados pelos
estudos que mostram que 0s nanotubos com uma mistura de anatase / rutilo tiveram
efeito maximo sobre a proliferacéo, disseminacao e mineralizagdo dos pré-osteoblastos
(Mazare et al. 2012; Jiaguo Yu, Wang 2010; An et al. 2011).
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6.3.ESTUDO BIOLOGICO COM ADSCs

As andlises da resposta de ADSCs, realizados em curto periodo seguiram 0s
mesmos protocolos realizados para Fibroblastos. Para investigar a toxicidade das
superficies contendo nanotubos de titanio frente as ADSCs, a LDH foi medida apds 1 dia
da cultura inicial. Quando comparadas ao controle Ti, as superficies contendo nanotubos
tiveram liberacdo similar de LDH. A andlise da viabilidade celular, baseada na reducgéo
de resazurin para resofurin pelas ADSCs, revelou um aumento do percentual de reducéao
do sal ao longo dos dias. Apos 7 dias este aumento foi significativo nas superficies
tratadas a 630°C em comparacao com as demais superficies. Corroborando com nossos
achados, Yu et al analisou a viabilidade celular baseada na atividade mitocondrial, e
evidenciou crescimento celular acelerado em superficies contendo as fases cristalinas
anatase/rutilo (tratadas a 550 °C) (W. Q. Yu et al. 2010). Em paralelo, a investigacdo da
proliferacdo e cobertura celular, analisadas por microscopia de fluorescéncia atraves da
contagem dos nucleos marcados com DAPI e quantificacdo dos filamentos de actina
marcados com Rodamina/Faloidina respectivamente, confirmaram, maior nimero de

células e extensédo do citoesqueleto no dia 7 em superficies tratadas a 530 e 630 °C.

A investigagdo do elongamento celular (mensurado a partir do fator de forma),
indicou que apods 1 dia de cultura, o aumento da temperatura resultou em um fator de
forma que se aproximou de 0, indicando que a cristalinidade ndo apenas influencia a
adesdo e proliferacao celular, mas também no elongamento das células. Houve uma
diferenca significativa entre o fator de forma das células nas superficies tratadas a 630 °C
e controle de Ti, bem como entre a tratadas a 630 e 300 °C. Estudos demonstraram que
a presenca de nanoestruturas € capaz de estimular a adesdo e a organizacdo do
citoesqueleto de osteoblastos (Curtis et al. 2004; Price et al. 2004). Associado ao
elongamento das células, a anédlise por MEV revelou a formacédo de filopddios, mais
pronunciados nas superficies contendo nanotubos, quando comparado ao controle Ti
(Figura 26). Os filopddios séo protusfes ricas em actina que tem um papel importante no
contato com a topografia, na migracdo e interacdo célula-célula (Albuschies, Vogel
2013).
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A fosfatase alcalina (ALP) é produzida por osteoblastos, sendo considerada um
marcador primario da mineralizacdo. Sua funcéo € catalisar a hidrolise de monoésteres
de fosfato, aumentando a concentracdo destes ions em vesiculas de matriz, que
posteriormente serdo liberados para o meio extracelular. A nucleacdo destes ions com
fons calcio séo responsaveis pela formacao de hidroxiapatita (HAP) e mineralizacéo do
0sso (Sharma, Pal, Prasad 2014; Florencio-Silva et al. 2015). Observamos que
superficies contendo anatase/rutilo, tratados a 530 e 630 °C estimularam uma secrecao
de ALP discretamente maior do que os substratos tratados a 300 °C nas duas primeiras
semanas. Na terceira semana ocorre uma oscilacdo na secrecdo de ALP. Estes
resultados refletem a atividade natural de osteoblastos, em que a producéo e secrecao
de ALP é requerida no inicio do processo de osseointegracdo, posteriormente essa
atividade declina, dando espaco para a expressao de outros genes responsaveis pela
producédo de proteinas que compde a camada ostedide (Golub, Boesze-Battaglia 2004).
Além disso, foi possivel evidenciar que da semana 1 para a semana 3 houve um aumento
significativo da producgéo de ALP nas superficies contendo nanotubos em comparagéo
com o Ti. Sabe-se que a produc¢éo de ALP é maior em superficies nanoestruturadas, em
comparacao com as superficies de Ti (Jemat et al. 2015; Suwandi et al. 2015; An et al.
2011; Ge et al. 2008; Frandsen, Brammer, Jin 2013).

A deposi¢cdo da camada ostedide, necessaria para a mineralizagdo do tecido
0sseo, depende da secrecdo de proteinas colagenas e nao colagenas, como
osteopontina (OPN) e osteocalcina (OCN) (Boivin and Meunier 2003; Popat et al. 2007).
OPN tem a funcéo de auxiliar na primeira etapa da mineralizacdo, por meio da nucleacgéo
de cristais, e sua expressao esta associada a niveis elevados de ions fosfato (J. Chen et
al. 1994; M. D. McKee, Nanci 1996; Marc D. McKee, Pedraza, Kaartinen 2011; Kohri et
al. 1993; Beck, Zerler, Moran 2000; N. X. Chen et al. 2002). A producao de osteopontina
apresentou discreto aumento nas superficies tratadas 530 e 630 °C na semana 2 do
estudo, na semana 3 houve um aumento significativo em todas as superficies contendo
nanotubos comparadas ao controle Ti. Sabe-se que superficies contendo nanotubos sao
capazes de estimular a expressao de genes envolvidos na formacéo éssea, dentre eles,
o responsavel pela producéo de OPN (Pozio et al. 2012). A osteocalcina (OCN), atua na

segunda etapa da mineralizacéo, caracterizada pelo crescimento dos cristais, através do
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aprisionamento de Ca?* extracelular (Ottani et al. 2002). Houve um aumento expressivo
na semana 3 do estudo, reforcando sua atuacdo como um marcador tardio da
diferenciacao celular (Wolf 2010; Stein, Perren, Mosheiff 2004). Este aumento foi ainda
mais pronunciado nas superficies tratadas a 630 °C. Indicando que a modificacdo na
fase cristalina age diretamente na diferenciacdo celular, estimulando a producao de
OCN.

A quantidade e o tamanho dos cristais de hidroxiapatita formados na
mineralizacao do 0sso, sédo regulados pela deposicédo ordenada tanto das proteinas que
compde a camada ostedide quanto dos ions de célcio e fosfato (Clarke 2008). A analise
por MEV indicou a presenca de cristais em forma octaédrica e cristais amorfos. Estudo
recente demonstrou que superficies contendo nanotubos de TiO: tratados a 530 °C
apresentaram o mesmo padrao cristalino verificado em nosso estudo. Adicionalmente, a
analise por EDS, ap6s 21 dias de cultura de células osteogénicas, evidenciou a presenca
dos minerais célcio e fésforo, sugerindo a presenca de hidroxiapatita (Cowden, Dias-
Netipanyj, Popat 2019).

A analise quantitativa de célcio evidenciou aumento significativo na quantidade de
calcio presente nas superficies contendo nanotubos quando comparado ao controle Ti.
Indicando que os nanotubos de TiO2 favoreceram o processo de mineralizacéo do tecido
0sseo. Além disso, nha semana 3 houve uma concentracao significativamente maior de
calcio nas superficies tratadas a 630 °C. Indicando que a modificacdo na fase cristalina
também interfere na resposta celular, favorecendo a mineralizacéo do tecido. No geral
os estudos apontam divergéncia de qual fase cristalina é mais favoravel para a
mineralizacao do tecido 6sseo, com formacdo de HAP. Alguns estudos apontam que
HAP é mais facilmente formada na fase anatase em comparacado com rutilo, ou a mistura
anatase/rutilo (Uchida et al. 2002; M. D. Roach et al. 2016). J& foi descrito que a mistura
de fases anatase/rutilo foi capaz de agir na ativacao plaquetaria e estimulou a adesao e
proliferacdo de osteoblastos (Zhang et al. 2018; Bai et al. 2011; An et al. 2011). No
entanto, a maneira pela qual a mistura de fases anatase/rulilo influencia no
comportamento celular, ainda ndo foi completamente elucidada. Os resultados relatados

indicaram que a modificacdo da fase cristalina de nanotubos de TiOz2, principalmente as
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modificacdes contendo as fases anatase/rutilo favoreceram a adesao, proliferacdo e
elongamento de ADSCs, adicionalmente, a diferenciacdo osteogénica foi beneficiada
nas estruturas contendo nanotubos, com maior intensidade nas superficies contendo as
fases anatase/rutilo, evidenciando o potencial destas modificagdes no desenvolvimento

de implantes dentarios e ortopédicos.
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7. CONCLUSAO

Neste estudo confirmamos que o0s parametros utilizados para o preparo das
superficies permitiram a variagcdo da estrutura cristalina sem alterar a morfologia dos
nanotubos. Os substratos contendo a fase anatase/rutilo favoreceram significativamente
a adesdao e proliferagéo de fibroblastos e ADSCs. Além disso, a producdo de proteinas
gue atuam na osseointegracao foi mais evidente em nanotubos contendo a mistura de
fases anatase/rutilo. Por fim, foi possivel concluir que o tratamento do substrato a 630°C
permitiu uma mineralizacéo significativamente maior, quando comparado com o titanio
comercialmente puro sem modificacbes e nanotubos tratados a menores temperaturas.
Concluimos ainda, que as modificacdes realizadas nos substratos, estimularam
positivamente o comportamento celular in vitro, permitindo a adesao e proliferacao de
fibroblastos e ADSCs, bem como a diferenciacdo osteogénica, favorecendo a
mineralizacdo. Estes dados impulsionam estudos futuros, com a utilizacdo de modelos
in vivo, para se melhor compreender a acdo da mistura de fases anatase/rutilo em

nanotubos de TiOx.
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Abstract

The surface of an implant is important for successful osseointegration and
long-term stability as it can aid in cell migration and proliferation, cell
differentiation and allow extracellular matrix production. Earlier studies have
shown that nanostructuring the surface of titanium can enhance
mesenchymal stem cell (MSC) migration, proliferation, and differentiation.
Although many studies have evaluated MSC response on nanostructured
surfaces, there are only a few studies that have explored the response of
adipose-derived stem cells (ADSC) on titania nanotube surfaces. Because
ADSC exhibit great potential in regenerative medicine and have already
proven effective in developing new treatments, this study aims to further
understand how ADSC interact with titania nanotube surfaces. The results of
this study indicate that titania nanotube surfaces enhance ADSC proliferation
and differentiation that is also dependent on the size of nanotubes.
Additionally, the favorable response of ADSC on nanotube surfaces suggests a

potential application in orthopedic tissue regeneration.
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Abstract: Implant centered infections remain as one of the main complications associated with the use of biomedical
implants. These infections can be avoided with the development of bactericidal coatings that prevent bacterial
contamination since the very early stage of implantation. However, a multifunctional coating should inhibit bacterial
contamination without generating cytotoxic responses. To achieve this purpose, this work presents a comparative
evaluation of coatings with different concenfrations of Ag. Coatings containing silver, calcium and phosphorous were
obtained by plasma electrolytic oxidation (PEQ) and its bactericidal activity and cytotoxicity were evaluated against
Staphylococcus aureus and adipose denved stem cells (ADSC), respectively. Silver, calcium and phosphorous were
successfully incorporated in the coatings and silver has not affected the coating morphology nor the crystalline structure.
ADSC viability was unaltered by cell growth over the surfaces, despite the observation of thinner cells on coatings with
higher silver content. Afier 24 h of incubation, bactericidal activity was observed in coatings with more than 0.6 % at. Ag
incorporated, while coatings with 0.2 % at. Ag presented an increased bacterial proliferation indicating a hormetic
response. Thus, Ag-CaP-TiO2 coating could be a potential solution for the prevention of implant infections.

1. INTRODUCTION functionality [15,16]. Silver also kills bacteria by
generating reactive oxygen species (ROS) which
impairs enzymes from the respiratory chain and
prevents DNA replication [17]. Silver is used as a
bactericidal agent in air disinfection systems, water
fiters and food package, but the use of silver in
indwelling devices remain controversial as some
cytotoxic reactions can be originated [18-23]. Studies in
vitro showed that silver nanoparticles decrease liver
cells viability by ROS generation, inducing cells to
[7-9]. apoptosis [24,25]. A case study conducted by Trop ef
al. [26], had also showed the increase of silver levels in
blood and a higher production of liver enzymes when
silver based wound dressings were used for burn
healing. Furthermore, the indiscriminate use of silver
can induce argyria, a cutaneous manifestation where
silver precipitates are deposited on the skin, giving it a
brownish-grey appearance [27-29]. As the use of
bactericidal coatings in endosseous implants must not
damage eukaryotic cells around the implant, and silver
has a dose-dependent cytotoxicity, a systematic inves-
tigation of the proper amount of silver in implants is
needed in order not to impair osseointegration [30,31].

Metallic implants are prone to bacterial
contamination during and after surgery, leading to
implant centered infections (ICI) [1-3]. The current ICI
treatment of ICI consists of long antibiotic therapies
and revision surgeries, representing a clinical challenge
and an economic burden for health care systems [4-6].
Despite the efforts to avoid the bacterial contamination,
the ICI still has high rates of occurrence and mortality

The use of bactericidal coatings on metallic implants
represent a long term alternative to avoid bacterial
contamination [10]. Many researchers have suggested
the use of silver based coatings, as this element
presents a broad spectrum bactericidal activity [11-14].
The bactericidal mechanism of silver is not fully
understood yet, but it is well known that silver ions can
interact with thiol groups (S-H) forming Ag-S bonds.
Thiol groups are present in many proteins and its
disruptions lead to loss of proteins shape and
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Abstract

In this study, we investigate the formation of calcium and phosphorus-doped TiO, nanotubes, produced by
potentiostatic anodization of Ti in viscous electrolyte-containing HF and Ca/P ions. Characterization of the produced
oxide layer was conducted using scanning electron microscopy, glancing-angle X-ray diffraction, X-ray photoelectron
spectroscopy, contact angle, and protein adsorption measurements. Adipose-derived stem cells were used to study
material cytotoxicity, cell viability and proliferation, and cell morphology and growth. To evaluate the adipose-derived
stem-cell differentiation, we investigated the expression of osteocalcin and osteopontin by cells as well as calcium
mineralization. Results show that it was possible to produce a superhydrophilic titanium oxide nanotube layer with
incorporation of Ca and P ions. The presence of Ca and P in the oxide layer not only improved the cell adhesion and

prolifération but also stimulated the Iproduction of key marker proteins iridicating differentiation of cells.
Keywords

TiO,, nanotubes, adipose-derived stem cells, protein adsorption, bioactivity, Ca and P

Introduction S . . .
biomimetic calcium phosphate coatings for enhancing

Titanium implants exhibit excellent biocompatibility in
comparison to other metal implants due to the presence
of an amorphous Ti0, layer, which forms spontane-
ously when in contact with the atmosphere.! This
oxide layer can also be artificially grown to improve
its surface properties by a variety of methods, for
example, heating, acid etching, alkali treatment, and
electrolytic oxidation also known as anodizing.*™
Such properties, for instance, crystalline structure,
composition, roughness, thickness, and morphology
of the oxide layer have a significant effect on new
bone formation around the titanium implants and are
critical for its clinical success.” Chemical composition
and topography are known to be the most important
implant surface properties, affecting the protein
adsorption, and, consequently, the biological reactions,
which is why it is extensively studied to optimize oral
and orthopedic implants.®'2

According to Le Guéhennec et al.,® an ideal
titanium  implant  should have modifications
in surface roughness at the nanoscale level for promot-
ing protein adsorption and cell adhesion and

osteoconduction.

The surface topography modification at nanoscale
has a fundamental role in regulating cell behavior
and improving osseointegration.'® Results presented
by Shalabi et al.'® indicate that micron or sub-micron
rough surfaces enhance osteoblast proliferation, adhe-
sion, alkaline phosphatase, and mineralization when
compared with non-modified titanium surfaces. These
rough topographies are believed to provide geometri-
cally favorable surfaces, which provide mechanical
interlocking with cells at the micron dimension.
Popat et al.'® showed that nanotubular titania surfaces
have a 40% increase in the number of cells compared to
flat titania surfaces. Oh et al.'” explored the effects of
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
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Eradication of implant centered infection remains a clinical challenge as the biofilm formation protects the
bacteria. Bactericidal surfaces represent an effective tool in the prevention of biofilm formation, although the
bactericidal agent cannot be cytotoxic to assire a proper implant osseointegration. Boron is a trace element,
beneficial to bone formation and bactericidal against several strains, In this research, a boron containing coating
was obtained on a titanium surface by plasma electrolytic oxidation. Its bioactvity and bactericidal activity were
evaluated and compared to a boron-free coating. Boron presence has not changed the morphology, roughness

and crystalline structire of the coating. Adipose derived stem cells culture revealed the coating biocompatibi lity
and its bactericidal activity was assessed against Stphylococcus aurews and Pseudomonas aeruginosa. This study
revealed for the first time the bactericidal activity of a biocom patible boron doped TiO, coating.

1. Introduction

Endosseous titanium implants are susceptible to bacteral con-
tamination during and after the operative process, leading to an in-
flammatory process in surrounding tissues [1.2]. Most of implant cen-
tered infections are caused by Staphylococcus aurens and Pseudomonas
aeruginosa, a commensal inhabitant of human skin [3.4]. Bacteria at-
tached to the implant surface forms a structured cell community en-
veloped by a self-produced polymeric matrix, called biofilm [5]. The
biofilm provides nutrients, control gene regulation and protects the
bacteria from the extemal environment [6]. Biofilm compromises the
soft tissue healing and bone apposition by inhibiting the attachment
and growth of eukaryotic cells. As the bactera inside the biofilm is
protected from the host defense and oral antibiotic therapies, in most
cases the implant faillures and the removal is the only effective treat-
ment [7,8]. A promising approach to avoid biofilm formation from the
very early stage is the use of bactericidal surfaces [9].

Bactericidal surfaces can prevent bacteria attachment and pro-
liferation based on antibiotic delivery or in the presence of some bac-
tericidal agent (as nitric oxide, bactericidal elements, or nanoparticles)
[10,11]. The prophylactic use of antibiotic could have some dis-
advantages, as the kinetic of elution, with a high release rate within the
first hours, the possible ineffective concentration and the exposure of
health patients to the drug [12-15]. Surfaces doped with bactericidal

elements (as silver, copper, and zinc) are being developed in order to
overcome the antibiotic delivery limitations [16-19]. Those elements
can be immobilized on the implant surface under the ionic or nano-
particulate form by distinct mechanisms. Shuilin et al. showed the
bactericidal activity of coatings made of Ag nanoparticles (NP) and ZnO
NP incorporated into hydroxyapatite powder and deposit it on titanium
implants by laser cladding [20]. NP can also be incorporated into ti-
tanium nanotubes and sealed with coordination polymers, witch release
the bactericidal NP upon a change in the environment acidity caused by
the bacterial infection [21]. Metallic silver can also be incorporated on
TiO:; composite nanofibers by electrospinning technique, granting
bactericidal activity against Escherichia celi. Silver, copper and zinc and
have bactericidal activity, although there is a concerning about their
cytotoxicty on eukaryotic cells, for this reason some researches propose
the concomitant use of those elements with collagen or chitosan to
reduce cytotoxicity [22-25]. As an effective bactericidal surface could
not present cytotoxicity, is valuable the investigation of others bacter-
icidal agents.

Boron is a trace element used for a long time as food preservative
and recently its compounds has been investigated as a pharmaceutical
agent [26,27]. Boron compounds have bactericidal activity and anti-
biofilm properties against gram-positive and gram-negative bactera,
and antifungal activity [28-30]. The bactericidal mechanism of action
is not fully understood yet, but it is believed to have a non-specific
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Bulk and surface properties are very important for materials used in biomedical applications. The development
of new surface treatments, such as antibacterial coatings can directly affect the response of the surface. The
purpose of this study was the development of antibacterial coating on the Ti7.5Mo alloy surface combining TiOz
nanotubes with silver nanoparticles incorporation using polydopamine assisted immobilization technigue.
Surface characterization analysis showed that silver nanoparticles were successfully immobilized. The con-

centration established was bactericidal, i.e., no bacteria grew after incubation. In vivo results showed that silver
incorporation on the surface containing TiO; nanotubes did not cause altered locomotor activity in zebrafish. On
the other hand, it affected the cell adhesion on the surface. Thus, these results confirm the hypothesis that silver
nanoparticles were totally incorporated to polydopamine on the surface containing TiO; nanotubes and acted as
the main mechanism the death of the bacteria by contact.

1. Introduction

The major challenge in the development of materials for biomedical
applications is to obtain a material with excellent bulk and surface
properties. When a biomaterial is inserted into human body it must
exhibit a good interaction with the tissue with favorable response. The
surface properties such as chemical composition, surface energy and
topography are essential for success of implant and favorable host re-
sponse, However, several studies have shown that bacterial infections
on biomaterial is a major problem that may lead to failure of the im-
plant.

Surface roughness is beneficial for osseointegration and bone an-
chorage for orthopedic implants [1-4]; however, it may induce bac-
terial adhesion on the implant surface. Adhered bacteria may form
biofilm that acts as a medium for supplying nutrients to the bacteria
inside the dense biofilm [5,6]. Recent studies related to modifying
surface topography showed it improved the cellular adhesion and some
instances reduce bacterial adhesion [7] compare to techniques using
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antibacteral nanoparticles incorporation on the surface [8-10].
Antimicrobial agents can be incorporated on the surface of a bio-
material using polymeric coatings. Mussel inspired polydopamine
(PDA) was found to produce thin films coating with several functional
uses. Catechol and amino groups are present in PDA and exhibit metal
binding ability. They could combine strongly with various metal ions,
such as silver and copper, by chelation, through dip-coating in silver
nitrate or chloride solutions, respectively (haeshin). The production of
antibacterial coating using a polydopamine film for metal fons im-
mobilization have been studied by Saidin et al. [11]. The functionali-
zation of the stainless steel surface through a multistep process of
dopamine polymerization, Ag metallization and HA biomineralization
was evaluated. The $5316L substrates were first pre-treated and grafted
with polydopamine through a self-polymerization technique. The Ag
nanoparticles were then metallized on the polydopamine film, followed
by the formation of second layer polydopamine film. HA biominer-
alization was performed in 1.5 Simulated Body Fluid (SBF) solution.
The antibacterial activity of the coating was investigated on Escherichia
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Abstract

The goal of this work was to enhance the mechanical strength and fracture
toughness of brittle hydroxyvapatite (HAP) by reinforcing it with manocomposites
such as graphene oxide (GO), carbon nanotubes (CNT} and Titania. The goal was
also to evaluate the cyvtotoxicity and the cellular adhesion/preoliferation of these
composites. The composites were characterized for their crystallinity, functionality,
morphology and mechanical properties. Altering the composition by adding 1 wit%s
GO and CNT significantly altered the wettability, hardness and roughmness. Further,
¥-ray diffraction (XRDY), Fourier transform infrared spectroscopy (FITR) and X-ray
photoelectron spectroscopy (XPS) results confirm the crystal structure, bulk
chemical composition and surface elemental composition respectively of the
composites. The bulk hardness of HAP with CNT was significantly higher than that
of HAP. The wettability of HAP with GO was significantly lower than that of HAP
with GO and Titania. Adipose Derived Stem Cells (ADSCs) were used for this study
to evaluate cyvtotoxicity and viability. HAP with CNT and HAP with CNT and Titania
were found to be least cytotoxic compared to other composites as evaluated by
Lactate Dehydrogenase (LD H) assay and alamarBlue assay. ADSC adhesion and
proliferation was investigated after 1, 4 and 7 days of culture using fluorescence
microscopy. All the composites nurtured ADSC adhesion and proliferation,
however, distinct morphological changes were observed by using Scanning Electron
Microscopy (SEM). Overall, these composites have the potential to be used as bone
oraft substitutes.
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Dear Professor Soares,

Thank you for submitting your manuscript to Materials Science & Engineering C. We have completed the review of your
manuscript. A summary is appended below. While revising the paper please consider the reviewers' comments carefully. We look
forward to receiving your detailed response and your revised manuscript.

To submit your revised manuscript:

» Log into EVISE= at: http://www.evise.com/evise/faces/pages/navigation/NavController.jspx?JRNL ACR=MSEC

* |ocate your manuscript under the header "My Submissions that need Revisions' on your ‘My Author Tasks' view
+ Click on 'Agree to Revise
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» Click on 'Complete Submission’ to approve

What happens next?

After approving your submission you will receive a notification that the submission is complete. To track the status of your paper
throughout the editorial process, log into EVISE= at: hitp.//www.evise.com/evise/faces/pages/navigation/NavController.jspx?
JRNL ACR=MSEC

Enrich your article to present your research with maximum impact. This journal supports the following Content Innovations:

A ser submetido a revista Journal of Materials Science: Materials in Medicine (ISSN:
0957-4530), intitulado: Effect of crystalline phases of titania nanotube arrays on
fibroblast viability, adhesion and proliferation.

A ser submetido a revista Material Science & Engineering C: Materials for Biological
Applications (ISSN: 0928-4931), intitulado: Effect of crystalline phases of titania
nanotube arrays on differentiation of Adipose Derived Stem Cells — ADSCs.
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