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RESUMO

POKER, B. C. Efeito do titAnio com nanotopografia sobre a proliferacéo e diferenciacéo
osteoclastica de células da linhagem macrofagica RAW 264.7. 2021. Trabalho de
Conclusao de Curso (Graduagcdo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto, Ribeirdo Preto, 2021.

Os osteoclastos sdo células responsaveis pela reabsorcdo d&ssea, sendo
fundamentais para os processos de remodelacao do tecido 0sseo e osseointegracao
de implantes de titanio (Ti). A superficie de Ti com nanotopografia (Ti-Nano), obtida
por oxidagdo quimica controlada com H2SOa4 e H20: é capaz de induzir a diferenciacéo
osteoblastica; entretanto, ndo ha informacgbdes na literatura acerca do efeito dessa
superficie em células osteoclasticas. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito da superficie de Ti-Nano comparada a superficie de Ti usinada (Ti-
Controle) na proliferacdo celular e diferenciagdo osteoclastica. Para isso, células da
linhagem RAW 264.7 foram cultivadas em condicdo n&o-indutora de diferenciagao
para a avaliacdo da proliferacdo celular e em condicdo osteoclastogénica para a
avaliacao da diferenciacdo, sobre discos de Ti-Nano e Ti-Controle, por periodos de
até 10 dias. Ao final de 3, 7 e 10 dias foram realizadas as avaliacdes da proliferacéo
celular, por meio do ensaio colorimétrico MTT, e da diferenciacdo osteoclastica, por
meio da marcacdo para fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP). Ainda aos 7
dias, foi analisada a expressao do gene Rank, por PCR em tempo real. Os resultados
mostraram que nao houve diferenca significante na proliferacéo das células crescidas
sobre o Ti-Nano ou Ti-Controle, nos trés periodos avaliados individualmente;
entretanto, na avaliagdo entre periodos, observou-se um aumento na proliferacdo aos
7 dias de cultura. Com relacéo a diferenciagéo celular, uma diminuicdo da marcagéo
para TRAP foi evidenciada nas células crescidas sobre Ti-Nano comparadas as
crescidas sobre Ti-Controle, aos 7 e 10 dias, assim como menor expressao do gene
Rank, aos 7 dias. Em concluséo, nossos resultados mostraram que a superficie de Ti
com nanotopografia inibe a diferenciacdo osteoclastica de células da linhagem RAW
264.7. Este estudo fornece novas evidéncias acerca do papel da nanotopografia em

células 6sseas.

Palavras-chave: Nanotopografia. Osso. Osteoclasto. Titanio. Cultura de células.



ABSTRACT

POKER, B. C. Effect of titanium with nanotopography on the proliferation and
osteoclastic differentiation of cells of the macrophage lineage RAW264.7. 2021. Trabalho
de Concluséao de Curso (Graduacédo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto, Ribeir&o Preto, 2021.

Osteoclasts are cells responsible for bone resorption, being essential for bone
remodeling and osseointegration of titanium (Ti) implants. The Ti surface with
nanotopography (Ti-Nano), obtained by controlled chemical oxidation with H2SO4 and
H202, is able to induce osteoblast differentiation; however, there is no information in
the literature regarding the effect of this surface on osteoclasts. Therefore, the aim of
this study was to evaluate the effect of Ti-Nano compared to machined Ti (Ti-Control)
on cell proliferation and osteoclast differentiation. RAW 264.7 cells were cultured in a
non-differentiation-inducing condition for the analysis of cell proliferation and in an
osteoclastogenic condition for differentiation analysis, on Ti-Nano and Ti-Control, for
up to 10 days. At the end of 3, 7 and 10 days, cell proliferation evaluation were
performed through MTT colorimetric assay, and osteoclast differentiation were
evaluated by tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) staining. The gene
expression of Rank, by real-time PCR was also evaluated at 7 days. The results
showed no significant difference in proliferation of cells grown on Ti-Nano or Ti-Control
in the three evaluated periods; nevertheless, by comparing the periods, an increase in
proliferation was noticed at day 7 of culture. Regarding cell differentiation, a decrease
in TRAP staining was observed in cells grown on Ti-Nano compared to those grown
on Ti-Control, at 7 and 10 days, as well as a lower gene expression of Rank, at day 7.
In conclusion, our results showed that the Ti surface with nanotopography inhibits
osteoclast differentiation of RAW 264.7 cells. This study provides new evidence about

the role of nanotopography in bone cells.

Keywords: Nanotopography. Bone. Osteoclast. Titanium. Cell culture.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a aplicacdo de implantes de titanio (Ti) para reabilitacbes orais
e médicas tem sido amplamente reportada, uma vez que esse material é inserido no
corpo humano e permanece por longos periodos (Albrektsson et al., 1981; Rautray et
al., 2010; Nobles et al., 2021). O titanio apresenta caracteristicas que fundamentam
sua integracado ao tecido 6sseo, como alta biocompatibilidade, resisténcia mecéanica a
corrosdo e baixa toxicidade. Entretanto, nem todas as necessidades clinicas podem
ser solucionadas através da aplicacdo de ligas tradicionais, o que torna o processo de
osseointegracdo desafiador para a comunidade cientifica (Rautray et al., 2010; Raphel
et al., 2016).

Diversos estudos tém demostrado que o tratamento das superficies de Ti leva ao
desenvolvimento de diferentes topografias, favorecendo a migragdo e modulando
mecanismos celulares responsaveis pelo aumento na diferenciacdo osteogénica e
consequentemente na melhoria do processo de osseointegracédo (Martin et al., 1995;
de Oliveira et al., 2007; Mendonca et al., 2010; Rosa et al., 2014; Castro-Raucci et al.,
2016). Vale ressaltar que, para que esse processo ocorra de maneira satisfatoria,
varios eventos sao necessarios, como a hemostasia e formacao do coagulo, do tecido
de granulacdo, do tecido 0sseo e remodelacdo, sendo o Ultimo caracterizado por
ciclos de reabsorcao e aposicdo 0sseas, realizados por osteoclastos e osteoblastos,

respectivamente (Bosshardt et al., 2017).

Nosso grupo de pesquisa investiga a interacdo entre osteoblastos e uma superficie
de Ti com nanotopografia (Ti-Nano) obtida através de condicionamento quimico com
solucdo de H2S04/H202, baseado em desoxidacdo e reoxidagcdo controladas. Até o
momento, 0s resultados mostram que a nanotopografia induz a diferenciacéao
osteoblastica (de Oliveira et al., 2007; Rosa et al., 2014). Além disso, dados da
literatura mostram que diferentes topografias afetam a interagao entre osteoclastos e
superficies de Ti (Bang et al., 2014; Nagasawa et al., 2016). No entanto, o efeito da
nanotopografia, obtida por condicionamento com solucdo de H2SO4/H202, sobre
osteoclastos ainda ndo foi investigado. Nesse contexto, nossa hipdtese é que o
potencial osteogénico do Ti com nanotopografia envolve, além da inducdo da
diferenciacdo osteoblastica, a inibicdo da diferenciagdo osteoclastica. Assim,
considerando o papel dos osteoclastos no processo de remodelacdo Ossea,

fundamental para o processo de osseointegracao, acreditamos que os resultados do
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nosso estudo poderdo contribuir para futuras investigacoes acerca do papel da
interacdo osteoblasto/osteoclasto no processo de osseointegracdo de implantes de
Ti.

2. PROPOSICAO

Investigar o efeito da superficie de Ti-Nano comparada a de Ti usinada na

proliferacdo de células da linhagem RAW 264.7 e na diferenciacdo osteoclastica.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencao das amostras de Ti

Discos de Ti comercialmente puro, grau 2, de 13 mm de diametro e 2 mm de altura
(Realum, Sao Paulo, Séo Paulo, Brasil), usinados, foram lixados com lixas de carbeto
de silicio de gramatura 320 e 600, lavados em ultrassom em etanol 70% (Merck
Millipore, Darmstadt, Hesse, Germany) e agua destilada. Posteriormente, os discos
foram submetidos ao condicionamento em solugao de H2SO4 10N (Merck) e H202 30%
(Merck) por 4 horas a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, para obtencao
da nanotopografia (Nanci et al., 1998). Em seguida, os discos foram lavados em agua
destilada, secos ao ar e autoclavados. Discos usinados (apenas lixados e lavados)
foram utilizados como controle (Ti-Controle).

3.2. Avaliacéo do efeito da superficie de Ti-Nano sobre a proliferacdo de células
dalinhagem RAW 264.7

3.2.1 Cultura de células da linhagem RAW 264.7

Células da linhagem RAW 264.7, obtidas da American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, Virginia, EUA), foram cultivadas em frascos de poliestireno de 75 cm?
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Baden-Wirttemberg, Germany) em meio de cultura
constituido por DMEM (Gibco - Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco - Thermo Fisher Scientific),
100 pg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina (Gibco - Thermo Fisher
Scientific), denominado meio de expansdo. Na subconfluéncia da cultura (4-5 dias),

houve a remoc¢&o do meio de cultura e adicado de solugéo de tripsina 0,25% (Gibco -
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Thermo Fisher Scientific) e EDTA 1 mM (Gibco - Thermo Fisher Scientific) para
obtencdo da suspenséo de células, que foram plaqueadas na densidade de 1x10*
células/poco sobre os discos de Ti-Nano e Ti-Controle, em placas de 24 pocos
(Greiner Bio-One). As células destinadas a andlise da proliferagdo celular foram
mantidas em meio de expansdo, enquanto aquelas destinadas ao estudo da
diferenciacao osteoclastica foram mantidas em meio osteoclastogénico, composto por
meio de expansao suplementado com 50 ng/mL de RANKL (Peprotech, Rocky Hill,
Connecticut, EUA). Os meios de cultura foram trocados a cada 48 horas e durante
todo o tempo de cultura as células foram mantidas a 37°C e atmosfera umidificada

contendo 5% de CO:2 e 95% de ar atmosférico.
3.2.2 Avaliagéo da proliferagcdo celular por meio do ensaio colorimétrico MTT

A proliferacdo celular foi avaliada aos 3, 7 e 10 dias de cultura pelo ensaio
colorimétrico MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]} (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). O MTT é um sal que é reduzido em cristais de
formazan (de cor purpura) por proteinases mitocondriais, ativas apenas em células
viaveis (Mosmann, 1983). Brevemente, 0 meio de cultura foi removido e 0s po¢os
foram lavados com PBS (Gibco - Thermo Fisher Scientific) aquecido a 37°C,
preenchidos com 1 mL de meio de cultura contendo MTT 10% (5 mg/mL) e incubados
a 37°C por 4 horas. Em seguida, os sobrenadantes foram aspirados e os cristais,
solubilizados utilizando 1 mL de solugédo de isopropanol &cido (HCI 0,04 N em
isopropanol, Merck). As placas foram agitadas por 5 minutos e uma aliquota de 150
UL de cada poco foi transferida para uma placa de 96 pocos (Greiner Bio-One). A
absorbancia foi avaliada por meio de espectrofotometro Epoch 2 (BioTek Instruments
Inc., Winooski, Vermont, EUA) utilizando o comprimento de onda 570 nm. Os dados,
obtidos em quintuplicata (n=5), foram expressos por absorbancia.

3.3. Avaliacao do efeito da superficie de Ti-Nano sobre a diferenciacéo de células
dalinhagem RAW 264.7

3.3.1 Avaliacdo da formacdo de osteoclastos por meio da marcacao

histoquimica para fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP)

As células da linhagem RAW 264.7 em suspenséo foram plaqueadas na densidade

de 1x104 células/poco sobre os discos de Ti-Nano (n=5) e Ti-Controle (n=5), em placas
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de 24 poc¢os e mantidas em meio osteoclastogénico, conforme descrito anteriormente
no item 3.2.1. Ao final de 3, 7 e 10 dias, a formacao de osteoclastos foi avaliada por
meio da marcacao histoquimica para TRAP, utilizando o kit de fosfatase acida-
leucdcitos (procedimento 387, Sigma-Aldrich). Brevemente, apds remocao do meio de
cultura, as células aderidas aos discos foram lavadas uma vez com agua deionizada
aguecida a 37°C e fixadas com solucéo de fixacdo composta por solugédo de citrato,
acetona e Formaldeido 37% (Merck) durante 30 segundos, a temperatura ambiente.
Em seguida, os discos foram novamente lavados com agua deionizada aquecida a
37°C e acrescentados 1 mL da solucéo de coloragdo preparada pela adicdo de agua
deionizada, solucédo de acetato, solucdo de naftol, solucdo de tartarato e solucéo de
granada permanente GBC, de acordo com instrucdes fornecidas pelo fabricante. As
células foram incubadas a 37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO: e
95% de ar atmosférico, durante 1 hora. Em seguida, os discos foram lavados 1 vez
com agua deionizada e deixados a temperatura ambiente para secagem. Imagens das
superficies foram adquiridas com o auxilio de um estéreo-microscopio acoplado a uma
camera digital de alta resolucéo Leica DC 300F (Leica Biosystem, Wetzlar, Hesse,
Alemanha) e a coloracdo TRAP foi quantificada (n = 5) através do software LASV 4.0

(Leica Biosystem). Os dados foram apresentados como porcentagem da area corada.

3.3.2 Avaliacao da expresséao génica do receptor ativador do fator nuclear Kappa
B (Rank) por PCR em tempo real

As células da linhagem RAW 264.7 em suspenséo foram plagueadas na densidade
de 1x10% células/poco sobre os discos de Ti-Nano (n=5) e Ti-Controle (n=5), em placas
de 24 pocos e mantidas em meio osteoclastogénico, conforme descrito anteriormente
no item 3.2.1. Ao final de 7 dias, foi avaliada a expressao génica de RANK. Para esta
andlise, os discos de titanio foram transferidos para novas placas de 24 pocos (Greiner
Bio-One) e foi adicionado 1 mL do reagente TRizol (Invitrogen - Thermo Fisher
Scientific), a temperatura ambiente, sob agitacao por pipetagem. A extracdo do RNA
total foi realizada utilizando o kit SV Total RNA Isolation System (Promega
Corporation, Madison, Wisconsin, EUA), de acordo com especificagdes do fabricante.
O RNA total foi quantificado e houve a confeccao da fita de cDNA a partir de 1 pg de
RNA total, por meio de reacdo com a enzima transcriptase reversa, utilizando o kit
High-capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Thermo Fisher

Scientific). Este procedimento foi realizado no termociclador Mastercycle Gradient
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(Eppendorf, Hamburg, Alemanha). Para a reagdo de PCR em tempo real, foi utilizado
sistema SYBR e para isso foram utilizados primers previamente desenhados e
sintetizados para o gene alvo e de referéncia (Life Technologies - Thermo Fisher
Scientific). As reagOes foram realizadas no aparelho StepOne Plus (Life
Technologies), em triplicata (n=3), utilizando 7 pL de Fast SYBR Green Master Mix
(Life Technologies), 0,5 pL de primer Foward, 0,5 pL de primer Reverse e 5 pL de
cDNA (12,5 ng), para um volume final de 13 plL/reacdo. As reacfes de amplificacdo
consistiram em 20 segundos a 95°C e quarenta ciclos de 3 segundos a 95°C
(desnaturacéo) e 30 segundos a 60°C (anelamento e extensao). Os resultados foram
analisados com base no valor de Ct (cicle threshold, ou ciclo limiar), que permitiu a
analise quantitativa da expressdo do gene avaliado. Como controle enddgeno, foi
avaliada a expressao do gene beta (3) actina (ACTB), utilizada para a normalizagao
dos niveis de expresséo do gene avaliado. O método comparativo de 299t foi utilizado

para comparar a expressao génica dos diferentes grupos (Livak & Schmittgen, 2001).

3.4. Analise dos resultados

Os dados de proliferacdo celular e marcagcdo histoquimica para TRAP foram
submetidos ao teste nado-paramétrico Kruskal-Wallis, para dados independentes e
mais de duas amostras e os dados do PCR em tempo real foram submetidos ao teste
Mann-Whitney, seguidos de pos-teste, quando necessario. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.

4. RESULTADOS

4.1 Selecao da concentragao de RANKL com maior potencial osteoclastogénico
Para a determinagcdo da concentragédo ideal de RANKL utilizada nesse trabalho, foi
realizado um estudo piloto utilizando cultura de células da linhagem RAW 264.7 sobre
poliestireno, em placas de 96 pocos, com as seguintes concentracfes de RANKL: 50
ng/mL, 35 ng/mL, 15 ng/mL, 10 ng/mL e cultura na auséncia de RANKL,
caracterizando o grupo controle. A formacgéao de células multinucleadas (osteoclastos)
foi evidenciada por marcacao histoquimica para fosfatase acida resistente ao tartarato

(TRAP), aos 4 dias de cultura sob inducédo do RANKL, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 - Marcacgéo histoquimica para fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), apos
plagueamento na presenca de RANKL utilizado em diferentes concentragdes (50 ng/ml, 35
ng/ml, 15 ng/ml, 10 ng/ml) e grupo controle (auséncia de RANKL).

Controle

15 ng/mL

Fonte: Poker, Beatriz de Camargo (2018).

Através de andlise qualitativa, os resultados evidenciaram a formacao de células
multinucleadas (osteoclastos) em todas as concentracbes de RANKL previamente
estipuladas. Entretanto, observou-se células multinucleadas mais extensas e em
maior quantidade na concentracdo de 50 ng/mL, que foi selecionada para utilizacdo
na analise da diferenciacdo das células da linhagem RAW 264.7 sobre as diferentes

superficies de Ti.

4.2 Avaliacao da proliferacao celular por meio do ensaio colorimétrico MTT

A proliferacdo celular foi avaliada aos 3, 7 e 10 dias de cultura pelo ensaio
colorimétrico MTT. Como descrito no inicio desse trabalho, optou-se pela realizacdo
da cultura das células da linhagem RAW 264.7 na auséncia de RANKL para analise
da proliferacao celular.

Os dados de MTT foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) e os
resultados mostraram que nao houve diferenca significante na proliferacéo das células
crescidas sobre Ti-Nano ou Ti-Controle, nos trés periodos avaliados individualmente
(p>0,05). Entretanto, considerando a avaliagcdo entre periodos, observamos que a
guantidade de células variou com o tempo da seguinte maneira (7 dias > 10 dias > 3

dias, p<0,05). Os dados relativos ao MTT sao apresentados na Figura 2.
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Figura 2 - Proliferacéo de células da linhagem RAW 264.7, aos 3, 7 e 10 dias de cultura sobre
Ti-Nano e Ti-Controle (média + desvio padréo, (n=5) (* indica diferenca estatisticamente
significante)).

Proliferacdo Celular

Ahbsorbancia (570nm)

3 dias 7 dias 10 dias

B Ti Controle @Ti Nano

Fonte: Poker, Beatriz de Camargo (2018).

4.3 Avaliacdo da diferenciacéo celular por meio da marcagéo histoquimica para
fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP)

A andlise da diferenciacdo das células da linhagem RAW 264.7 sobre as diferentes
superficies foi evidenciada pela marcacdo histoquimica para TRAP. ApOs obtencéo
das imagens, foi realizada quantificacdo das células positivas para a marcacéo,
através do calculo do percentual de area corada em relacdo a area total das diferentes
superficies de Ti, utilizando o software LAV.4.0.

Os dados do TRAP foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) e os
resultados mostraram que houve diminuicdo da marcacdo para TRAP nas células
crescidas sobre Ti-Nano comparadas as crescidas sobre Ti-Controle, aos 7 e 10 dias
(p=<0,05). Considerando a avaliacdo entre periodos, observamos que houve maior
diferenciacao celular no grupo Ti-Controle avaliado aos 10 dias quando comparado
aos grupos avaliados aos 7 dias (p<0,05) e aos 3 dias (p<0,05), o que caracteriza uma
maior diferenciacdo das células RAW 264.7 sobre Ti-Controle no maior periodo
avaliado (10 dias > 7 dias > 3 dias). Os dados relativos ao TRAP sao apresentados

na Figura 3.
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Figura 3 - Diferenciac@o de células da linhagem RAW 264.7, aos 3, 7 e 10 dias de cultura
sobre Ti-Nano e Ti-Controle (média + desvio padrdo, (n=5) (* indica diferenca estatisticamente
significante)).

Diferenciagédo Celular

*

*

48 |

36 A1

24
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3 dias 7 dias 10dias
B Ti controle @ Ti Nano

Fonte: Poker, Beatriz de Camargo (2018).

4.4 Avaliacdo da diferenciacdo celular por analise da expressao génica do
receptor ativador do fator nuclear Kappa B (Rank) por PCR em tempo real

Aos 7 dias de cultura, foi avaliado o efeito da superficie de Ti-Nano, sobre a
expressao génica do marcador da diferenciacdo osteoclastica Rank, por PCR em
tempo real, em células da linhagem RAW 264.7 cultivadas com 50 ng/ml de RANKL.
Os dados da expressédo génica foram obtidos em triplicata e submetidos ao teste de
Mann-Whitney (p=0,029). Os resultados mostraram que houve uma diminuigcdo da
expressao relativa do gene Rank, nas células crescidas sobre Ti-Nano comparadas
as crescidas sobre Ti-Controle. Os dados relativos a expressao génica sao
apresentados na figura 4.
Figura 4 - Expressao génica relativa de Rank, aos 7 dias de cultura sobre Ti-Nano e Ti-

Controle (média + desvio padrdo, (n=5)). * indica diferenca estatisticamente significante
(p=0,029)).
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Fonte: Poker, Beatriz de Camargo (2018).
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5. DISCUSSAO

As modificacGes das superficies de implantes, através de diferentes técnicas, como
a aplicacdo de revestimentos ou variacbes em topografia, tém sido amplamente
realizadas visando a melhoria da osseointegracao (Rautray et al., 2010; Lotz et al.,
2018; Bang et al., 2014; Nobles et al., 2021). Altera¢gfes na topografia de superficie
do Ti, através de condicionamento quimico com solucdo de H2SO4/H202 sdo capazes
de favorecer a diferenciacdo osteoblastica e formacao de matriz mineralizada através
da modulacéo de diferentes proteinas e vias de sinalizacédo (de Oliveira et al., 2007;
Rosa et al., 2014; Castro-Raucci et al., 2016; Abuna et al., 2019). Entretanto, até o
presente momento ndo existiam evidéncias do efeito dessa superficie sobre as células
osteoclasticas, 0 que motivou a realizagdo desse estudo.

Os resultados obtidos e aqui apresentados indicam que, comparado ao Ti-Controle,
o Ti-Nano inibiu a diferenciacdo de células da linhagem RAW 264.7 (conforme
marcacgao histoquimica TRAP), sem afetar sua capacidade proliferativa (evidenciada
no ensaio de proliferacéo celular), corroborando em parte com os achados descritos
por Lotz et al. (2018), cujo objetivo foi determinar o efeito de uma superficie de Ti
microrugosa na remodelacdo oOssea. Utilizando meios condicionados obtidos de
células-tronco e osteoblastos humanos crescidos na superficie, foi realizado
tratamento em células osteoclasticas humanas, e os autores observaram que a
superficie causou uma modulacdo na producdo de proteinas pelas células-tronco e
osteoblastos, que foram responsaveis pela diminuicdo da atividade de osteoclastos
existentes e pela diminuicdo da diferenciacdo de novos osteoclastos, como ocorreu
em nosso estudo, com a diminuicdo da diferenciacdo osteoclastica das células RAW
264.7 em contato com o Ti-Nano.

Considerando as analises da expressao génica do receptor Rank e do ensaio de
TRAP, pode-se observar que houve uma diminuicdo significante da diferenciacéo
osteoclastica das células RAW 264.7 crescidas sobre o Ti-Nano quando comparado
ao Ti-Controle, evidenciando o potencial efeito inibidor dessa superficie sobre a
osteoclastogénese. Esses achados corroboram, em parte, com aqueles encontrados
por Bang et al. (2014), que analisaram o efeito de superficies de Ti com trés diferentes
tratamentos na diferenciacdo osteoblastica e osteoclastica. Os autores adquiriram
duas diferentes superficies, SLA (tratamento com jateamento acido) e modSLA

(jateamento acido modificado para obtenc&o de maior hidrofilicidade), que receberam
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cultura de células de mondcitos derivados de células-tronco de camundongos, para
diferenciacdo em osteoclastos. Também houve diferenciacdo dessas células sobre
superficies controles (receberam apenas um suave pré-tratamento). Os resultados de
TRAP mostraram que, comparados a superficie controle, houve uma diminuicdo da
diferenciacdo osteocléstica nas células crescidas nas superficies SLA e modSLA,
como evidenciado em nosso estudo naquelas crescidas sobre a nanotopografia,
assim como diminuicdo da expressao de genes imprescindiveis para a diferenciacao
osteoclastica, Trap e Oscar, sugerindo que as superficies SLA e modSLA podem
suprimir a diferenciagcdo de mondcitos em osteoclastos, o que foi também por nés

observado em relacédo ao Ti Nano.

6. CONCLUSAO

Os resultados desse estudo mostraram que a superficie de Ti-Nano inibe a
diferenciacdo osteoclastica de células da linhagem RAW 264.7. Contudo, novos
estudos devem ser realizados para investigar os mecanismos envolvidos no processo
de diferenciacdo, assim como a dinamica da remodelacdo 0ssea, quando células

osteoclasticas interagem com células osteoblasticas na presenca da nanotopografia.
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