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RESUMO 

 
MOURA, C. E. B. O bombardeamento da superfície de titânio com íons de 
argônio influencia a resposta biológica de pré-osteoblastos. [Argon ions 
bombardment of titanium surface influences preosteoblastic biological behavior]. 
2007. 105 f. Tese (Doutorado em Ciências) - Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2007. 
 

As propriedades da superfície do implante têm papel crítico na indução das respostas 

celulares necessárias para o sucesso do implante. Os objetivos deste trabalho foram 

investigar o efeito do bombardeamento com íons de argônio sobre a superfície de 

titânio comercialmente puro (TiCP) e sua influencia na interação célula-superfície. 

Superfícies bombardeadas e lisas foram avaliadas quanto à topografia, rugosidade e 

molhabilidade. Ensaios de adesão, proliferação, atividade de fosfatase alcalina (ALP) 

e expressão de osteocalcina (OC) foram conduzidos usando células MC3T3-E1 

cultivadas sobre essas duas diferentes superfícies. Os níveis de rugosidade na 

superfície bombardeada e lisa foram 0,11µm and 0,027µm, respectivamente. A 

Microscopia eletrônica de Varredura (MEV) e Microscopia de força atômica (AFM) 

também revelaram rugosidade uniforme nestas amostras. A molhabilidade foi maior 

na superfície bombardeada. O número de células aderidas (30 e 60 min) foi 

significativamente maior sobre a superfície bombardeada. A proliferação celular 

depois de 3 e 7 dias também foi maior na superfície bombardeada.  A atividade de 

ALP e expressão de OC não apresentaram diferença significativa entre as 

superfícies.  Esses dados nos levam a propor que a técnica processamento a plasma 

em atmosfera de argônio com uso de cátodo planar é uma excelente ferramenta para 

obtenção de biomateriais que favoreçam a osseointegração. 

 

Palavras-chaves: Implantes dentários. Regeneração óssea. Proliferação celular. 



ABSTRACT 

 

 

MOURA, C. E. B. Argon ions bombardment of titanium surface influences 
preosteoblastic biological behavior. [O bombardeamento da superfície de titânio 
com íons de argônio influencia a resposta biológica de pré-osteoblastos]. 2007. 105  f. 
Tese (Doutorado em Ciências) - Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2007. 
 
 

Titanium surfaces were modified by argon ions bombardment aiming to evaluate the 

influence of the treatment on cell-surface interaction. The effects of topographic 

(roughness, microstructure) and physiochemical (wettability – contact angle) 

parameters on the morphology, adhesion, proliferation and MC3T3-E1 preosteoblasts 

differentiation were analyzed. No-treated surfaces (smooth) were used as a control. 

The levels of roughness observed in bombarded and smooth titanium surfaces were 

of 0.11µm and 0.027µm respectively. Scanning electron microscopy (SEM) and 

atomic force microscopy (AFM) analysis showed that the roughness distribution was 

uniform. The wettability increased in treated surfaces. The number of attached cells 

(30 and 60min) was significantly higher on the bombarded surface, as well as, cell 

proliferation after 3 and 7 days was also significantly higher on ion-bombarded 

surface. The ALP activity and OC expression did not show not significant differences 

between the surfaces. Based on the results showed one can propose that the 

bombardment of titanium surfaces with argon ions is an excellent procedure for 

obtaining biomaterials and improve the osseointegration.   

 

Key words: Dental Implants. Regeneration Bone. Cell proliferation.  
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

Implantes de dispositivos produzidos a partir de uma grande variedade de 

biomateriais naturais ou sintéticos são uma das ferramentas mais importantes para 

reparar lesões traumáticas, processos infecciosos, neoplasias ou anomalias de 

desenvolvimento (TWEDEN et al., 1995). O sucesso clínico dos implantes depende 

da interação entre as células do organismo implantado e a superfície do biomaterial 

utilizado (ZREIQAT et al., 2005).   

Molhabilidade, textura, composição química e rugosidade da superfície são 

propriedades do biomaterial que influenciam diretamente sua interação com as 

células (DELIGIANNI et al., 2001): desde adesão inicial das células, até deposição e 

o arranjo das proteínas e proteoglicanas da matriz extracelular (SCHWARTZ et al., 

1996; KLINGER et al., 1998). O arranjo tridimensional da matriz extracelular, por 

sua vez, influencia diretamente os processos de adesão, proliferação, e 

diferenciação celular (LINCKS et al., 1998). Portanto, as propriedades da superfície 

do biomaterial são determinantes para a resposta das células na interface célula-

biomaterial, conseqüentemente, afetando o crescimento e a qualidade do tecido 

neoformado (DELIGIANNI et al., 2001). 

Entre os vários biomateriais, o titânio comercialmente puro (TiCP) é o mais 

utilizado como matéria prima de implantes na ortopedia e odontologia, devido a sua 

biocompatibilidade e propriedades mecânicas, como durabilidade e usinabilidade 

(BÄCHLE;KOHAL, 2004; IMWINKELRIED, 2007;). Entretanto, o titânio não é um 

biomaterial ideal e vários grupos têm usado diferentes tratamentos para modificar a 

topografia e a composição química da superfície do titânio com objetivo de produzir 

biomateriais mais osseointegráveis (DEYNEKA et al., 2007).  Com este intuito, a 

rugosidade da superfície tem sido uma das propriedades melhor estudadas, pois ela 

possui um papel fundamental na regulação da adesão, forma e conseqüentemente 

na proliferação celular (ZHU et al., 2004).  

O tipo de superfície dos implantes, rugosa ou lisa, influencia o mecanismo de 

osseointegração. Em função disto, tem-se realizado trabalhos com a finalidade de 

se obter uma superfície ideal, que favoreça o mecanismo de osseointegração, sem 

modificar os tecidos adjacentes ou promover reações de rejeição. No entanto, na 

literatura ainda existem controvérsias quanto à resposta celular frente à rugosidade 
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da superfície. Alguns estudos mostram que superfícies rugosas aumentam o 

crescimento de tecido ósseo ao redor do implante por favorecerem a deposição e 

melhor distribuição de proteínas na superfície do implante (HATANO et al., 1999). 

Outros autores afirmam que superfícies lisas favorecem a proliferação celular 

(STANFORD et al., 1994).  

Outra importante propriedade de uma superfície é molhabilidade, capacidade 

relacionada à adsorção de água pela superfície (LIM et al., 2001). Como o sangue é 

o primeiro tecido que entra em contato com o implante, e este possui uma 

composição hídrica de aproximadamente 90%, esta capacidade de adsorção de 

água pela superfície torna-se fundamental para o sucesso da adesão celular e 

conseqüente osseointegração (KASEMO, 2002). A avaliação da molhabilidade de 

uma superfície pode ser realizada pela determinação do ângulo de contato. Ele é 

definido como o ângulo formado entre a superfície sólida e a tangente à superfície 

do líquido no ponto de contato dos dois. O ângulo de contato pode variar de 0 a 180 

graus. Quanto menor esse ângulo, mais molhável é a superfície (KWOK et al., 

1998). 

As superfícies rugosas são produzidas a partir de processos de subtração 

incluindo o condicionamento ácido de superfície, jateamento, o mecanismo de 

promoção da rugosidade superficial produzido por laser e a aplicação de 

revestimentos de hidroxiapatita (SPIEKERMANN et al., 2000). Entretanto, dentre os 

diferentes métodos existentes, aqueles que utilizam o plasma como fonte energética 

são os que mais avançaram nos últimos anos, devido, principalmente, a sua 

versatilidade (ALVES JR., et al., 2006). O plasma é gerado aplicando-se uma 

voltagem entre dois elétrodos em um sistema hermeticamente fechado com pressão 

suficientemente baixa.   Elétrons e íons são acelerados no campo elétrico, colidindo 

com outras partículas, produzindo íons adicionais e elétrons em uma reação em 

cadeia. Ocorre o bombardeamento dos átomos da superfície produzindo defeitos na 

superfície do disco (SILVA et al., 2006). Essa técnica permite produzir uma textura 

uniforme nas superfícies, devido à facilidade do controle da rugosidade, quer seja 

através do aumento da energia de bombardeamento e/ ou número de íons 

bombardeantes, pode ser considerada adequada para estudos sistemáticos de 

modificação de superfície de biomateriais (ALVES JR., et al., 2006 ). 

Hipotizou-se que a superfície de titânio tratada por plasma com o uso de 

cátodo planar apresente biocompatibilidade adequada para implante. O presente 
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trabalho, portanto, objetivou avaliar a adesão, proliferação e diferenciação de pré-

osteblastos sobre superfícies de discos de titânio modificadas por plasma em 

atmosfera de argônio com o uso de cátodo planar.   
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2  OBJETIVOS  
 
 

 O objetivo geral é avaliar a resposta de pré-osteoblastos e a 

biocompatibilidade da superfície de TiCP bombardeada por íons de argônio, por meio 

de testes de mutagênese e genotoxicidade.  Para tal, os seguintes objetivos 

específicos foram determinados:  

 Caracterizar a molhabilidade, rugosidade e topografia da superfície de 

TiCP bombardeada por íons de argônio. 

 Avaliar o potencial genotóxico e mutagênico da superfície de TiCP 

bombardeada por íons de argônio. 

 Caracterizar a morfologia de pré-osteblastos cultivados sobre as 

superfícies de TiCP bombardeadas. 

 Avaliar a influência das propriedades da superfície sobre a adesão, 

proliferação e diferenciação de pré-osteblastos da linhagem MC3T3-

E1. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Neste capitulo será apresentada uma breve abordagem de aspectos 

importantes sobre o titânio como biomaterial, suas propriedades e os tratamentos de 

superfície aplicados a este material na busca de superfícies implantares 

osteointegráveis.  

 

3.1 BIOMATERIAIS  

 

Biomaterial é definido cientificamente como qualquer substância ou 

combinação de substâncias que não sejam drogas ou fármacos, de origem natural ou 

sintética, que podem ser usadas por qualquer que seja o período de tempo, como 

parte ou como o todo de sistemas que tratam, aumentam ou substituem quaisquer 

tecidos, órgãos ou funções do corpo (TWEDEN et al., 1995).  

Há várias décadas eram utilizados diversos tipos de materiais como ouro, 

marfim, madeira, osso esculpido, dentes humanos e de animais, com a finalidade de 

substituir dentes perdidos ou outras perdas teciduais consideráveis provocadas por 

traumatismos ou processos patológicos (SPIEKERMANN et al., 1995). Com a 

evolução do conhecimento humano e o progresso tecnológico, diversos materiais têm 

sido testados buscando-se preservar a integridade tecidual através da utilização de 

materiais biocompatíveis. 

Atualmente, os biomateriais podem ser metálicos, poliméricos ou cerâmicos, 

dependendo da aplicação, das propriedades mecânicas e processabilidade 

requeridas. Os principais deles utilizados em implantes são, na maioria, materiais 

metálicos como aço inoxidável, ligas de cromo-cobalto (Cr-Co), titânio (considerado 

um material ainda com pouco tempo de experiências em aplicações protéticas) e o 

óxido de titânio, um biomaterial recente (IMWINKELRIED, 2007; WENGEN, 2007).  
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Os biomateriais devem apresentar propriedades essenciais para serem 

utilizados como implantes: biocompatibilidade, biofuncionalidade, bioadesão, 

propriedades mecânicas adequadas, processabilidade e preços compatíveis com a 

realidade sócio-econômica de cada país (BREME, 1988).   

O conceito de biocompatibilidade evoluiu e não mais se supõe que materiais 

biocompatíveis devam ser absolutamente inertes e inócuos, mas que as respostas 

induzidas no organismo hospedeiro sejam controláveis pelo sistema e pelo todo. 

Portanto, biocompatibilidade é uma característica do material que quando usado em 

aplicações especificas, desenvolve respostas teciduais adequadas no hospedeiro 

(HSU et al., 2007).  

Uma propriedade essencial de um biomaterial é a biofuncionalidade, que 

pode ser definida como sendo a capacidade de um dispositivo funcionar com uma 

reposta apropriada do hospedeiro em uma aplicação específica (BRAMA et al., 2007). 

A bioadesão é obtida com o uso de um material bioativo, o qual produz a 

união entre o implante e o osso. O implante precisa ter uma estrutura 

micromorfológica que deve ser obtida pela produção de rugosidades ou porosidades 

no material, não só para assegurar a ligação do osso à superfície do implante, como 

também, ativar a osseointegração. A melhor bioadesão possível ocorre quando se 

tem a osteogênese, na qual ocorre uma união físico-química do material ao osso. 

Esse tipo de união também é denominada de união anquilótica, ou seja, o implante 

não pode ser separado por meios mecânicos do osso sem que haja fratura neste 

(BOSCHI,1996). 

 

3.2 TITÂNIO COMO BIOMATERIAL 

 

Quando em estado sólido, o titânio é um metal com aparência do aço. Em 

forma de pó, possui coloração de cinza a preta. É o nono elemento mais abundante 

na Terra, constituindo cerca de 0,63% da crosta terrestre. Entre os metais, sua 

abundância é inferior apenas a do alumínio, ferro e magnésio (ZHANG; HENRICH, 



 

 

33

1992). As grandes reservas deste metal encontram-se no Canadá, Austrália e 

Estados Unidos da América. Do total extraído, a maior parte é transformada em 

pigmentos de dióxido de titânio para uso na fabricação de tintas e na indústria de 

cosméticos para confecção de filtro solar; apenas 5 a 10% são utilizados na sua 

forma metálica (GUERRA NETO, 2005).    

O elemento titânio pode associa-se a outros metais para formar ligas, entre os 

quais estão: prata, alumínio, arsênico, cobre, ferro, gálio, urânio, vanádio e zinco. A 

adição de quantidades em traços de elementos como carbono, oxigênio, nitrogênio e 

ferro podem melhorar significativamente as propriedades mecânicas do titânio puro. A 

maioria dos produtos de TiCP contém traços de alguns desses elementos 

(ALBREKTOSSONT, 1983) 

As aplicações do titânio e suas ligas na área biomédica incluem desde bombas 

e dispositivos de corações artificiais a aplicações mais estruturais como parafusos e 

pinos em implantes odontológicos e próteses ósseas para braços, pernas e 

articulações (GORRIERI et al., 2006; LANDES et al., 2006; MEROLLI et al., 2006; 

BAGNO et al., 2007; BRAMA et al., 2007; GJURIC; RUKAVINA, 2007).  Diversos 

autores (IMWINKELRIED, 2007) têm demonstrado a superioridade do titânio como 

biomaterial quando comparado a outros metais.  

A biocompatibilidade, resistência ao desgaste e à corrosão e sua dureza, 

tornam o titânio o metal mais utilizado na implantologia. Algumas dessas 

propriedades do Ti pode ser explicadas pela estabilidade química ocasionada por um 

recobrimento de óxido (HULTH, 1980; KASEMO, 1983; MALO et al., 2006; RIDLEY et 

al., 2006; DE OLIVEIRA et al., 2007; DEYNEKA et al., 2007; MUHONEN et al., 2007). 

Quando usinado, o TiCP é exposto de forma repentina a uma atmosfera de ar e 

substâncias lubrificantes e resfriadoras, tornando-o susceptível à dissociação das 

moléculas de oxigênio do ar, o que resulta na formação extremamente rápida de 

óxido em sua superfície (KASEMO, 2002) 

A camada de óxido de titânio (TiO2) que se forma na superfície do titânio é 

semicondutora e previne a troca de elétrons e qualquer reação de redução na 

superfície. Desta forma, os produtos de corrosão nos tecidos não estão em forma de 

íon e sim como óxidos estáveis (MUHONEN et al., 2007). Em meios fisiológicos, a 

camada de óxido é altamente protetora prevenindo o contato entre o meio e o metal 
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base. Isso significa que não existe o contato direto entre o metal e seus tecidos 

hospedeiros, mas certamente entre o tecido e a superfície de óxido formada 

(KASEMO, 1983).  O processo químico, chamado de corrosão, que representa um 

problema para alguns materiais de implantes, parece ser mais lento com o titânio, 

provavelmente devido à alta estabilidade de seus óxidos (HULTH, 1980; KASEMO, 

1983; DE OLIVEIRA et al., 2007; DEYNEKA et al., 2007).  

Até o momento, não foi identificada com exatidão, a primeira camada de 

biomoléculas que se depositam na superfície do implante após sua imediata 

implantação. A hidratação do óxido provavelmente é um importante processo no 

estabelecimento de um ambiente químico apropriado para adsorção destas 

biomoléculas (HEALY; DUCHEYNE, 1992). Por meio de ligações do tipo Van der 

Walls, forças covalentes, iônicas e ligações de hidrogênio. Estas moléculas podem se 

ligar à superfície do biomaterial (PARSEGIAN, 1983). É clara a influência da 

superfície do implante no sucesso ou falha da implantação. É importante que o 

implante não tenha um efeito sobre a desnaturação das proteínas na superfície. Isso 

ocorrerá dependendo do tipo e da resistência da união entre a proteína e a superfície. 

Uniões muito fortes alteram a conformação protéica e ocasionam desnaturação e se, 

pelo contrário, forem levemente afetadas, as proteínas permanecerão na sua 

conformação original (KASEMO, 2002).   

Como mencionado, as moléculas protéicas unem-se à superfície de óxido, e a 

natureza da interação entre a superfície mais externa de átomos do implante e as 

proteínas (e/ou outras biomoléculas) é crucial para resposta do sistema biológico ao 

implante. Tanto a microarquitetura (microgeometria e rugosidade) da superfície 

quanto sua composição química são importantes pelas seguintes razões 

(IMWINKELRIED, 2007; WENGEN, 2007):  

1- Superfícies lisa, curva ou rugosa causam diferentes áreas de contato com 

biomoléculas e células. As diferentes áreas de contato produzem diferentes 

tipos de ligações de unidades biológicas que podem influenciar sua 

conformação e função.  

2-  Variações na composição química das superfícies produzem tipos 

diferentes de união às biomoléculas.  
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Um fator essencial, nesse contexto, é como a superfície do material interage 

com a água. Quando se liga fortemente à água, denomina-se superfície hidrofílica. 

Neste caso, as proteínas reconhecem a superfície como similar à água. As proteínas 

provavelmente interagirão com o material indiretamente, através da intermediação da 

camada de água e permanecerão no seu estado conformacional normal. Se, ao 

contrário, a superfície repelir ou tiver uma ligação frágil com a água, ou seja, for uma 

superfície hidrofóbica, as proteínas estarão mais próximas a formar ligações 

diretamente com átomos da superfície, os quais poderão causar mudanças 

conformacionais ou desnaturação (KASEMO, 2002).  

No período inicial, após implantação, existe essencialmente água, íons 

dissolvidos e biomoléculas livres na região mais próxima da superfície. A composição 

do biolíquido se modifica continuamente, conforme o processo inflamatório de 

cicatrização progride, o que provavelmente causa mudanças na composição da 

camada de biomoléculas adsorvidas na superfície do implante durante as primeiras 

semanas.  Eventualmente, células se aproximam da superfície e dependendo da 

natureza das camadas adsorvidas, respondem de forma específica, podendo ainda 

modificá-la. Com o tempo, os tipos de células mais próximas às superfícies e suas 

atividades podem mudar, dependendo do tipo de interação inicial. Assim, o resultado 

final pode ser a formação de uma cápsula fibrosa ou a ossoeintegração (KASEMO, 

2002).       

 

3.3 MECANISMO DE OSSEOINTEGRAÇÃO E O TITÂNIO  

 

O primeiro tecido a entrar em contato com o implante é o sangue, cujo volume 

vai variar em função da geometria do implante e do sítio cirúrgico. O coágulo sofre 

uma série de eventos biológicos que terminarão na formação de tecido ósseo ao 

redor do implante (MASUDA et al., 1997).  

A todo o momento, o material está condicionado pelos componentes do fluido 

onde está inserido, seja soro, saliva, ou meio de cultura de células. A superfície do 

biomaterial está coberta com uma mistura de lipídios, carboidratos, íons e proteínas 
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específicas para a composição química, topografia e a densidade de carga do 

substrato. As características da superfície determinam quais moléculas irão adsorver, 

ao passo que a natureza e orientação dessas biomoléculas terão conseqüências 

diretas no recrutamento, ancoragem, proliferação e diferenciação das células. A 

ancoragem das células requer a presença de proteínas de ligação específicas, 

enquanto a proliferação e diferenciação requerem a presença de fatores de 

crescimento e citocinas (KIESWETTER et al., 1996).  

Quando o osso é traumatizado por ocasião da inserção do implante, ocorre a 

formação de um coágulo. É necessária também a formação de uma certa quantidade 

de tecido conjuntivo e capilares. O trauma operatório sensibiliza células que liberam 

determinados fatores de crescimento que estimularão novas células. O equilíbrio 

entre a formação de tecidos moles e do novo osso é influenciado pelos mediadores 

liberados por estas células. Esse equilíbrio entre os elementos teciduais envolvidos é 

que dita o sucesso ou não da reparação. Influências externas como aplicação de 

carregamento antes do tempo, alterações de pH ou da saturação de O2 podem 

perturbar a reparação óssea (MASUDA et al., 1997).  

Brånemark et al. (1969) foram os primeiros a sugerirem a possibilidade de 

uma ancoragem direta do titânio ao osso. Posteriormente, Brånemark et al. (1977) 

criaram o termo osseointegração para designar a relação direta entre ambos, 

observada através de microscopia óptica. Esse termo passou por algumas 

modificações e, mais tarde, em 1991, Zarb e Albrektsson redefiniram a 

osseointegração como fixação rígida e assintomática entre o tecido ósseo e o 

implante em estado funcional. 

O processo de osseointegração é descrito por Campos Júnior e Passanezi 

(1996) em três estágios. Estágio 1: o osso perfurado não é perfeitamente congruente 

com o implante. Implantes rosqueados têm como objetivo a imobilização do implante 

no osso imediatamente após a colocação e durante o período inicial de cicatrização. 

O hematoma presente nas cavidades da rosca do parafuso e a camada de osso 

danificado se originam do trauma mecânico e térmico durante a operação. Estágio 2: 

durante a cicatrização sem carga, o hematoma é gradualmente transformado em 

novo osso e a região do osso danificado também é cicatrizado por um processo de 

revascularização, desmineralização e remineralização. Estágio 3: quando a 
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cicatrização se completa, o osso neoformado estará praticamente em contato direto 

com o implante sem nenhuma camada intermediaria de tecido fibroso. O osso em 

contato com o implante se regenera em resposta à pressão aplicada, como por 

exemplo, em uma carga mastigatória.  

Grande número de estudos tem sido realizado com o objetivo de se 

conhecer melhor os mecanismos da osseointegração (JAYARAMAN et al., 2004; 

PALMA et al., 2005; GRÖSSER-SCHREIBER et al., 2006; CHIN et al., 2007; 

EISENBARTH et al., 2007). Em meados da década de 80, também foi observado um 

tecido fibroso entre o implante e o osso, o que foi denominado de fibro-

osseointegração (WEISS, 1987). Entretanto, a falta de previsibilidade e os altos 

índices de insucessos para implantes dentais mantidos pelo mecanismo de fibro-

ossoeintegração levaram muitos autores a questionarem a importância deste 

mecanismo (ALBREKTSSON, 1983; ALBREKTSSON, 1988). 

Em contrapartida, elevadas taxas de sucesso e uma melhor previsibilidade 

para os tratamentos realizados através de próteses suportadas por implantes 

osseointegrados levaram ao aumento da credibilidade deste tipo de tratamento, 

promovendo um incentivo para as pesquisas relacionadas a esse assunto 

(GORRIERI et al., 2006; SOHN et al., 2006). 

 Dos materiais utilizados na fabricação de implantes dentários, há três tipos 

de biomateriais que são especialmente usados na prática: metais e ligas 

(principalmente titânio e Ti6Al4V); cerâmicas (incluindo trióxido de alumínio e fosfato 

de cálcio); e os polímeros (polimetilmetacrilato e polisulfona, LEMONS, 1990). 

Segundo Kohn (1992) o sucesso dos implantes osseointegrados está 

relacionado ao biomaterial, seus fatores biomecânicos, que englobam o material 

utilizado, processo de fabricação, mecanismos de interação com o leito receptor, 

suas propriedades mecânicas, desenho do implante, tipo de carga aplicada, 

características teciduais, estabilidade inicial, mecanismos de obtenção e manutenção 

da osseointegração, além da biocompatibilidade e química de superfície (GORRIERI 

et al., 2006; SALATA et al., 2007). 
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Para Hobo et al. (1997) outros fatores que afetam a osseointegração incluem 

a contaminação da camada de óxidos do implante e a falta de controle da 

temperatura durante a confecção do leito receptor. Segundo esses autores, o osso 

maduro é sensível ao calor, e a temperatura específica crítica foi identificada como 

56ºC. Além desta temperatura, ocorrem danos irreversíveis ao tecido ósseo e a 

osseointegração não ocorre. 

 

Nas áreas médica e odontológica, a utilização do TiCP e a liga titânio-

alumínio-vanádio (Ti6Al4V, ou seja: 90% de Titânio, 6% de alumínio e 4% de 

vanádio, dados em percentagem/peso) (LAUTENSCHLAGER; MONAGHAN, 1993), 

têm destaque em função da sua alta resistência à corrosão, decorrente da camada 

de óxidos que se forma na superfície do material ao entrar em contato com o ar ou 

água (KASEMO, 1983; GORRIERI et al., 2006; MUHONEN et al., 2007). 

O delgado filme de óxidos da superfície do titânio é, provavelmente, 

responsável pela excelente biocompatibilidade desse material devido ao seu alto 

nível de condutbilidade elétrica, alta resistência à corrosão e um nível termodinâmico 

estável em pH fisiológico (KASEMO, 1983; GORRIERI et al., 2006; MUHONEN et al., 

2007). No entanto, segundo Sawase et al. (1998), a espessura e a composição dessa 

camada de óxidos depende das condições de fabricação dos implantes. 

A camada de óxidos pode ter sua composição, espessura e microestrutura 

alteradas por processos de usinagem, limpeza e esterilização (MUHONEN et al., 

2006). No entanto, segundo Schröeder et al. (1981), em termos de 

biocompatibilidade, as propriedades do óxido de superfície são mais importantes do 

que o metal. 

A obtenção e manutenção da osseintegração em longo prazo, ainda 

mostram sinais da necessidade de se desenvolver um implante que apresente 

adequadas características de forma, tipo e arquitetura das roscas, morfologia e 

composição química da superfície, que permitam considerável adesão dos tecidos 

ósseo, conjuntivo e epitelial (WEBER; FIORELLINI, 1992). 
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3.4 TRATAMENTOS DE SUPERFÍCIE  

 

 

O objetivo dos tratamentos de superfícies é o estabelecimento de uma 

ligação química e mecânica do osso ao material do implante. Geralmente objetiva-se 

a criação de uma superfície rugosa onde é feita a aposição mecânica do osso.  

Atualmente, uma infinidade de tratamentos de superfícies tem sido aplicada 

aos implantes de titânio. Esses tratamentos envolvem desde tratamentos puramente 

mecânicos que visam o aumento da rugosidade superficial até tratamentos químicos 

que envolvem mudanças estruturais na camada de óxido. Segundo Kawahara (1995) 

os três principais métodos de modificação das superfícies dos implantes são:  

1. Aplicação de recobrimentos por diferentes métodos: os recobrimentos são 

feitos para a criação de uma superfície bioativa, geralmente se utiliza hidroxiapatita.  

2. Tratamentos químicos com ácidos, anodização ou implantação iônica: os 

tratamentos químicos têm por objetivos principais a limpeza da superfície, criação de 

rugosidade e ativação da superfície através da alteração estrutural da camada de 

óxido.  

3. Tratamento mecânico por jateamento ou usinagem: neste tratamento, o 

aumento da rugosidade das superfícies é feito geralmente como o jateamento com 

partículas duras de óxido. Os óxidos mais usados são óxido de titânio, alumínio ou 

silício.  

Nas duas últimas décadas tem-se observado um grande avanço em técnicas 

para modificação da superfície (KOTHA et al., 2006; ACAR et al., 2007; DEYNEKA et 

al., 2007). Essas técnicas fazem uso de plasmas, lasers, feixes de íons e feixes de 

elétrons como fontes energéticas para alteração estrutural e/ou composicional da 

superfície, ou ainda para a deposição de filmes. Processos estes, atualmente, 

denominados como "funcionalização", "reestruturação química", "compatibilização 

superficial" ou simplesmente "ativação" de superfícies orgânicas e inorgânicas, que 

objetivam torná-las quimicamente ativas para interagirem com demais compostos 

presentes em fase aquosa ou gasosa (ASSIS, 2001). 
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Dos métodos citados acima, o mais utilizado comercialmente é 

processamento a plasma em spray (“plasma spraying”). O plasma é o estado de 

manutenção de um gás parcialmente ionizado, gerando espécies e radicais que são 

acelerados e acabam por interagir com a superfície da amostra. O tratamento por 

plasma pode ser empregado para promover a oxidação ou a polarização superficial 

de forma homogênea. Um aspecto importante é que topografias irregulares podem 

ser tratadas de forma contínua com a admissão de grupos funcionais de interesse. 

Superfícies cerâmicas, metálicas ou poliméricas podem ter sua atividade ou 

molhabilidade total ou parcialmente alterada pela implantação de grupos polares afins 

(ASSIS, 2001).  

O termo plasma se aplica a um gás contendo espécies neutras e 

eletricamente carregadas como elétrons, íons positivos, átomos e moléculas. As 

cargas livres no plasma podem mover-se em resposta a qualquer campo elétrico e 

neutralizá-lo. Se uma carga qualquer é inserida em um plasma ou um campo é 

imposto, produz um potencial V0 às cargas livres, compostas de elétrons, que se 

moverão formando uma blindagem elétrica (ALVES JR. et al., 2006).  

O grupo do Laboratório de Processamento de materiais a Plasma 

(LabPlasma) desenvolveram o método de bombardeamento por íons de argônio em 

cátodo planar (ALVES JR. et al., 2006), o qual diferentemente das outras técnicas de 

modificação a plasma, permite o controle da rugosidade obtida através do aumento 

ou diminuição da energia de bombardeamento e/ou número de íons bombardeantes, 

produzindo uma textura uniforme. Dessa forma, é possível alterar sistematicamente a 

topografia de superfícies sem alterações químicas da mesma.  Por outro lado, 

quando modificações químicas se fazem necessárias, pode-se substituir os íons de 

argônio por outro elemento, por exemplo, nitrogênio, tendo assim uma modificação 

química e topográfica da superfície.   

 



 

 

41

3.5 PROPRIEDADES DA SUPERFÍCIE E A OSSEOINTEGRAÇÃO  

 

 

Focalizando-se especificamente a osseointegração de implantes, pôde-se 

perceber nas duas últimas décadas um interesse constante no estudo das variáveis 

que influenciam o grau de deposição óssea nas superfícies implantares.  

 

Desde 1985, Thomas e Cook investigaram inúmeras variáveis e demonstraram 

que dentre 12 parâmetros estudados em fêmures de cães, somente as 

características das superfícies desempenhavam um papel relevante na 

osseointegração dos implantes. As características analisadas envolveram módulo 

elástico dos materiais, textura das superfícies, assim como suas composições.  

 

À medida que algumas publicações passaram a acusar fracassos significativos 

dos implantes com superfícies lisas, incrementou-se a pesquisa e o desenvolvimento 

das superfícies texturizadas. Estas, atualmente, são conhecidas por acelerar a fase 

de cicatrização inicial, devido à maior adsorção de proteínas, acúmulo e ativação de 

plaquetas e retenção de fibras, promovendo aposição óssea em menores períodos 

de tempo (KASEMO, 2002).  

 

Em estudo histomorfométrico em cobaias, Buser et al. (1991) demonstraram 

que os implantes com superfícies rugosas implantados nas tíbias dos animais 

apresentaram maiores taxas de contato osso-implante. Considerando o papel 

preponderante que as características da superfície do implante têm na resposta 

reparacional, Baier e Meyer (1988) classificaram-nas em três categorias: textura (ou 

rugosidade), carga (ou potencial elétrico) e química (normalmente descritos em 

valores de energia de superfície, p. ex.: tensão superficial). Concluíram que o 

eventual grau de integração correlaciona-se positivamente com a deposição daquilo 

que nomearam de filme condicionador glicoprotéico que, por sua vez, depende de 

dois fatores: da textura, com sua propriedade de embricamento celular e da energia 

de superfície, com sua propriedade de adsorção molecular (wettability). A adsorsão 

protéica ocorre rapidamente, com a formação de uma camada de 2 a 5 nm, no 

primeiro minuto após o contato com sangue. Como regra geral, as células não 

aderem diretamente às superfícies dos materiais e sim à camada glicoprotéica 
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extracelular que está adsorvida na superfície do implante. Dentre as várias 

macromoléculas capazes de promover aderência celular, as mais estudadas são: 

integrinas, fibronectina, laminina, epibolina, epinectina, osteopontina, colágeno e 

vitronectina. 

 

Bowers et al. (1992) utilizaram um perfilômetro para avaliar se superfícies 

implantares lisas ou rugosas, com morfologia regular ou irregular, podem ser 

consistentemente produzidas com métodos convencionais de fabricação. Testaram in 

vitro as respostas celulares de fibroblastos a estas superfícies de titânio e 

averiguaram que níveis altamente significativos de adesão celular estavam 

associados às superfícies rugosas irregulares jateadas com partículas duras de 

óxido.  

Movidos por semelhante curiosidade, Cooper et al. (1999) optaram por um 

estudo comparativo entre as superfícies implantares de titânio polidas, aspergidas 

com plasma de titânio (TPS) e as jateadas com o óxido de titânio. Cultura de células 

osteoblásticas fetais bovinas com marcadores imunológicos foram empregadas para 

a investigação da eventual formação de matriz óssea mineralizada nas diferentes 

superfícies. Os diferentes estágios da formação de matriz foram avaliados através da 

observação dos marcadores em microscópio de luz, já a detecção de mineralização 

dentro da matriz foi possível graças ao corante de Von Kossa. Puderam constatar 

que as TPS apresentaram um padrão único de formação de matriz quando 

comparadas às outras duas. Com o emprego de microscopia de varredura, notaram 

que cada superfície acumulou uma quantidade distinta de matéria orgânica e 

inorgânica na formação de matriz óssea. Essas evidências sugeriram que respostas 

celulares distintas ocorreram dependentes das propriedades físico-químicas 

inerentes ou produzidas pelo condicionamento das superfícies. 

 

Em 1989, Michaels e cols. avaliaram a adesão celular (CA) sobre superfícies de Ti 

com vários graus de rugosidade, preparadas da seguinte maneira: polidas com pasta 

diamantada de 1 µm (superfície lisa) e outras lixadas com papel de sílica granulação 

600 µm ou jateadas (superfície rugosa). Fibroblastos de ligamento periodontal 

humano ou osteoblastos da calvária de ratos em meio apropriado foram incubados 

sobre várias superfícies de Ti por mais de 2 horas. O número de células que não 

aderiram foi quantificado e a porcentagem de células aderidas foi então calculada. A 
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superfície de plástico dos frascos de cultura foi usada como controle.  Após 15 

minutos a CA e os fibroblastos do ligamento periodontal apresentaram índices 

maiores sobre as superfícies lisas (41%) e menores nas superfícies rugosas (28%). 

Com 2 horas, a CA foi aproximadamente a mesma para as duas superfícies e o 

controle (80%). Já para os osteoblastos a resposta foi diferente. Inicialmente, aos 15 

minutos, a CA foi à mesma para superfícies lisas ou rugosas (30%). Contudo após 2 

horas, a CA para superfícies rugosas (63%) e para o controle (64%) foi 

significativamente maior do que sobre a superfície lisa. Este trabalho sugeriu que 

diferentes células do tecido conjuntivo apresentaram respostas variadas à rugosidade 

superficial, a qual pode, portanto, influenciar a resposta biológica aos implantes. 

 

Rosa e Belotti (2003) estudaram o efeito da rugosidade de superfície de TiCP 

jateados com particulas de óxido de alumínio (Al2 O3) de 25, 75 e 250µm, na resposta 

de osteoblastos humanos. Foram utilizados discos de titânio de 12 mm de diâmetro 

por 4mm de altura. O jateamento originou superfícies com Ra (rugosidade média) de 

1,69; 1,83 e 1,91 µm respectivamente, demonstrando uma clara relação entre 

rugosidade e tamanho da partícula de Al2 O3. A adesão celular e a deposição de 

nódulo mineralizado não foram afetadas pelo tipo de superfície, enquanto a 

proliferação e quantidade de proteínas foram dependentes da rugosidade da 

superfície. Os resultados obtidos sugerem que superfícies mais rugosas interferem 

em parâmetros celulares tais como aumento na atividade fosfatase alcalina e 

redução na proliferação celular. 

 

Muhonen et al. (2007) investigaram a influência da espessura desta camada 

de óxido na superfície de Ti nitretado sobre a sobrevivência e adesão de 

osteoblastos (ROS-17/2,8). Os resultados claramente mostraram uma correlação 

linear entre a espessura da camada de óxido e a adesão celular.  

Na busca por uma superfície de Ti biomimética, Chiesa et al. (2007) 

desenvolveram uma nova superfície TiCP, tratada primeiramente eletroquimicamente 

por um dispositivo anódico de faísca (ASD), seguida por um dispositivo anódico 

alcalino (ATT). Avaliaram a biocompatibilidade deste novo biomaterial por meio de 

ensaios in vitro utilizando células precursoras de osteoblastos e ensaios in vivo por 

meio da implantação de parafusos tratados no fêmur de ovelhas e retirada após 4, 8 

e 12 semanas para posterior análises histomorfométricas. Os resultados dos testes in 
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vitro e in vivo indicaram que o novo processo de tratamento aumentou 

significativamente a taxa de osseointegração do titânio.       

 

Ismail et al. (2006) comparam os efeitos de diferentes topografias do TiCP e do 

carbono (diamond-like carbon - DLC) sobre o crescimento e adesão de osteoblastos.  

Os resultados de seu trabalho demonstraram que TiCP possuía uma superfície mais 

hidrofílica que o DLC, que favoreceu a adesão e proliferação celular. Em relação à 

topografia das superfícies de TiCP, verificaram que aquelas com presença de 

maiores sulcos apresentaram uma viabilidade celular significativamente maior. 

Entretanto a adesão celular foi maior nas superfícies com sulcos menores. Assim, 

concluíram que a amplitude de sua topografia assim como a rugosidade influenciam 

na reposta biológica.  

 

Brama et al. (2007) avaliaram a resposta biológica in vitro e in vivo de substratos 

de Ti tratados com um dispositivo de laser pulsátil (PLD), sendo este uma tecnologia 

para obter superfícies de Ti cobertas com carbono (TiC). Houve um aumento da 

expressão dos genes relacionados com a diferenciação de osteblastos (fosfatase 

alcalina, pró-colágeno tipo I, ostecalcina e proteína morfogenética óssea-BMP-4) nas 

superfícies tratadas, mensuradas por PCR em tempo real. Os experimentos in vivo 

demonstraram maior densidade óssea maior em implantes TiC após 2 e 4 semanas 

em ovelhas quando comparado com os implantes não tratados. 

 

Kim et al. (2006) avaliaram diferentes níveis de rugosidade de superfícies de 

Ti. Os discos de TiCP receberam dois tratamentos: jateados ou submetidos a 

descarga elétrica para produzir superfícies texturizadas. O comportamento dos  

osteblastos-MG63 foram comparados quanto ao número, atividade da fosfatase 

alcalina, expressão gênica do Runx2 e produção de colágeno. As superfícies 

jateadas demonstraram características de rugosidade mais homogênea e taxas de 

Ra significativamente maiores. Nestas amostras também foi observado um aumento 

significativo na produção de colágeno, expressão de Runnx2 e na atividade da 

fosfatase alcalina. Entretanto, com o aumento na rugosidade houve diminuição na 

taxa de proliferação. Os autores, concluíram que Ra entre 1 – 3 µm contribuiu 

efetivamente para diferenciação osteogênica e proliferação.  
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Giordano et al. (2006) investigaram a resposta biológica de três diferentes 

superfícies de Ti.  Algumas receberam tratamento químico outras jateadas e a 

terceira superfície foi uma combinação de ambos. A análise das superfícies revelou 

que possuíam propriedades físico-químicas diferentes, entretanto não houve variação 

significativa na atividade de fosfatase alcalina, taxas de crescimento e adesão 

celular.  

 

Como relatado, trabalhos recentes mostraram que a rugosidade superficial do 

implante favorece a adesão de osteoblastos, sua diferenciação e a produção de 

matriz extracelular, resultando em maior contato osso-implante, contato este que foi 

alcançado mais rapidamente; e resulta em maiores forças necessárias para removê-

los por torque. Essas características das superfícies rugosas poderão reduzir o 

tempo necessário para a colocação dos implantes em função, possibilidade que já 

vem sendo testada por estudos recentes. Também poderão, melhorar o prognóstico 

para implantes colocados em áreas com tecido ósseo menos denso, ou ainda, em 

áreas de reconstrução óssea.  

 

Contudo é notória é a dificuldade de analisar as publicações em geral, para se 

estabelecer parâmetros comparativos entre os estudos, devido à falta de 

caracterização das superfícies testadas e ao desconhecimento das reações celulares 

e teciduais às diversas modificações da superfície possíveis. É importante esclarecer 

que as superfícies rugosas não são iguais entre si e, por conseqüência novas 

superfícies rugosas não responderão necessariamente como aquelas que já têm 

comprovada eficiência. 
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DELINEAMENTO 
EXPERIMENTAL 

Preparação Dos Discos De Ti

CARACTERIZAÇÃO DAS 
SUPERFÍCIES  

MOLHABILIDADE  
Avaliada pela determinação do ângulo 
de contato da água sobre superfícies
lisas (n=3) e bomabardeadas (n=3)
com 3 repetições cada. 

RUGOSIDADE  
Superfícies lisas (n=2) e
bombardeadas (n=2) foram
avaliadas em rugosímetro  

TOGOGRAFIA 
Superfícies lisas (n=2) e 
bombardeadas (n=2) tiveram a
topografia avaliada por MEV e
microscopia de luz refletida.  

OBTENÇÃO E CULTURA DAS 
CÉLULAS: 

MC3T3-E1 E CHO 

AVALIAÇÃO DA 
MUTAGÊNESE E 

GENOTOXICIDADE DAS 
SUPERFÍCIES DE TI 

AVALIAÇÃO DA RESPOSTA 
DAS CÉLULAS MC3T3-E1 

SOBRE AS SUPERFÍCIES DE 
TI 

TESTE AMES
Utilizou-se as cepas TA98 e TA 100
para testar as superfície lisa (n=3) e
superfície bomabardeada (n=3) em
cada uma das 3 repetições 

TESTE COMETA
CHO foram cultivadas sobre as superfícies lisas
(n =3), bombardeadas (n=3) e sobre o plástico 
da placa de cultura (n=3, controle) em cada uma
das 3 repetições 

MORFOLOGIA
MC3T3-E1 foram cultivadas sobre 
superfícies lisas (n=3) e 
bombardeadas (n=3) e avaliadas 
quanto à forma e espraiamento.  

ADESÃO 
As MC3T3-E1 foram cultivadas sobre 
superfícies lisas (n=3) e 
bombardeadas (n=3)  em 30 e 60 min 
com 3 repetições cada. 

PROLIFERAÇÃO 
MC3T3-E1 foram cultivadas sobre 
superfícies lisas (n=3), bombardeadas 
(n=3)  e sobre o plástico de cultura 
(n=3) por 3,  7 e 11 dias com 3 
repetições cada

DIFERENCIAÇÃO 
MC3T3-E1 foram cultivadas sobre superfícies 
lisas (n=3), bombardeadas (n=3) e sobre o 
plástico de cultura  por 3,  7 e 11 dias com 3 
repetições para avaliar a ALP e OC.  

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

No presente trabalho foi produzida uma nova superfície de Ti pelo método de 

processamento a plasma em cátodo planar desenvolvido no Laboratório de 

Processamento de Matérias a Plasma da UFRN. Em seguida, essa superfície foi 

caracterizada quanto a sua molhabilidade, rugosidade e topografia. Foram cultivadas 

células de ovário de Hamster Chinês (CHO) e células pré-osteoblásticas (MC3T3-E1) 

para avaliação da genotoxicidade e resposta biológica das células sobre a superfície 

produzida, respectivamente (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Delineamento experimental do trabalho  
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4.1 PREPARAÇÃO DOS DISCOS DE TITÂNIO  

 

 

Neste trabalho foram utilizados discos de TiCP, medindo 9 mm de diâmetro e 

3 mm de espessura . Os discos foram lixados com lixas de carbeto de silício de 

granulometria 80, 150, 220, 360, 500, 600, 1200 e 2000 MESH e o polimento 

executado com uma solução constituída de 60 ml de OP-S (solução de sílica coloidal) 

e 40 ml de H2O2 por 30 minutos. Após o polimento, as amostras foram submetidas a 

tratamento em plasma para modificação da superfície de acordo com metodologia 

empregada por Alves Jr. et al. (2006) no Laboratório de Processamento de Materiais 

por Plasma da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Foram utilizados os 

seguintes estados de superfície: polida (sem tratamento) e bombardeada. As 

amostras com superfície bombardeada foram obtidas através do tratamento em 

descarga por cátodo planar em atmosfera a vácuo e argônio. Devido ao 

bombardeamento de íons de argônio sobre a superfície polida do Ti foram criados 

defeitos, os quais contribuíram para o surgimento de reentrâncias e saliências.   

O aparato experimental utilizado para o tratamento em plasma das amostras 

de Ti consistiu de uma câmara cilíndrica de 200 x 300 mm (diâmetro x altura), 

hermeticamente fechada contendo um ânodo (terra) na parte superior e uma base 

catodicamente polarizada com potencial entre -400 e -800 V. Sobre essa base foi 

posicionada a peça a ser tratada. A distância entre a superfície da amostra e a tampa 

superior, aqui denominada distância entre cátodos (dcc), foi fixada em 9 mm. Todas 

as amostras foram tratadas sob pressão de 3 mbar, a 600ºC durante 2 h (Figuras 2 e 

3).  
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(Fonte: ALVES JR et al., 2006. Imagem cedida pelo autor) 

Figura 2 – Esquema representativo do bombardeamento de íons de argônio das 
superfícies de titânio. A – Câmara hermeticamente fechada; B – Cátodo 
planar 

 

 

Figura 3 – Aparato experimental do Laboratório de Processamento de Matérias a plasma 
utilizado para tratamento das superfícies de Ti. A - Câmara hermeticamente 
fechada. B- Cátodo planar. C- Discos de Ti dispostos sobre o cátodo recebendo o 
tratamento 

 

Ambos os discos, polidos ou bombardeados com argônio foram colocados 

em solução 0,5% de DEIV 3E (detergente enzimático) em água bidestilada e 

submetidos a tratamento em ultra-som por 10 min. Após duas lavagens, os discos 

foram lavados em etanol absoluto e posteriormente em água bidestilada (duas 

vezes). Em cada etapa os discos foram submetidos a ultra-som por 10 min. Depois de 

secos, os discos foram esterilizados em plasma de peróxido de hidrogênio. Para os 
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experimentos com cultura de célula, os discos também foram autoclavados a 120°C 

por 20 min. 

 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DA SUPERFÍCIE  

 

 

4.2.1 Molhabilidade 

 

 

A técnica utilizada para caracterizar a molhabilidade das amostras foi a de 

determinação do ângulo de contato estático realizada em 6 discos de cada 

superfície (bombardeada e lisa), conforme descrito por Sá (2006): com o auxílio de 

uma pipeta graduada, 20 µl da solução foi gotejada sobre cada disco utilizando-se 

um aparato de molhabilidade desenvolvido no Labplasma (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SÁ, 2006. Imagem cedida pelo autor. 

Figura 4 – Esquema representativo do aparato utilizado para determinar a molhabilidade 
das superfícies de Ti 
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Fotografias foram tiradas 1 segundo e 15 segundos após o gotejamento, 

utilizando-se um programa de captação de imagens Pinnacle Studio 9.0. O teste de 

molhabilidade foi analisado por software desenvolvido no mesmo laboratório, no qual 

se mede o ângulo de contato entre a superfície sólida (disco) e o plano tangencial à 

superfície líquida (água) (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Fotografia da gota de água sobre o disco de Ti capturada pela câmera 
acoplada ao aparato de determinação da molhabilidade. Observar as retas 
traçadas, uma paralela a superfície do disco e a outra tangente a gota, 
utilizadas para determinar o ângulo de contato θ 

 

Baseado na literatura existente buscou-se desenvolver uma maneira onde a 

medida do ângulo de contato fosse obtida a partir de uma relação matemática [1], 

tendo como princípio o esquema mostrado na figura 6. 

 

θ  = sin -1 [ 2rh/ r2 + h2] [1]  
 

Onde θ é um ângulo de contato a ser medido; h corresponde à medida da distância 

entre o centro da gota e seu ponto mais alto e r = a medida da tangente da 

superfície metálica até o cruzamento com eixo h.  
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Fonte: SÁ, 2006 
Figura 6 – Esquema do ângulo de contato  

 

4.2.2 Rugosidade  
 

 

Para análise da rugosidade foi mensurado o parâmetro rugosidade média 

(Ra), o qual representa a média aritmética do perfil de rugosidade, obtido a partir dos 

valores absolutos dos pontos máximos e mínimos de altura e profundidade em 

relação à linha média da superfície metálica. O parâmetro rugosidade (Ra) foi 

avaliado utilizando um rugosímentro modelo Robson Taylor Surtronic 3 (Taylor 

Hobson Ltd, Leicester, England) e as medidas foram tomadas em toda a superfície 

dos discos em duas direções conforme metodologia proposta por Silva et al. (2006).   

 
 
4.2.3 Topografia  

 

 

A topografia da superfície dos discos foi avaliada utilizando microscopia 

eletrônica de varredura (MEV). Para tanto, os discos foram montados em suportes de 

alumínio, receberam cobertura de ouro com aproximadamente 20nm de espessura e 

foram observados em microscópio eletrônico de varredura (MEV-SSX 550 

Superscan, Japão). As peças foram processadas no Laboratório de Microscopia 

Eletrônica do Centro de Tecnologia de Gás (CTgás, Natal, RN) e no Setor de 

Anatomia do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina Veterinária – USP.  
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4.3 OBTENÇÃO E CULTURA DAS CÉLULAS 

 

 

Cultura de células pré-osteoblásticas foram estabelecidas para realização 

posterior dos testes de morfologia, adesão, proliferação e diferenciação destas nas 

superfícies de Ti. As células de ovário de hamster chinês (CHO) foram cultivadas 

para utilização posterior nos testes de mutagenicidade.  

 

 

4.3.1 Cultura das células pré-osteoblásticas  

 

 

As células pré-osteblásticas de camundongo linhagem MC3T3-E1 subclone 

14, utilizadas neste trabalho, foram cedidas pela Profa. Carmem Veríssimo do 

Departamento de Bioquímica da Universidade de Campinas (UNICAMP). As células 

foram cultivadas em meio essencial mínimo (α-MEM; Cultilab, SP, Brasil) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, SP, Brasil), 100 UI/ml de 

penicilina e 100 µg de estreptomicina (Cultilab, SP, Brasil). As células foram 

incubadas a 37° C em atmosfera úmida com 5% de CO2, e trocas do meio de cultura 

ocorreram a cada 48h.  

 

 

4.3.2 Cultura das células de ovário de hamster chinês (CHO)  
 

 

As células de ovário de hamster chinês (CHO) linhagem K1 foram cultivadas 

em meio modificado de Eagle com alta concentração de glicose (DMEM, high 

glucose; Sigma, USA) suplementados com 10% de SFB (Cultilab, SP, Brasil), 100 

UI/ml de penicilina e 100 µg de estreptomicina (Cultilab, SP, Brasil). As células foram 

incubadas a 37° C em atmosfera úmida com 5% de CO2, e trocas do meio de cultura 

ocorreram a cada 48h.  

 

   



 

 

54

4.4 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE DO BOMBARDEAMENTO DO Ti 

COM ÍONS DE ARGÔNIO   

 

 

Para avaliar o potencial genotóxico e mutagênico do Ti puro e do tratamento 

de plasma empregado na superfície foram realizados teste do cometa e teste de 

Ames.  

 

 

4.4.1 Teste cometa  
 

 

O teste Cometa consiste de um gel de eletroforese de células 

individualizadas para verificar se ocorreram quebras no DNA das células que tiveram 

contato prévio com o composto testado. Neste teste, foram cultivadas 5x103 células 

CHO sobre disco de Ti e o plástico da placa de cultura (controle), no total de 4 discos 

bombardeados, 4 lisos e 4 poços controle. O tempo de contato entre as células e o 

biomaterial avaliado foi de 4 dias. Após a tripsinização, as células foram lavadas com 

PBS, posteriormente suspensas em 75 µl de agarose de baixa fusão fundida, a qual 

foi aplicada sobre uma lâmina de microscópio, previamente revestida com agarose. 

Após a solidificação da agarose que contém as células, uma segunda camada isenta 

de células é colocada sobre a lâmina. Para liberar os núcleos foi feita a lise das 

células, através da incubação das lâminas durante 16h com solução de extração (5 

ml de 2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris-HCl, pH 10, 1% N-laurylsarcosine, 1% 

TritonTM X-100 e 10% DMSO). Posteriormente, as lâminas foram incubadas em 

solução de eletroforese com tampão alcalina (300mM Na OH, 1mM EDTA, pH ~ 12,5) 

facilitando assim a denaturação e desenovelamento do DNA, promovendo o 

aparecimento das possíveis quebras na fita do DNA. As lâminas foram então 

submetidas à eletroforese, na qual os fragmentos de DNA relaxados e/ou quebrados 

migraram de um pólo a outro. Após a neutralização por lavagem com uma solução de 

0.4M Tris-HCl (pH 7,5), a lâmina foi corada com brometo de etídio (20mg/ml) por 30s. 

As lâminas foram analisadas em microscópio com objetiva a 400X e com grau de 

excitação de fluorescência de 590 nm. 

 



 

 

55

Este procedimento permitiu visualizar quebras cromossômicas, indicativo de 

danos no DNA, induzidas pelo tratamento. Posteriormente foi realizada uma 

eletroforese em tampão alcalina para se observar a marcação deste material com 

brometo de etídio. A observação das condições do material genético testado foi 

realizada por meio de microscopia de fluorescência. Quando o DNA é danificado, os 

menores fragmentos deste migram antecedendo o deslocamento das moléculas 

intactas, o que proporciona um rastro, cuja imagem se assemelha a um cometa. Por 

este motivo este teste foi denominado de teste cometa. A qualificação da extensão 

dos danos foi feita pelo tamanho do rastro observado (SINGH et al., 1988).  

 

 

4.4.2 Teste Ames  

 

 

O teste de Ames, desenvolvido por Ames et al. (1973) e modificado por 

Maron e Ames (1983), avalia o potencial de um certo composto químico ou misturas 

complexas de induzirem mutações no genoma de linhagens bacterianas mutantes 

(auxotróficas) revertendo-as para o estado selvagem (prototrófico). 

 

Este teste utiliza as linhagens de Salmonella typhimurium, que apresentam 

mutações pontuais específicas de vários tipos como transições, transversões e 

modificação do quadro de leitura, de modo que o evento mutacional de reversão 

permite estabelecer a freqüência e o tipo de mutação ocorrido. A mutação leva à 

inativação de uma enzima da via biossintetizante da histidina (his) impedindo, 

portanto, seu crescimento em meio desprovido de tal aminoácido. Dessa forma, em 

meio mínimo, somente conseguirão crescer aquelas colônias que foram capazes de 

reverter a mutação, passando, portanto, à condição selvagem, ou seja, sendo 

capazes de sintetizar a histidina (his+).  

 

Essas linhagens apresentam também outras modificações que aumentam a 

sensibilidade do teste. Entre estas podemos citar: mutação rfa que leva a um 

aumento da permeabilidade bacteriana por alterar a camada lipopolissacarídica da 

parede celular e a mutação uvrB tornando-as incapazes de reparar lesões no DNA 

por excisão de nucleotídeos. (MARON; AMES, 1983). 
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As linhagens utilizadas para avaliar o potencial mutagênico do tratamento de 

superfície foram TA98 e TA100 (GATHEHOUSE et al., 1994; MORTELMANS; 

ZEIGER, 2000). A linhagem TA98 detecta substâncias que causam mutações por 

alteração do quadro de leitura revertendo à mutação por deleção de um par de bases 

GC no gene hisD6610 e TA100. A TA100 detecta compostos que causam mutações 

por substituição de base e é revertida pela substituição de um par GC por AT no gene 

hisG46 (LEVIN et al., 1982). 

Os discos de Ti lisos e bombardeados foram testadas utilizando a 

metodologia proposta por Russell et al. (1998) e descrita a seguir. As cepas 

bacterianas foram amostradas em volume de 100 µl para cada disco a ser testado, 

incluindo o controle, representado por discos de papel filtro. Foram realizados 3 

experimentos utilizando 3 discos de Ti liso, 3 bombardeados e 3 de papel filtro 

(controle), em cada repetição 

. As superfícies ficaram em contato com as cepas por 90 minutos a 37°C, 

posteriormente foram distribuídas em placas contendo meio-ágar mínimo. As placas 

foram incubadas a 37°C por 66h. Os resultados foram expressos pela razão de 

mutagenicidade (RM), para cada uma das amostras testadas. Para realização destes 

cálculos foi utilizado o programa SALANAL, desenvolvido por Dr. Lawrence Myers, 

USA. 

 

 

4.5 MORFOLOGIA DOS PRÉ-OSTEBLASTOS SOBRE AS SUPERFÍCIES DE Ti 

 

 

Para avaliar influência das superfícies de Ti sobre a morfologia dos pré-

osteoblastos realizou-se três experimento onde foram adicionadas 5x103 destas 

células sobre os 6 discos de Ti: lisos e bombardeados (n=3 de cada superfície para 

cada tempo por experimento) e cultivadas por 3, 7 e 11 dias, utilizando meio 

essencial mínimo (α-MEM; Cultilab, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB, Cultilab, SP, Brasil), 100 UI/ml de penicilina e 100 µg de estreptomicina 

(Cultilab, SP, Brasil).   
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Após os tempos estabelecidos, os discos foram retirados da cultura, fixados e 

processados conforme descrito abaixo para análises em microscópio de luz refletida, 

eletrônico de varredura e de força atômica. 

 

 

4.5.1 Microscopia óptica de luz refletida  

 

 

 Três discos dos dias 3, 7 e 11 de cultivo das células pré-osteblásticas sobre 

cada superfície foram fixados em glutaraldeído 2,5% em Tampão fosfato pH 7,4 

(PBS). Em seguida, a morfologia das células e o biofilme produzido por elas foram 

visualizados em microscópio de luz refletida (Olympus BX-600M) com câmera 

acoplada (Media Cybernetics LC-Capture).  

 

 

4.5.2 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) e proliferação celular  
 

 

As células cultivadas sobre as superfícies após 3, 7 e 11 dias foram lavadas 

duas vezes em PBS, para remoção das células não-aderentes e sujidades depois 

fixadas em 2,5% de glutaraldeído em PBS pH 7,2; desidratadas em concentrações 

crescentes de etanol; secas em ponto-crítico CO2 (Emscope CPD 750, Elexience, 

Paris, França), revestidas em ouro e visualizadas no microscópio eletrônico de 

varredura (MEV-SSX 550 superscan, Japão).    

 

A análise das imagens pela microscopia eletrônica de varredura permitiu 

avaliar a influência da superfície sobre a forma e o grau de espraiamento das células 

pré-osteblásticas ainda em uma fase inicial por meio de um fator forma (FF) obtido 

em função da área e perímetro das células, conforme a seguinte fórmula  FF = (área/ 

perímetro2) x 4π  proposto por Shah et al. (1999). 

Após 3 dias de cultivo, de cada disco foram avaliadas 100 células, por meio de 

imagens obtidas em Microscópio eletrônico de varredura (MEV) sob aumento de 

200x. As eletrofotomicrografias foram submetidas ao programa analisador de 
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imagens (Image-pro plus®) para o cálculo da área e perímetro celular, em seguida 

esses dados foram utilizados para o cálculo do FF médio para cada superfície.  

 

 

4.5.3 Microscopia de força atômica (AFM) 
 

 

As células pré-osteoblásticas foram cultivadas sobre discos de Ti durante 3, 7 e 

11 dias. Após os períodos de incubação propostos, as amostras foram 2 vezes 

lavadas em PBS, para remoção das células não-aderentes e sujidades; fixadas em 

2,5% de glutaraldeído em PBS pH 7,2; desidratadas em concentrações crescentes de 

etanol e visualizadas no microscópio de força atômica (AFM Digital instruments Santa 

Bárbara, Califórnia, EUA) no Departamento de Física da Universidade Federal do 

Ceará (UFC).  

 

A Microscopia de força atômica foi utilizada para avaliar, em uma escala 

submicrométrica, a forma, os contatos focais de adesão, rugosidade e produção de 

matriz das células aderidas às superfícies de Ti.  

 

 

4.6 PROLIFERAÇÃO DOS PRÉ-OSTEOBLASTOS SOBRE AS SUPERFÍCIES DE Ti 

 

 

 A proliferação das células pré-osteoblásticas sobre os discos de Ti foi 

avaliada conforme metodologia proposta por Faghihi et al. (2006), a saber: 5000 

células/ cm2 foram adicionados sobre os discos de Ti (superfície lisa e superfície 

bombardeada) e sobre o plástico de placas de cultura de 24 poços (controle) e 

retirados da cultura após 3, 7 e 11 dias (sendo 3 repetições para cada superfície e 

controle por tempo estabelecido). Em seguida, as amostras foram lavadas duas 

vezes com PBS e tratadas com tripsina-EDTA 0,25%. A viabilidade foi determinada 

com azul de tripan e para contagem foi usado hemocitômetro (Câmara de Neubauer) 

conforme fórmula abaixo. 
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Total de células = n° de células/ ml x volume original da suspensão de células, onde 

Número de células/ ml é o quociente da média do n° de células/ ml quadrante x fator 

diluição x 104  

 

Os valores da proliferação celular de cada tempo estabelecido foram 

normalizados com o respectivo conteúdo de proteína total obtido após lise celular das 

mesmas amostras, e expresso como unidades por miligrama de proteína total. O 

conteúdo de proteína total foi determinado usando o método Bradford (1976). A 

absorbância do produto da reação foi mensurada em 562nm usando 

Espectrofotômetro (FEMTO, FEMTO industrial e Cia LTDA, Brasil, São Paulo) e a 

concentração de proteína calculada a partir de uma curva padrão.    

 

Outro método utilizado para avaliar a proliferação destas células sobre os 

discos de Ti o programa analisador de imagens (Image-pro plus®) a partir de  

imagens provenientes do MEV. De cada amostra foram obtidas imagens de 5 

quadrantes tomando como referência o centro (Quandrante 1 – Q1) e percorrendo 

um raio de 750µm para os cantos superiores e inferiores direito e esquerdo, gerando 

mais 4 quadrantes (Q2, Q3, Q4 e Q5) conforme esquema na figura 7. Em seguida, as 

células aderidas dos cinco quadrantes foram quantificadas e os resultados 

submetidos à análise estatística.   

 

 

 

 
Figura 7- Esquema representativo da captura das imagens dos quadrantes utilizados para 

avaliar a proliferação das células pré-osteblásticas sobre discos de Ti pelo 
programa analisador de imagens 
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4.7 ADESÃO DOS PRÉ-OSTEOBLASTOS SOBRE AS SUPERFÍCIES DE Ti 

 

 

A taxa de adesão das células foi avaliada seguindo o método proposto por 

Rocha et al. (2005) conforme descrito a seguir: as células aderidas em ambos os 

tipos de superfície de Ti foram avaliadas após 30 e 60 minutos de incubação. Os 

discos foram dispostos em placas de 24 poços e sobre elas adicionados 7500 

células/ cm2. Após a incubação, os poços foram lavados duas vezes com PBS e o 

material foi fixado com metanol PA gelado por 5 min. Posteriormente, o metanol foi 

aspirado, os poços foram lavados com PBS e as células foram coradas com cristal 

violeta 0.2% em etanol 2%. Após cinco minutos, os poços foram lavados cinco vezes 

com PBS para retirada do excesso de corante e aquele encontrado no interior das 

células foi removido com uma solução de etanol 50% e citrato de sódio 0,1M, que 

promoveu a lise celular e liberação deste corante. A concentração de corante por 

amostra foi mensurada em leitor de ELISA (Asys- modelo Expert plus, Eugendorf, 

Áustria) a 550nm.  

 

 

4.8 DIFERENCIAÇÃO DOS PRÉ-OSTEBLASTOS SOBRE AS SUPERFÍCIES DE TI 

 

 

A diferenciação de pré-osteoblastos em osteblastos foi avaliada por meio da 

mensuração da atividade da fosfatase alcalina, enzima importante no processo de 

mineralização do matriz extracelular e pela expressão da osteocalcina, um marcador 

especifico de osteoblastos.  

 

 

4.8.1 Atividade de fosfatase alcalina  

 

 

A atividade da fosfatase alcalina (ALP) foi avaliada depois de 3, 7, 11 e 14 

dias de cultura das células pré-osteoblásticas sobre as superfíceis de Ti, lisa e 

bombardeada, e sobre o plástico de placas de cultura de 24 poços. O meio de cultura 
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utilizado foi o α-MEM, suplementado de 10% de SFB, 50µg/ ml de ácido ascórbico e 

10mM β-glicerofosfato. As trocas de meio foram realizadas a cada 48h.  

 

Após cada tempo estabelecido, o meio de cultura de cada poço foi coletado 

e mantido a -20 ºC até análise da atividade da fosfatase alcalina.  

 

O kit p-nitrofenilfosfato (p-nitrophenylphosphatase, Vector laboratories, 

Burlingame, USA) foi utilizado para determinar a atividade da fosfatase alcalina. Cada 

reação foi iniciada adicionando-se 15µl da solução de p-nitrofenilfosfato (pNPP) 

diluído em bicarbonato de sódio pH 10 na proporção de 1:20. A reação foi bloqueada 

após 60min com 1 ml de NaOH 0,25N. A densidade óptica equivalente a quantidade 

de p-nitrofenol foi obtida por leitor de ELISA (Asys- modelo Expert plus, Eugendorf, 

Áustria) a 405 nm para quantificar o conteúdo de p-nitrofenol produzido. Os valores 

da atividade de ALP foram normalizados com o respectivo conteúdo de proteína total 

obtido da mesma amostra e expressos em UA/ µg/ mol.   

 

 

4.8.2 Análise de citometria de fluxo para osteocalcina 

 

 

A expressão de osteocalcina nas células pré-osteoblásticas foi avaliada por 

citometria de fluxo, após 14 dias (tempo necessário para garantir completa 

diferenciação dos pré-osteoblastos, FAGHIHI et al., 2006) de cultura dessas células 

sobre as superfícies de Ti, lisa e bombardeada, e sobre o plástico de placas de 

cultura de 24 poços. O meio de cultura utilizado para induzir a diferenciação dessas 

células foi o α-MEM, suplementado de 10% de SFB, 50µg/ ml de ácido ascórbico e 

10mM β-glicerofosfato. As trocas de meio foram realizadas a cada 48h.  

 

Após o tempo estabelecido, as células foram lavadas em PBS e 

tripsinizadas. As células foram incubadas por 60 min a 4°C com 2 mg/ml de anticorpo 

contra osteocalcina de camundongo obtido em cabra (sc-18322; Santa Cruz). 

Decorrido esse tempo, as células foram lavadas em PBS e incubadas com anticorpo 

conjugado ao fluorcromo texas-red (sc-2783; Santa Cruz) por 30min a 4°C na 

concentração de 0,4 mg/ml. Após três lavagens em PBS, as amostras foram fixadas 
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em parafolmaldeído 0,5% até análise no citômetro.  Um total de 20.000 eventos 

foram adquiridos no citômetro de fluxo (FACScan,  BD Biosciences, San Jose, USA). 

Para análise dos dados o software CellQuest Pro 4.0.1 (BD Biosciences, San Jose, 

USA) foi utilizado e os resultados foram apresentados em unidades arbitrárias de 

intensidade de fluorescência e média de células positivas fornecidos 

automaticamente pelo programa estatístico do aparelho.  

 

 

4.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os dados referentes à molhabilidade das superfícies, fator forma e adesão 

das células MC3T3-E1 em função das superfícies de Ti (lisa ou bombardeada) foram 

avaliados pelo teste t de student, enquanto a genotoxicidade e mutagenicidade das 

superfícies, bem como influencia dessas superfícies na proliferação, atividade de 

fosfatase alcalina, expressão de osteocalcina de MC3T3-E1 foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA), seguida do teste Kruskal-Wallis, utilizando o software 

GraphPad Instat® versão 3.5 para Windows. 
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5 RESULTADOS  
 
 

Neste capitulo serão apresentados os resultados referentes à caracterização 

das superfícies produzidas, avaliação da biocompatibilidade e de sua influencia na 

resposta in vitro de pré-oestoblastos. 

 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DAS SUPERFÍCIES DE TI  

 

 

As superfícies lisas e bomabardeadas foram caracterizadas quanto a 

molhabilidade, rugosidade e topografia.   

 

 

5.1.1 Molhabilidade  

 

 

Nas amostras bombardeadas houve uma rápida acomodação da gota séssil de 

água, portanto o tratamento aplicado produziu superfícies com molhabilidade superior 

em relação às superfícies lisas (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 Figura 8 - Imagens da gota de água sobre os discos de Ti capturada pela câmera acoplada ao 
aparato de determinação da molhabilidade. A- Superfície bombardeada; B- Superfície 
lisa. Observar imediata acomodação da água na superfície bombardeada.  Sup= 
superfície metálica e g= gota de água  

 

A B 

sup sup 
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As medidas dos ângulos de contato foram menores para as superfícies 

bombardeadas e essas diferenças se mostram altamente significativas (p<0,0001) 

(Figura 9). Portanto, a superfície tratada com argônio se mostrou mais hidrofílica que 

a lisa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Medida dos ângulos médios de contato da gota de água e de glicerol nas superfícies de Ti 
tratada a plasma em atmosfera de argônio (texturizada) e apenas polidas (lisa). *diferença 
significativa entre os grupos (p < 0.05) 

 

 

 

5.1.2 Rugosidade  

 

 

Constatou-se que o processamento a plasma produziu grandes modificações na 

superfície dos discos de Ti. Aqueles tratados com plasma em atmosfera de argônio 

apresentaram uma rugosidade média (Ra) de 0,11µm, enquanto para superfícies 

lisas o Ra foi de 0,027 µm (Figura 10).      
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Figura 10 - Rugosidade média (Ra) das superfícies de Ti lisa e tratada a plasma em atmosfera de 
argônio 

 

 

5.1.3 Topografia  
 

 

A superfície de titânio tratada em atmosfera de argônio, quando observada em 

microscopia de luz refletida revelou-se marcada por irregularidades aparentemente 

uniformes, diferente da superfície apenas polida (lisa) e que não recebeu tratamento 

(Figura 11).  
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Figura 11 - Fotografia das superfícies dos discos de Ti obtidas no microscópio de luz refletida. A- 
Superfície lisa do disco após polimento.  B – Amostra bombardeada com íons de argônio. 
Observar as rugosidades uniformes na superfície 
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Na microscopia eletrônica de varredura a superfície tratada com argônio 

apresentou textura rugosa, com precipitados (pontos acinzentados) finamente 

dispersos (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Figura 12 – Eletrofotomicrografias das superfícies de Ti. A – Topografia da superfície de Ti lisa. B- 
Observar textura rugosa com precipitados dispersos da superfície bombardeada com 
argônio      
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5.2 GENOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE DAS SUPERFÍCIES DE TI  

 

 

Foram realizados testes de Ames e cometa para avaliar o potencial 

mutagênico e genotóxico dos discos de Ti bomabardeado e liso.  

 

 
5.2.1 Teste Ames 
  
 

Em todos os testes, o número de colônias revertentes para o grupo controle 

negativo foi dentro da escala histórica de dados do Laboratório de Mutagênese 

Ambiental (LAMA-UFRN). O grupo controle positivo foi obtido a partir de mutágenos 

conhecidos para as cepas TA98 e TA100: 4-nitroquinolina (4NQO) e ázida sódica, 

respectivamente. O número de colônias revertentes mostrou-se significativamente 

aumentado quando comparado ao grupo controle negativo, o que comprovou a 

acurácia dos ensaios.  

 

A avaliação do potencial mutagênico com o Teste de Ames mostrou que o 

tratamento de plasma em atmosfera de argônio não produziu uma superfície 

mutagênica quando testadas com as cepas TA98 e TA100 (Tabela 1). As superfícies 

não tratadas também se mostraram não mutagênicas.  

 
 
 
Tabela 1 - Reversão de cepas de Salmonella typhimurium no teste de Ames em 

superfícies de titânio tratadas a plasma e não-tratadas - São Paulo – 
2007 

 
 TA 98 TA 100 
Tratamentos N° médio 

de revertentes 
N° médio 

de revertentes
Controle negativo 24,60 ± 3,11 181,00 ± 25,33
Controle positivo  6274,00 ± 1024 2316,80 ± 466,8
Superfície lisa  28,00 ± 4,35 151,66 ± 14,29
Superfície tratada 
a plasma  

36,00 ± 11,24 171,00 ± 36,37

* RM = razão de mutagenicidade. Se RM ≥ 2,00 em ao menos uma das linhagens estudadas, a 
amostra analisada é considerada mutagênica  
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5.2.2 Teste Cometa  
 

 

Foram avaliados 100 nucleóides por amostra de Ti ao microscópio de 

fluorescência. A princípio, este método visual permitiu observar a presença de danos 

no DNA das células CHO-K1 em níveis elevados: categorias 1 e 4 dos cometas 

(Figura 13). Entretanto, usando o teste de ANOVA, apenas os danos da categoria 4 

foram significativos em relação às  superfícies não tratadas. A superfície tratada a 

plasma não induziu rupturas significativas no DNA.    

 

Os resultados obtidos com o ensaio do cometa em células CHO-K1 cultivados 

por 4 dias sobre as superfícies de Ti tratadas em plasma com atmosfera de argônio e 

em superfícies apenas polidas e o respectivo controle negativo (plástico do poço das 

placas de cultura) estão apresentados na figura 14. falta citar no texto tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figura 13 - Imagens representativas das categorias de cometas resultantes dos danos ao DNA nas 
células CHO-K1. 0 – 1 são indicativos dos níveis de lesão ao DNA, vai de 0 que 
corresponde ao nucleóide sem dano até 4, maior nível de lesão ao DNA    
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Tabela 2 – Número médio de células que apresentaram danos no DNA de acordo 
com os níveis de lesões, avaliados por meio do teste de cometa em 
células CHO-K1 sobre as superfícies de Titânio - São Paulo - 2007 

 
Níveis Superfície tratada Superfície não-tratada Controle negativo 

0 69,70 ± 19,60 51,30 ± 4,16 81,00 ± 10,58 
1 12,00 ± 4,36 15,00 ± 3,61 13,30 ± 11,37 
2 4,00 ± 4,36 5,70 ± 2,31 2,00 ± 3,46 
3 5,30 ± 3,51 8,70 ± 1,15 2,00 ± 2,65 
4 9,00 ± 7,94 19,3 ± 2,89* 1,30 ± 1,15 

              * Difere significativamente (p < 0.05) da superfície tratada e do controle   
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 14 - Freqüências médias de células CHO-K1 que apresentaram danos no DNA de acordo com 

os níveis de lesões, avaliados por meio do teste de cometa sobre as superfícies de 
Titânio. * indica diferença significativa (P < 0.05) 

 
 

 

5.3 MORFOLOGIA DOS PRÉ-OSTEOBLASTOS 

  

 

A influência da superfície sobre a morfologia dos pré-osteoblastos foi 

avaliada por meio de microscopia de luz refletida, eletrônica de varredura e de 

força atômica.  
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5.3.1 Microscopia de luz refletida e eletrônica de varredura 
  

 

Na análise ao microscópio óptico de luz refletida foi possível observar um 

filme composto de células e matriz extracelular recobrindo parte da superfície dos 

discos, contornando as irregularidades da superfície (Figura 15).  

Entretanto, a visualização das amostras no MEV permitiu observar células 

poligonais e alongadas emitindo prolongamentos em ambas as superfícies. 

Entretanto, a concentração de células foi visivelmente maior nas superfícies 

rugosas nos dias 3, 7 e 11. Ainda se observou que aparentemente o número de 

projeções é maior nas células sobre as superfícies bombardeadas (Figura 16).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 15-  Fotomicrografias das células pré-osteoblásticas sobre a região de transição (região entre 
o centro e periferia) dos discos de Titânio obtidas em microscópio de luz refletida após 
11 dias de cultura. A – Observar que as células possuem um menor tamanho, formas 
mais poligonais e marcadas por vários prolongamentos (seta vazia).  A seta cheia indica 
um risco provocado por pinça para remover o biofilme que estava aderido a superfície 
de Ti bombardeada.  B - Células maiores, porém com forma mais regular. A seta indica 
o biofilme produzido pelas células  
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Figura 16 - Células pré-osteblásticas (CPO) cultivadas por 3, 7 e 11 dias sobre discos de Ti 

bombardeados por argônio e lisos. As imagens A, B e C são de CPO 
cultivadas por 3, 7 e 11 dias em superfícies tratadas, respectivamente. Em D, 
observar célula poligonal marcadas por vários prolongamentos.  Enquanto as 
imagens E - G foram obtidas de CPO sobre superfície lisa cultivadas nos 
mesmos tempos. Na figura F, há CPO maiores e com formato arredondado na 
superfície lisa 
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Os resultados da análise da forma das células aderidas às superfícies de Ti 

mostraram que a textura da superfície influencia sua morfologia. O coeficiente do 

fator forma dos pré-osteoblastos na superfície bombardeada foi significativamente 

menor (p< 0,05) isso indica predominância de células alongadas com numerosos 

prolongamentos (Figura 17).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

     Figura 17– Coeficiente do fator forma dos pré-osteoblastos cultivados por 72h sobre Ti 
bombardeado com íons de argônio e Ti liso. O fator forma é definido como 
[(área/perímetro2) x 4π ], quando igual a 1 refere-se a um circulo e 0 a uma reta. 
Quanto menor o fator forma mais alongadas são as células. Cada barra representa a 
média ± desvio padrão do coeficiente do fator forma de 100 células de cada 
tratamento. * p< 0,0001 indica diferença estatisticamente significativa 

 
 
 
 A análise do fator forma e a observação por MEV das características das 

células aderidas às superfícies do biomaterial permitiu classificar as células em três 

tipos: Tipo I, II e III. Tipo I apresentou valores de FF entre 0 e 0,33; neste caso a 

célula possuía um forma irregular ou estrelada marcada por numerosas extensões. 

Tipo II – forma elíptica ou alongada com FF entre 0,34 e 0,66. Tipo III – célula 

arredondada e os valores de FF entre 0,67 a 1,0. Houve uma predominância de 

células tipo I na superfície bombardeada (Figura 18).      
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    Figura 18 – Distribuição relativa dos tipos I, II e III de pré-osteoblastos em função do substrato. 

Cada barra corresponde à média ± desvio padrão da porcentagem dos tipos celulares 
representativos, obtidos a partir de 100 células de cada tratamento. O tipo I predominou 
no Ti bombardeado, enquanto o II na superfície lisa. As células tipo III não foram 
encontradas na superfície bombardeada. Células cultivadas sobre a superfície 
bombardeada foram significativamente mais alongadas com numerosas extensões 
celulares comparada com a lisa. * indica diferença significativa (p< 0,001)   

 
 
 
5.3.2 Microscopia de força atômica  

 

 

As imagens obtidas por microscopia de força atômica permitiram observar a 

tendência das células se alongarem e emitiram mais prolongamentos nas superfícies 

bombardeadas (Figuras 19 e 20). 

O software analisador de imagem da AFM permitiu calcular rugosidade média 

(Ra) em uma varredura de 50 µm2 da superfície de cada amostra, em função do 

tempo de cultura e da superfície. Observou-se que Ra foi tempo-dependente para 

ambas as superfícies, entretanto houve tendência a ser maior nas bombardeadas 

(Tabela 3).   
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Tabela 3– Rugosidade média (Ra) em µm obtida pelo AFM das células pré-
osteblásticas e sua matriz sobre as superfícies de Ti bombardeada e 
lisa -  São Paulo - 2007 

 

 DIAS DE CULTIVO 

SUPERFÍCIES  3 7 11 

Bombardeada 0,074 0,077 0,167 

Lisa  0,071 0,073 0,137 
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        Figura 19- Imagens de microscopia de força atômica de células pré-osteblásticas e sua matriz 

extracelular sobre a superfície de discos de Ti bombardeadas com íons de argônio. (a) 
Células pré-osteblásticas com forma mais arredondada no 3° dia de cultura (*). (b) 
Observar maior rugosidade aos 7 dias. (c) Células com formato mais poligonal e 
marcada por vários prolongamentos (→)    
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Figura 20- Imagens de microscopia de força atômica de células pré-osteblásticas e sua matriz 
extracelular sobre a superfície de discos de Ti não-tratadas. (a) Células pré-osteblásticas 
com forma mais arredondada nos 3 e 7 dia de cultura (*). (b) Observar células pré-
osteoblásticas ainda arredondadas aos 7 dias (*). (c) Maior rugosidade e células com 
formato arredondado    

*

*
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5.4 PROLIFERAÇÃO DOS PRÉ-OSTEBLASTOS SOBRE AS SUPERFÍCIES DE TI  

 

 

A proliferação das células pré-osteblásticas sobre as superfícies lisa e 

bombardeada, foi avaliada por três diferentes métodos: contagem no hemocitômetro, 

por um sistema analisador de imagem (Imagen-pro plus®) e de forma indireta pelo 

conteúdo de proteína total colhido de cada amostra.  

A análise estatística dos resultados obtidos por contagem no hemocitômetro 

mostrou que houve diferença estatisticamente significativa entre a densidade celular 

(DC) quando comparadas às superfícies avaliadas (lisa e bombardeada, p>0,001) e 

entre a interação tempo vs. superfície (p<0,001) nos dias 7 e 11 de cultivo. A 

avaliação entre os períodos de tempo mostrou que a DC aumentou em função dos 

dias de cultura para ambas as superfícies (Figura 21). 

 

 

 

 

 

   Figura 21 - Histograma da proliferação celular expressa em número de células por cm2 depois de 
3, 7 e 11 dias. Cada barra representa a média de pré-ostesblastos ± desvio padrão 
(n= 3 em cada grupo) de três experimentos iguais. * p< 0,001 compara Ti 
bombardeado e liso; ** p< 0,001 compara controle e Ti bombardeado 

 

Os resultados da DC dos pré-osteoblastos sobre as superfícies de Ti obtida 

no sistema analisador de imagem confirmaram o aumento do número de células em 

função do tempo de cultivo e a maior proliferação sobre a superfície tratada nos dias 

3 e 7 (p< 0,001), entretanto no dia 11 não houve diferença significativa (p= 0,082) 

(Figura 22).  
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 Figura 22 -   Histograma da proliferação celular expressa em número de células por cm2 depois de 
3, 7 e 11 dias. Cada barra representa a média de pré-ostesblastos ± desvio padrão 
(n= 3 em cada grupo) de três experimentos iguais de contagem celular no sistema 
analisador de imagem.  * indica diferença estatística entre as superfícies p< 0,001  

 

 

O conteúdo de proteína total (CPT) também se mostrou tempo-dependente e 

influenciado pela textura da superfície de Ti em todos os experimentos, com 

concentração máxima no dia 11. Os resultados podem ser observados na figura 23. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
   Figura 23-  Histograma do conteúdo de proteína total (µg/ células) normalizado para o número de 

células depois de 3, 7 e 11 dias. * Indica diferença estatisticamente significativa entre 
controle e superfícies de Ti; ** Mostra diferença entre as superfícies. Dados referentes a 
média ± desvio padrão (n = 3 para cada grupo)  
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5.5  ADESÃO DOS PRÉ-OSTEBLASTOS SOBRE AS SUPERFÍCIES DE TI  

 

 

Na figura 24 pode-se observar os resultados dos ensaios de adesão celular. 

A superfície bombardeada se mostrou mais eficaz como substrato de adesão para 

as células do que a superfície lisa (p< 0,05). Não foi observada diferença 

significativa quando se comparou adesão das células de uma mesma superfície em 

função do tempo de adesão. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        Figura 24 -  Histograma da densidade óptica (OD) de células pré-osteoblásticas aderidas nas 

superfícies de Ti. Cada barra representa a média das OD de células pré-
osteoblásticas ± desvio padrão (n = 3 em cada grupo) de três experimentos 
iguais.  * Indica diferença estatisticamente significativa entre as superfícies de Ti  

 

 

 

5.6  DIFERENCIAÇÃO DOS PRÉ-OSTEBLASTOS SOBRE SUPERFÍCIES DE Ti 

 

 

Para determinar se a interação das células MC3T3-E1 com a superfície de Ti 

modificou a expressão fenotípica das células, foram avaliados a atividade de 

fosfatase alcalina e a expressão de osteocalcina.  
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5.6.1 Atividade de fosfatase alcalina (ALP) 
 

 

A expressão da atividade de ALP foi monitorada a partir do meio 

condicionado da cultura das células sobre os discos de Ti 3, 7, 11 e 14 dias após 

serem plaqueadas. Não houve diferença significativa na atividade desta enzima entre 

as superfícies de Ti. Entretanto, após de 14 dias de cultura a produção de ALP foi 

maior nas células sobre as superfícies de Ti em relação ao plástico da placa de 

cultura (p< 0,05) (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 - Atividade de fosfatase alcalina (ALP) no meio condicionado de pré-osteoblastos sobre 
superfícies de Ti e no plástico de placas de cultura (controle) durante 3, 7, 11 e 14 
dias de cultivo. a-b diferença estatística entre as superfícies de Ti e o plástico da placa 
de cultura aos 14 dias 
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5.6.2 Análise de citometria de fluxo para osteocalcina 

 

 

A osteocalcina é um marcador especifico de células osteogênicas. A média 

de células positivas para osteocalcina e a intensidade de fluorescência foram 

avaliadas por citometria de fluxo. Houve uma maior expressão deste marcador em 

células cultivadas por 14 dias sobre as superfícies bombardeadas, entretanto não foi 

observada diferença significativa entre as superfícies de Ti. Esse aumento foi 

significativo apenas nas células cultivadas sobre as superfícies de Ti em relação 

àquelas cultivadas sobre o plástico da placa de cultura que receberam também os 

fatores indutores osteogênicos (controle positivo). Resultados semelhantes foram 

observados em relação à intensidade de fluorescência (Figura 26).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 –  Expressão de osteocalcina. A- células positivas para este marcador e B- Intensidade de 
fluorescência para osteocalcina de células cultivadas sobre diferentes superfícies e avaliadas 
por citometria de fluxo após 14 dias de cultura. a-c diferença estatística (p< 0,05). C-N= 
controle negativo (células sobre o plástico que não receberam fatores osteoindutores (ácido 
ascórbico e β-glicerofosfato); C-P= controle positivo (células sobre o plástico e meio com 
fatores osteoindutores); Ti-L= média de células positivas cultivadas sobre superfície de Ti lisa 
e Ti-B= média de células positivas cultivadas sobre superfície de Ti bombardeada 
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Discussão  
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6 DISCUSSÃO 
 
 
 
 

O conceito de osseointegração tem sido explicado como sendo a união 

estrutural e funcional entre o osso vivo e organizado e a superfície de um implante 

(JOLY; LIMA, 2003). A busca por implantes osseointegráveis iniciou-se em 1977 por 

Brånemark e colaboradores.  As propriedades da superfície do implante têm papel 

fundamental na indução das respostas celulares necessárias para osseointegração 

(MALO et al., 2006; RIDLEY et al., 2006; MUHONEN et al., 2007).  

Os implantes com superfícies rugosas são considerados mais 

osseointegráveis que aqueles com superfícies lisas (BUSER et al., 1991; KIM et al., 

2006). Superficies de Ti rugosas pode ser obtidas por diferentes técnicas: ataque 

ácido, anodização, implantação iônica ou por tratamento mecânico, como 

jateamento. Todas têm como objetivo melhorar a interação dessas superfícies com 

células (JAYARAMAN et al., 2004; PALMA et al., 2005; GRÖSSER-SCHREIBER et 

al. 2006; CHIN et al., 2007; EISENBARTH et al., 2007). No presente estudo, a 

funcionalização da superfície de TiCP por meio do bombardeamento de íons argônio 

permitiu produzir um novo biomaterial. A avaliação da superfície deste material 

demonstrou que o tratamento mencionado modificou a rugosidade e molhabilidade 

do TiCP. Além disso, este material se mostrou biocompatível com preosteblastos.  

Dados históricos mundiais revelam que até a década de 80, 

aproximadamente cem milhões de implantes metálicos foram colocados em seres 

humanos, e estima-se que com os avanços tecnológicos e maior longevidade da 

população mundial esses números sejam proporcionalmente maiores (AZEVEDO; 

HIPPERT, 2002). Estudos têm mostrado ainda que pacientes com implantes 

apresentam maior susceptibilidade ao câncer quando comparados com uma 

população genérica (DORA et al., 1998). Segundo a Agência Internacional para 

Pesquisa sobre Câncer (IARC) existem vários casos de neoplasias no local de 

implantes metálicos associados a osso ou tecido mole. Foram relatados doença de 

Hodgkin, linfomas, leucemia e câncer renal relacionadas a implantes metálicos. 

Treze casos de câncer de mama associados ao uso de marcapasso, 7 de tumores 

cerebrais associados a próteses metálicas substituindo ossos do crânio, entre vários 

outros relatos (MCGREGOR et al., 2000). Na Medicina Veterinária, existe registro de 
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60 casos de osteosarcomas primários em cães com pinos metálicos (LI et al., 1993). 

Estes relatos enfatizam a importância de que todo biomaterial antes da aplicação em 

ensaios in vivo e a liberação de seu uso para produção de implantes e dispositivos 

ortopédicos deve ser testado in vitro quanto a sua biocompatibilidade, 

genotoxicidade e mutagenicidade, (BEREND et al., 2006; LANDES et al., 2006; 

MEROLLI et al., 2006; BAGNO et al., 2007; BRAMA et al., 2007; GJURIC; 

RUKAVINA, 2007), por conseguinte a seleção adequada dos materiais metálicos 

biocompatíveis é muito importante. Assim, os testes Ames e Cometa foram 

aplicados a superfície de Ti bombardeado por argônio,  estes testes são utilizados 

internacionamelmente como um sistema de triagem para detectar o potencial 

genotóxico e mutagênico de novos químicos e drogas em decorrência de sua alta 

preditividade em relação a carcinogênese (MCCANN et al., 1975; ROSS et al., 

1995).  Observamos que os materiais testados no presente trabalho (discos de TiCP 

lisos e bombardeados) não foram mutagênicos. Achados semelhantes foram 

descritos por  Assad et al. (2002) ao aplicar o teste Ames também para TiCP e por 

Russell e Yiming  (1998) ao avaliar a biocompatibilidade em discos de TiCP, bem 

como ligas (Ti-Ag, Ti-Co, Ni-Cr) comumente utilizadas em restaurações dentárias.  

O Cometa é outro importante teste capaz de detectar quebras no DNA. A 

estimativa de danos no DNA usando o ensaio do cometa é resultado da complexa 

interação entre dois processos: danos no DNA e reparo (ativação ou inibição) 

(OLIVE; BANATH, 2006) quantificáveis por meio da análise do escore (COLLINS, 

2004). No presente estudo, os resultados revelaram altos níveis de lesões ao DNA 

das células CHO-K1 nas superfícies de Ti liso, com predominância de lesões das 

categorias 1 e 4, as quais correspondem a lesão fraca e muito forte, respectivamente. 

Entretanto, o nível 4 para as superfícies de Ti liso foi significativamente mais 

freqüente quando comparada as de Ti bombardeado. Esses achados juntamente com 

os resultados do teste Ames demonstraram que o TiCP bombardeado por argônio 

pode seguramente ser utilizado como biomaterial de implantes. Estes resultados 

indicam que as propriedades da superfície também são capazes de influenciar a 

genotoxicidade do material, o que está de acordo com McGregor et al. (2000). A 

caracterização das amostras bombardeadas revelou que estas superfícies foram 

mais hidrofílicas que as lisas. O bombardeamento provavelmente alterou a camada 

de óxido, promovendo uma maior hidratação que refletiu a melhor biocompatibilidade 
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do Ti bombardeado (ZHU et al., 2004), o que está de acordo Chang et al. (2005) os 

quais observaram maiores lesões ao DNA em células cultivadas em superfície lisa.  

Superfícies de Ti rugosas têm sido utilizadas com sucesso em próteses da 

cabeça do fêmur de cães (WALENCIAK et al., 1996) e para confecção de placas 

para fraturas distais de rádio e ulna de cães de raças pequenas (BRASIL et al., 

2007).  A rugosidade é um importante fator para a biocompatibilidade de superfícies 

de titânio. Valores entre 0,14-1,15µm (BOWERS et al., 1992) tem sido considerados 

como um bom prognóstico para a osseointegração. Com o tratamento do TiCP, 

obtivemos valores de Ra (0,11µm) menores do que encontrados na literatura. 

Porém, foi observada uma maior adesão e proliferação das células MC3T3-E1 em 

comparação com a superfície Ti lisa (Ra = 0, 027µm). A avaliação da superfície 

deste material demonstrou que o tratamento mencionado permite modificar a textura 

do TiCP, resultando em superfícies com defeitos uniformes, como observado pela 

MEV  (Figura 16). Esses dados levam a crer que a rugosidade não é o fator mais 

importante para a osseointegração e que outros fatores como topografia, 

profundidade, largura e distância entre os defeitos das superfícies devem ser 

observados. Devemos ainda ressaltar que a influência da configuração da 

morfologia de superfície dos implantes ao nível nanométrico sobre a resposta 

biológica aos implantes não é bem compreendida (COOPER et al., 1998; 

CASTELLANI et al., 1999; PARK; DAVIES, 2000). Acreditamos que a avaliação 

isolada da rugosidade de um implante em µm não seja um parâmetro ideal para a 

sua caracterização, pois superfícies com os mesmos valores de Ra podem 

apresentar morfologias diferenciadas (XAVIER, 2002) e mesmo um Ra maior não é 

garantia de sucesso, como foi descrito por Savarino et al. (2003) ao compararem a 

osseointegração de parafusos de Ti com superfícies rugosas, sendo uma 35% mais 

rugosa que a outra. Estes parafusos foram introduzidos na tíbia de ovelhas por 12 

semanas, ao final deste período, observaram maior quantidade de tecido fibroso 

entre a superfície com maior rugosidade e osso. Os autores associaram este fato a 

topografia da superfície. Enquanto, Vercaigne et al. (1998) ao testarem implantes de 

Ti com rugosidades diferentes (16,5; 21,4 e 37,9 µm), obtidas pelo tratamento de 

plasma em spray e introduzidos na tíbia de cabras por 3 meses, não observaram 

diferença na formação óssea e na força necessária para remoção do implante.  

Outra aplicação do Ti, na Medicina Humana e Veterinária é na fabricação de 

grampos para homeostasia de artérias em vídeo-laparoscopias (SOARES et al., 
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2001) Nossos achados referentes ao Ti bombardeado por argônio demonstram que 

este material pode ser uma excelente alternativa para produção destes grampos, por 

possuir uma rugosidade suficiente para promover a adesão celular, sem favorecer a 

corrosão comum de metais com rugosidades acima de 1,5µm. Como estes 

dispositivos ficam em contato intimo com tecidos moles, o uso de Ti com altas 

rugosidades poderia ser prejudicial por apresentarem maiores taxas de corrosão e de 

liberação de íons, predispondo a reações adversas no corpo. Além disso, os íons 

metálicos solúveis são agentes citotóxicos e cancerígenos (ALBREKTSSON, 1998). 

As avaliações da resposta biológica in vitro deste novo biomaterial 

demonstraram que o comportamento das células pré-osteblásticas MC3T3-E1 foi 

influenciado pela topografia, rugosidade e molhabilidade da superfície de titânio 

submetidas ao processamento a plasma em atmosfera de argônio. Adesão foi uma 

das propriedades celulares analisadas. O método utilizado avalia a capacidade de 

interação das células com a superfície, ele deve ser realizado num intervalo de até de 

três horas, pois após esse período haverá muitas proteínas produzidas pelas células 

que se depositarão sobre a superfície testada, e nesse se caso se estará avaliando 

também a adesão das células sobre essas proteínas também (ROCHA et al., 2005). 

A superfície tratada com argônio se mostrou como melhor substrato para adesão por 

apresentar maior rugosidade, conseqüentemente, maior quantidade de vales, cristas, 

poros e sulcos, o que provavelmente facilitou as ligações de moléculas de adesão 

das células, como integrinas e proteoglicanos, por encontrarem regiões na superfície 

com as quais pudessem interagir e garantir a adesão celular. Esses resultados estão 

de acordo outros trabalhos que mostram que o aumento da rugosidade até certo 

ponto otimizaria a adesão osteoblástica (MARTIN et al., 1995; DELIGIANNI et al., 

2001; ROSA; BELOTI, 2002).  

O sucesso no uso de stents no tratamento para aneurismas da aorta 

abdominal, na cirurgia cardiovascular, depende de uma série de fatores, entre eles, 

da aderência da prótese a parede do vaso, além de concomitante proliferação da 

camada intima vascular sobre o implante para garantir a sua fixação, evitando 

deslocamentos (BOMBONATO et al., 2006). Atualmente, os stents são produzidos a 

partir do TiCP sem tratamento ou de aço inoxidável. O uso de stents com superfície 

bombardeada por argônio poderia aumentar os índices de sucesso destes implantes, 

pelo fato da superfície favorecer a adesão celular, o que estaria de acordo com 
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Haïdopoulos et al. (2006) que observou redução na corrosão e no processo de 

oxidação do Ti tratado com plasma spray  usado na confecção de stents.  

Com relação à proliferação celular, verificamos que a literatura apresenta 

resultados controversos. Alguns estudos mostraram que superfícies lisas favorecem 

proliferação celular (STANFORD et al., 1994; MARTIN et al., 1995; KIESWETTER et 

al., 1996). Entretanto, enquanto De Santis et al. (1996) e Hatano et al. (1999) 

observaram maior proliferação celular em células cultivadas sobre superfícies 

rugosas, Rosa e Beloti (2002), não verificaram diferença na proliferação celular sob 

diferentes condições de rugosidade. Entretanto, segundo Hunter et al. (1995) a 

resposta pode variar de acordo com o tipo de célula, fato que eles observaram ao 

testar superfícies rugosas as quais favoreciam a proliferação de osteoblastos, 

enquanto as lisas a de fibroblastos; resultados semelhantes foram encontrados 

recentemente por Grösser-Schreiber et al. (2006).   Nossos ensaios de proliferação 

demonstraram que as superfícies submetidas ao processamento a plasma em 

atmosfera de argônio permitiram um aumento significativo do número de células em 

comparação aos dados com a superfície lisa. Esse dado pode ser atribuído ao 

aumento da rugosidade da superfície tratada, que permitiu a deposição de moléculas 

de matriz extracelular, citocinas, quimiocinas em microambientes (vales, cristas, 

poros e sulcos) facilitando assim as interações célula-matriz e célula-célula 

(WIELAND et al., 2005).  

A maior molhabilidade das superfícies tratadas também favoreceu a maior 

proliferação dos pré-osteblastos, o que estaria de acordo com Chang et al. (2005) 

que observaram alto crescimento de osteoblastos MG-63 em superfícies hidrofílicas. 

Esse efeito deve-se ao fato da modulação de fatores de crescimento ser influenciada 

pelas propriedades da superfície. Os autores demonstraram que as superfícies 

hidrofóbicas prejudicaram a ativação de AKt e ERK, os quais são responsáveis pela 

progressão do ciclo celular, já que são necessárias para induzir a síntese de ciclina 

D, que por sua vez desencadeia a mudança da  fase G1 para S promovendo a 

proliferação celular (CHANG et al., 2005). 

Outra explicação para o maior crescimento nas superfícies tratadas é o fato da 

rugosidade aumentar a hidratação da camada de óxido da superfície (ZHU et al., 

2004), e conseqüentemente aumentar a adsorção de proteínas do próprio meio na 

superfície (KASEMO, 2002). Da mesma forma nossos resultados de análise das 

imagens e Ra das superfícies Ti realizada pelo AFM, as quais revelaram maior 
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rugosidade nas superfícies tratadas e aumento do Ra em função do tempo, o que  

provavelmente resulta da maior adsorção de proteínas do meio e deposição de 

moléculas de matriz extracelular produzidas pelas células aderidas.  

Essas maiores taxas de adesão e proliferação de pré-osteoblastos na 

superfície de Ti bombardeada torna esse material uma alternativa importante para 

confecção de implantes osseointegráveis para odontologia, provavelmente essas 

maiores taxas garantirão uma rápida aposição de tecido ósseo, podendo reduzir o 

período de 3 a 6 meses de cicatrização livre de cargas, praticado atualmente 

(LENHARO; COSSO, 2004). O Ti bombardeado poderia também substituir o TiCP, 

utilizado desde 1970 na confecção de próteses dos componentes acetabulares e 

femorais para tratamento de displasias coxo-femoral de cães o que provavelmente 

poderia reduzir o período de 8 semanas do pós-operatório, e ainda o animal poderia 

apresentar melhoras mais rápidas nas taxas de movimentação da articulação e de 

ambulação normal, o que certamente aumentaria os índices de sucesso da operação 

(MINTO et al., 2006).  Entretanto ainda são necessários testes in vivo para 

confirmação da aplicabilidade deste material.   

Com relação à morfologia celular, foram evidenciadas diferenças que 

comprovam a influência da textura de superfície sobre as células cultivadas em 

discos de Ti. Foi possível observar células aderidas e espraiadas com características 

morfológicas de osteoblastos, isto é, com formatos poligonais, emitindo longos 

prolongamentos, e um filme composto de matriz extracelular e células recobrindo 

parte da superfície dos discos com maior freqüência nas superfícies tratadas, de 

forma semelhante ao relato de outros autores (ANSELME et al., 2000). Houve uma 

predominância de células tipo I (Figura 23) na superfície tratada, achados 

semelhantes foram descritos por Shah et al. (1999); Wieland et al. (2002) e  Wieland 

et al. (2005). 

Em geral, a expressão de proteínas celulares é sensível a diferentes tipos de 

material e topografias de superfície (LINCKS et al., 1998). Enquanto Castelanni et al. 

(1999) e Rosa e Beloti (2002) não encontraram diferenças significantivas na 

produção de proteínas entre superfícies diferentes, Martin et al. (1995) observaram 

inibição de produção protéica sobre substratos lisos. Tal discrepância de resultados 

poderia ser explicada pela diferença das superfícies com valores de Ra desiguais 

obtidas por diferentes métodos, ou pelo emprego de células de origens diferentes. 
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Em nosso trabalho, a quantidade de proteínas foi menor nos discos com superfícies 

lisas.  

A atividade da fosfatase alcalina (ALP) é convencionalmente utilizada como 

marcador inicial para diferenciação de pré-osteblastos (WANG et al., 1999). A ALP é 

uma enzima particularmente importante para células ostegênicas e possui papel 

fundamental na mineralização da matriz óssea (GRAZIANO et al., 2007). Nossos 

resultados demonstraram que não houve diferença significativa na atividade de ALP 

entre as superfícies de Ti, portanto o bombardeamento não foi suficiente para tornar 

a superfície mais osteointegrável que a lisa. Entretanto, após 14 dias de cultura, essa 

atividade foi significativamente maior nas superfícies de Ti em relação ao plástico de 

cultura, esse fato comprova o potencial osteointegrável destas superfícies, o que está 

de acordo com Liao et al. (2003) e Lee et al. (2004).  

Ainda em relação aos ensaios de diferenciação, ALP não é um marcador 

especifico de osteblastos, como a osteocalcina (VIEIRA, 1999). As análises de 

citometria de fluxo para osteocalcina não revelaram diferença significativa na 

expressão deste marcador entre as células cultivadas nas superfícies de Ti, portanto 

os parâmetros molhabilidade, topografia e nível de rugosidade (Ra 0,11µm) obtidos 

com o bombardeamento não influenciaram a expressão fenotípica das células 

MC3T3-E1, o que está de acordo com Ponader1 et al. (2007).  Entretanto, outros 

parâmetros como a cristalografia da superfície foram capazes de influenciar a 

atividade de ALP de células MC3T3-E1 como foi demonstrado por Faghihi et al. 

(2006).    

Nosso estudo in vitro forneceu uma contribuição para a compreensão da 

respostas celulares TiCP bombardeado por íons de argônio. Entretanto, futuramente 

uma complementação com estudos in vivo, utilizando esse material na confecção de 

implantes para tecido ósseo, permitiria uma melhor compreensão da influência desta 

superfície sobre a osseointegração. 

 

 
 
 

                                                 
1 PONADER, S.; VAIRAKTARIS, E.; HEINL, P.; WILMOWSKY, C.V.; ROTTMAIR, A.; KÖRNER, C.; SINGER, R. F.; HOLST, 
S.; SCHLEGEL, K.A.; NEUKAM, F.W.; NKENKE, E. Effects of topographical surface modifications of electron beam melted Ti-
6Al-4V titanium on human fetal osteoblasts. Journal of Biomedical Materials Research. Part A, 2007 [Epub ahead of print]. 
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7  CONCLUSÃO  
 

 

O bombardeamento de superfícies de Ti com íons de argônio produziu 

uma superfície biocompatível e promoveu melhora nos parâmetros avaliados 

em superfícies destinadas a implantes dentários e/ou ósseos, mas não foi 

capaz de influenciar a taxa de diferenciação celular. 
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