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RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar as propriedades das superfícies de 

amostras de Ti-CP, Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb modificadas via tratamentos 

químicos, bem como avaliar o comportamento das células osteoblásticas 

humanas frente a essas modificações. Para tanto, amostras das três ligas 

foram atacadas com ácido clorídrico ou fosfórico, seguido ou não por 

tratamento alcalino, e posteriormente analisadas quanto à morfologia, 

rugosidade, área efetiva e ângulo de contato (molhabilidade). Microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a morfologia das 

superfícies e EDS para obter as composições químicas. Medidas de 

rugosidade e área efetiva foram executadas com microscópio confocal a laser. 

O goniômetro foi o equipamento utilizado para as medidas de ângulo de 

contato. As respostas osteoblásticas foram avaliadas por meio da técnica de 

reação de polimerase em cadeia com transcrição reversa em tempo real (real 

time RT-PCR), para determinação das expressões gênicas de ALPL, COL1A1, 

COL3A1, SPP1, RUNX2 e SPARC. Os resultados demonstraram que os 

tratamentos provocaram alterações nas propriedades da superfície e induziram 

as expressões gênicas dos osteoblastos humanos. Todos os tratamentos 

provocaram alteração na composição química da superfície da amostra. Os 

tratamentos ácidos provocaram alterações de topografia e área efetiva, 

enquanto que os tratamentos alcalinos alteraram a morfologia da superfície e 

aumentaram a hidrofilicidade, todos em relação às amostras apenas lixadas 

(controles). As expressões genicas foram diferentemente reguladas de acordo 

com o tratamento empregado na superfície das amostras testadas. De forma 

geral, os tratamentos alcalinos e o ataque com ácido fosfórico são mais 

efetivos para controlar o comportamento celular. Os tratamentos ácidos e o 

tratamento alcalino induzem alterações de topografia nas escalas micro, 

submicro e, em alguns casos, nanométricas, fato que pode amplificar e 

acelerar as respostas das células sobre os materiais.  
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SURFACE MODIFICATION OF TI-CP, TI-6AL-4V E TI-6AL-7NB AIMING 

OSSEOINTEGRATION OF IMPLANTS: SURFACE PROPERTIES AND 

OSTEOBLASTIC RESPONSES 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to evaluate the properties of the surfaces of  

CP-Ti, Ti-6Al-4V, Ti-6Al-7Nb  alloys modified via chemical treatments, as well 

as evaluating the behavior of human osteoblastic cells as function of these 

changes. For this purpose, samples of the three alloys were etched with 

hydrochloric acid or phosphoric acid, followed or not by alkaline treatment, and 

subsequently analyzed their morphology, roughness, effective area and contact 

angle (wettability). Scanning electron microscopy (SEM) was used to evaluate 

the morphology of surfaces and EDS for chemical compositions. Roughness 

and effective area measurements were performed with confocal laser 

microscope. A goniometer was used for the measurement of contact angle. 

Osteoblastic responses were evaluated by means of the technique of 

polymerase chain reaction with reverse transcription real-time (real-time PCR) 

to determine the gene expression of ALPL, COL1A1, COL3A1, SPP1, RUNX2 

and SPARC. The results showed that the treatments significantly change the 

surface properties and induced the gene expression of human osteoblasts. All 

treatments caused change in the chemical composition of the sample surface. 

Acid treatments caused changes in actual topography and area, while alkaline 

treatments altered the surface morphology and increased hydrophilicity 

compared to the only abraded samples (controls). The gene expression was 

regulated differently in accordance with the surface treatment employed in the 

samples tested. Overall, treatment with alkaline treatment and phosphoric acid 

are more effective to control cell behavior. The alkali treatment and acid 

treatments together induce changes in the topography at micro, submicron and 

in some cases nanometric scales, which may amplify and accelerate the 

response of the cells on the materials. 
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1. INTRODUÇÃO: CONTEXTUALIZAÇÃO DA PESQUISA 

 

Os biomateriais podem ser definidos como materiais, sintéticos ou 

naturais, utilizados como componentes em aplicações médicas e que 

interagem com os sistemas biológicos (Willians, 1987 apud [1]). Dentre os 

biomateriais existentes, os implantes são aqueles que devem atender 

determinados requisitos para serem aplicados no interior do corpo humano 

após intervenção cirúrgica. Especificamente, os implantes intraósseos devem 

possuir características que promovam a fixação assintomática dos materiais no 

interior de tecidos ósseos. 

De forma geral, os materiais sintéticos utilizados para produzir 

biomateriais são: metais, cerâmicas, polímeros e compósitos. Alguns 

componentes podem ser montados empregando-se dois ou mais tipos de 

materiais, é o caso, por exemplo, de alguns projetos de prótese de quadril na 

qual todos os tipos de materiais mencionados podem ser utilizados. 

Quanto aos materiais metálicos, aqueles classificados como refratários 

são os que induzem respostas não inflamatórias e reduzidas espessuras de 

tecidos fibrosos, permitindo assim maior fixação biológica e biocompatibilidade. 

Fazem parte desses metais: titânio (Ti), nióbio (Nb), háfnio (Hf), tântalo (Ta) e 

rênio (Re). Em comum todos eles apresentam excelente resistência à corrosão, 

fato que pode ser explicado pelo mecanismo e a velocidade com que auto-

reparam suas camadas passivas após algum dano [2]. 

O titânio e algumas de suas ligas permanecem amplamente utilizados 

em aplicações médicas devido as suas propriedades de resistência à corrosão, 

alta resistência mecânica, baixa densidade e reduzido módulo de elasticidade 

(ou de Young). Essas propriedades influenciam no desempenho do implante e 

na constituição da interface implante/osso, importante para a garantia da 

biocompatibilidade de implantes intraósseos. 

O conceito de biocompatibilidade pode ser entendido como sendo a 

habilidade de um material em uma função específica induzir uma resposta 

apropriada ao tecido hospedeiro (Willians, 1987 apud [1]). Quando o material 
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apresenta reações inadequadas ou adversas, a citotoxicidade pode ser 

apontada como a causa desta incompatibilidade e é frequentemente 

dependente da tendência de ionização dos metais utilizados na liga. Desta 

forma o alumínio (Al) e o vanádio (V), presentes em algumas ligas de titânio, 

podem ser dissolvidos no interior do corpo humano e serem causadores de 

doenças e inflamações. Por esse motivo, é interessante evitar a exposição 

destes elementos imediatamente nas superfícies dos biomateriais ou buscar 

alternativas de materiais livres de elementos citotóxicos. 

A utilização de materiais adequados e tratamentos de superfícies 

apropriados podem tornar os materiais metálicos bioativos e com isso acelerar 

o processo de osseointegração, culminando em um período pós-operatório 

reduzido ao paciente, que pode ser traduzido em incontáveis benefícios. 

Frente a este desafio, o desenvolvimento de superfícies que acelerem 

o processo de osseointegração dos biomateriais intraósseos é um desafio atual 

em vários campos de pesquisa, tais como, ciência dos materiais, engenharia, 

odontologia, medicina, física, química e biologia, como podem ser observadas 

as porcentagens distribuídas de publicações para diversas áreas de pesquisa, 

Figura 1.1, após consulta realizada com auxílio de um sítio da internet, Web of 

Science, na qual englobou os seguintes termos no campo tópico: 

Topic=(surface and biomaterial* and osseointegration). Foram retornadas 251 

publicações quando a consulta foi efetuada, janeiro de 2013 [3]. A Figura 1.2 

apresenta a quantidade de artigos científicos publicados nos últimos quinze 

anos sobre o mesmo tema da Figura 1.1. Nota-se que a partir do ano 2000 o 

número de publicações cresceu vertiginosamente. 
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Figura 1.1 : Distribuição em porcentagem das publicações por áreas de 

pesquisa de acordo com as palavras pesquisadas. 

 

 

Figura 1.2: Quantidade de publicações por ano disponíveis no sítio de consulta 

Web of Science com as seguintes palavras: surface and biomaterial* and 

osseointegration. 
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O crescimento observado na última década, de acordo com a Figura 

1.2, pode ser explicado pela prioridade que alguns países vêm demonstrando 

para o campo de pesquisa voltado aos biomateriais, que compreendem, em 

geral, produtos com alto valor agregado e de alta tecnologia com grande 

arcabouço científico. 

Desta maneira, a busca por tecnologias que possa combinar 

propriedades na busca de aperfeiçoar os projetos de implantes faz parte do 

foco de grupos de pesquisa pelo mundo, inclusive no Brasil, país que ocupa a 

quinta posição em número de publicações, utilizando os termos de pesquisa, já 

citados acima, Figura 1.3. 

 

Figura 1.3: Distribuição de publicações por países. Constam 10 dos principais 

países em quantidade de publicações com os termos pesquisados. 

 

A notoriedade da posição ocupada pelo Brasil com relação ao número 

de publicações provém da prioridade a que se atribui este campo de pesquisa 

pelo governo brasileiro para, provavelmente, possibilitar inovação ou 

nacionalização dos produtos neste setor. 

Partindo para uma visão microscópica e nanométrica, verifica-se que 

os desenvolvimentos de superfícies de implantes intraósseos estão centrados 

na obtenção de superfícies que controlem as respostas biológicas [4–6]. Assim, 

quando a busca realizada no sítio Web of Science passa a conter os seguintes 

termos: Topic=(surface and biomaterial* and osseointegration and micro*) são 
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retornadas 122 publicações, sendo a mais antiga do ano de 1998 e em 2012 

foram publicados um total de 26 com esses termos. Trocando o termo micro 

por nano da pesquisa, ou seja, Topic=(surface and biomaterial* and 

osseointegration and nano*), a publicação retornada mais antiga é do ano de 

2008 e o total do número de publicações até janeiro de 2013 é de 66, o que 

comprova ser um tema que desperta interesse atualmente. 

Essa análise permite concluir que os materiais que possuem 

características contendo nanoestruturas, nanotopografias, nanoporos, 

nanotubos, nanoesferas, vêm sendo focados no campo de pesquisa 

relacionado a superfícies de materiais que visam à osseointegração de 

implantes [3]. Esse fato decorre das respostas biológicas frente a superfície por 

meio tanto de ensaios in vitro quanto in vivo. Com relação aos ensaios in vitro, 

há estudos que se utilizam de células osteoblásticas (de ratos ou de humanos) 

e de células estaminais mesenquimais (células pluripotentes que podem se 

diferenciar em várias linhagens celulares, inclusive em osteoblastos) para 

avaliarem as respostas biológicas frente aos materiais. O que se tem 

observado é que as superfícies de materiais que contem características na 

escala de nanômetros, nanotopografias ou nanotexturas, favorecem respostas 

celulares e melhoram a osseointegração de implantes, fato que pode ser 

observado em estudos que se utilizam de testes in vivo com ratos, cachorros 

ou coelhos [7–12]. 

A maioria dos estudos focados em tratamentos de superfície de 

implantes concentra-se na utilização de titânio comercialmente puro (Ti-CP) 

como material para aplicação em implantes dentários. O interesse do presente 

estudo, no entanto, é o de focar nas ligas de titânio utilizadas para aplicação 

em implantes com carregamento elevado durante solicitações mecânicas 

(implante femoral, por exemplo). Neste caso, os tratamentos podem induzir a 

formação de óxidos outros que não o de titânio, acrescentando problemas tais 

como: 

 

1. Aumento da citotoxidade provocado pela presença de elementos 

indesejados na superfície, por exemplo, alumínio e vanádio; 
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2. Menor osseointegração decorrente do decréscimo da fixação 

biológica e da biocompatibilidade. 

 

Ademais, o escopo das modificações ou tratamentos das superfícies 

dos implantes é justamente aprimorar as propriedades de superfície dos 

materiais para favorecer e catalisar o processo de fixação biológica do implante 

ao osso. 

Neste trabalho, a estratégia consiste em desenvolver métodos de 

modificação de superfície de baixo custo tendo em vista o cenário brasileiro de 

recursos escassos para aplicação em Saúde. Com este propósito foram 

realizadas modificações de superfície com tratamentos químicos que 

pudessem provocar alterações das propriedades da superfície, mais 

especificamente de topografia, rugosidade, ângulo de contato (molhabilidade) e 

área efetiva para em seguida avaliar os efeitos destas propriedades sobre as 

respostas biológicas (expressões gênicas de proteínas relacionadas ao osso) 

em especial do comportamento dos osteoblastos humanos sobre amostras de 

Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb modificadas por meio de ataques ácidos, 

combinados ou não com tratamento alcalino. 

O objetivo, portanto, é de avaliar as influências e correlações entre as 

variações de topografia, ângulo de contato, área efetiva da superfície, 

rugosidade e composição com relação às expressões gênicas dos osteoblastos 

humanos de genes específicos aos fenômenos de osteocondução, importante 

propriedade para a fixação biológica e integração do implante aos tecidos 

ósseos [13,14]. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Como se trata de um assunto multidisciplinar, o Apêndice A poderá ser 

consultado para encontrar as definições de léxicos frequentemente utilizados 

neste texto, mas que não são comumente encontrados em trabalhos que 

envolvem ciência e engenharia de materiais. 

 

 

2.1  Biomateriais 

 

Geralmente os requisitos para que um biomaterial torne-se um produto 

podem ser agrupados em quatro categorias [15]: 

Biocompatibilidade: habilidade de o material induzir uma resposta 

adequada ao tecido no qual está inserido, ou seja, tecido hospedeiro. 

Esterilizabilidade: o material deve estar apto a receber os diversos 

processos de esterilização, tais como: radiação, gás ou aquecimento em 

autoclave. 

Funcionabilidade: este requisito depende da habilidade com que o 

material possa ser conformado para atender uma função particular, incluindo 

nesta categoria a viabilidade econômica utilizando processos de fabricação de 

engenharia. 

Manufaturabilidade: é frequente apontar materiais candidatos a 

biocompatíveis, porém a dificuldade em processá-los pode ser um entrave na 

produção do componente para a área médica. 

 

É comum classificar os materiais implantáveis de acordo com as 

interações entre o implante e o tecido ósseo [16]: 

 

Materiais Biotolerantes: apresentam a formação de tecido conectivo 

com espessura entre 0,1µm e 10µm que não adere à sua superfície podendo 

conduzir a falha prematura do implante. 
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Materiais Bioativos: formação de tecido ósseo ao redor do implante 

fortemente integrado ao osso. Nessa classe há uma maior tendência de 

sucesso de implantação. 

Materiais Biorreabsorvíveis: ocorre a substituição do material 

implantado por osso autólogo. 

 

De uma maneira geral, os implantes a base de Ti podem ser 

classificados como biotolerantes ou bioinertes; no entanto, os processos de 

modificação da superfície primam em promover a formação de uma superfície 

bioativa e promover a formação do tecido ósseo na superfície do implante. Do 

ponto de vista biológico, os materiais podem receber as seguintes 

classificações atreladas às respostas das células relacionadas à osteogênese 

(formação de osso) [13]: 

 

Osteoindução: processo pela qual a osteogênese é induzida a partir 

de células pluripotentes e indiferenciadas que de alguma maneira são 

estimuladas a desenvolver-se em uma linhagem de células formadoras de 

osso, preosteoblastos, por exemplo. 

Osteocondução: refere-se ao processo pelo qual o osso é conduzido 

e cresce mediante a superfície e no interior de suas irregularidades. 

De forma geral, o que se busca em implantes intraósseos, a partir de 

materiais biocompatíveis, é a modificação da sua superfície de tal maneira a 

torná-la bioativa, controlando a osteocondução e por fim a osseointegração do 

componente. Sendo o termo osseointegração definido a seguir: 

Osseointegração foi preconizado por Branemark em 1977 como 

sendo um conceito histológico ocasionado pelo contato direto entre 

osso/implante ao nível de resolução da luz do microscópio óptico [17]. 

Posteriormente, o conceito foi aprimorado por Zarb e Albrektsson (1991) 

chegando a uma definição clinicamente aplicável, como um processo no qual é 

obtida e mantida a fixação assintomática e rígida dos materiais aloplásticos 

durante as cargas funcionais [18]. Na prática trata-se da existência de um 
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ancoramento que evita a movimentação progressiva entre o osso e o 

componente implantado [19]. 

 

 

2.2  Superfície do metal 

 

Quando um material é implantado no interior do corpo humano, 

instantaneamente ocorrem reações entre a superfície do biomaterial e os 

fluidos intracorpóreos. Essas interações imediatas são fundamentais para a 

biocompatibilidade da superfície do implante. 

Neste ponto, é importante entender o conceito de superfície de forma 

geral, uma vez que o enfoque conceitual pode variar conforme a área de 

interesse. 

Os átomos na superfície dos materiais metálicos são considerados 

parcialmente reativos, devido às configurações eletrônicas nas superfícies 

serem diferentes das do volume do material. Portanto, a superfície possui 

propriedades diferenciadas. Esta característica culmina no aumento da energia 

livre superficial de Gibbs e por esse motivo o metal pode, por exemplo, se ligar 

espontaneamente ao oxigênio atmosférico formando a denominada camada 

passiva.  

A formação da camada passiva ao redor da superfície dos materiais 

metálicos ocorre inicialmente a uma taxa extremamente rápida até atingir 

espessura por volta de 2 a 3 nm com estrutura do óxido amorfa. Em seguida o 

aumento da espessura do filme formado ocorre de forma mais lenta chegando 

a 5 nm após uma semana do polimento da superfície de titânio comercialmente 

puro (Ti-CP), por exemplo. Deste modo, por ser constituída rapidamente, a 

superfície tende a não possuir contornos de grãos e defeitos estruturais, o que 

pode culminar na elevada resistência à corrosão do metal [20]. 

Titânio comercialmente puro e ligas de titânio são recobertos 

espontaneamente pelos seus filmes passivos, que se auto-reparam quando 

são rompidos por algum motivo. 
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Quando amostra de titânio comercialmente puro é polido em água 

deionizada e a sua superfície é analisada por espectroscopia de fotoelétrons 

excitados por raios-X (XPS) o que se observa é a decomposição do espectro 

de Ti 2p em quatro picos referentes às valências: Ti0, Ti2+, Ti3+ e Ti4+. Desta 

maneira, o filme da superfície formado nestas condições consiste de óxido de 

titânio amorfo ou com baixa cristalinidade, possuindo o metal quatro estados de 

oxidação, como pode ser observado na Figura 2.1[20]. 

 

 

Figura 2.1: Decomposição em oito picos (elétrons 2p3/2 e 2p1/2 em quatro 

valências) do espectro de Ti 2p, obtido a partir de uma amostra de titânio lixada 

e imersa por 300s em água. Os números com as setas representam as 

valências encontradas na análise (extraída de [20]). 

 

Na Figura 2.2, temos a comparação de resultados de análises obtidas 

por XPS de uma amostra de titânio polida, lavada sucessivamente com tolueno 

e água destilada, secada ao ar (Figura 2.2 A) e de outra submetida a um 

processo de reoxidação a partir de um ataque químico com H2SO4 + H2O2 (1:1) 

por 2 horas (Figura 2.2 B). Nesta análise, pode-se observar que o óxido 

formado após o ataque químico tem maior tendência a ser estequiométrico, 

com fórmula TiO2, comparado ao da amostra sem tratamento superficial [21]. 
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Figura 2.2: Espectro de XPS do nível Ti2p (à esquerda) e O1s (à direita) em 

superfície de Ti:  (A) sem tratamento (controle) e (B) superfície tratada com 

H2SO4 + H2O2  (extraída de [21]) 

 

As superfícies de titânio modificadas com ácido sulfúrico apresentam 

maiores tendências a sofrerem incorporações de enxofre quanto maior a 

concentração do ácido utilizado. No entanto, a contaminação com cloretos 

tende a manter-se sempre baixa quando se utiliza ácido clorídrico para esse 

fim, mesmo com aumento da concentração de cloretos na solução, sendo 

apontado como excelente descontaminante [22]. 

Com relação à liga Ti-6Al-4V a formação da camada passiva na 

superfície contem traços de óxido de alumínio, e em menor quantidade o 

elemento vanádio. Esses elementos devem ser evitados já que apresentam 

citotoxidade [15]. 

Quando a superfície de uma amostra de titânio que passou por um 

processo de lixamento para remover a camada passiva de óxido é 

imediatamente imersa durante 300 segundos em solução de Hank (pH 7,4) 

para checar concentrações dos íons [20], o que ocorre é a adsorção de íons 

fosfato e de íons cálcio proveniente da solução em decorrência da 

repassivação, conforme Figura 2.3, na qual apesar da predominância de titânio 
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e oxigênio constata-se a existência dos íons na região em destaque da Figura 

2.3 [20].  

 

 

Figura 2.3: Perfil de análise via AES das concentrações relativas de elementos 

presentes na superfície do titânio lixado e imerso 300s em solução de Hank 

(pH 7,4) (extraída de [20]). 

 

Quando algum componente composto por titânio que foi implantado em 

corpo humano é submetido a uma análise via espectroscopia por elétrons 

Auger (AES) a superfície pode revelar constituintes de cálcio, fósforo e enxofre 

[15].  

A Figura 2.4 ilustra esquematicamente em forma ampliada as regiões 

formadas na interface titânio/osso. No esquema a partir do lado esquerdo da 

figura em direção ao lado direito encontram-se destacadas cinco regiões 

distintas. A primeira refere-se ao titânio metálico (região 1) recoberto por uma 

camada de óxido (TiO2) formando a região 2. Esta, por sua vez, após interação 

com grupos hidroxila da água, por exemplo, forma um material com 

consistência de um gel na superfície (região 3). Neste estágio, as proteínas 

presente nos fluídos corpóreos aderem-se à camada de Ti-Gel (região 4) e o 

processo prossegue pela adesão das células osteoblásticas (região 5) rumo à 

formação óssea e à osseointegração. 
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Figura 2.4: Uma visão artística da interface titânio/osso dividida em cinco 

regiões. O óxido de titânio é coberto com uma camada extremamente fina de 

peróxido de titânio, que está em contato com o osso em recuperação (extraída 

e modificada de [19]). 

 

 

2.3 Modificação da superfície visando a osseointegração 

 

A modificação da superfície de implantes intraósseos tem o propósito 

de estimular o processo de osseointegração, ou seja, provocar uma melhor e 

mais espontânea adesão do osso traumatizado ao metal. Desta forma, criar 

uma superfície que favoreça a constituição da interface implante/osso é muito 

útil para a área dos biomateriais. 

Podemos listar quatro fatores relacionados aos materiais que regulam 

as características da interface implante/osso, são eles [16]:  

 

 Energia da superfície; 

 Composição da superfície; 
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 Rugosidade da superfície; 

 Topografia da superfície. 

 

A energia da superfície do material é influenciada por alterações entre 

composição, rugosidade e topografia que podem ser combinadas de forma a 

promover diferentes respostas celulares frente às diferentes superfícies, sendo 

um método eficiente para estudar os mecanismos que antecedem a 

osseointegração [23]. Os efeitos desses fatores sobre as respostas biológicas 

estão explicados na Seção 2.5. 

Muitos métodos de processamento vêm sendo testados com intuito de 

manipular esses fatores para que se obtenha biomateriais com superfícies que 

favoreçam a osseointegração [8,9,11,12,21,24–26]. Na tabela 2.1 encontram-

se listados métodos de modificações separados em duas categorias: 

manipulação física ou manipulação química [23]. 

 

Tabela 2.1: Modificações e propriedades de superfícies para titânio liga 

(extraída e modificada [23]). 

Modificação Composição Topografia 

Manipulação Física   

1. Processamento 

mecânico 

  

Usinagem TiO2 com contaminantes 

(C, H, Si, entre outros) 

Linhas paralelas com 

rugosidade, protrusões, 

rugosidade (Ra) entre 

0,3 e 0,6 µm.  

Polimento   

Meios de polimento: 

SiC, Al2O3 e Diamante. 

TiO2 contendo C, N, O, 

H, Si, Al 

Superfície lisa com 

rugosidade Ra igual ou 

menor que 0,1. 

Jateamento: SiC, Al2O3 

entre outros. 

TiO2, HA contendo 

partículas cerâmicas 

Depressões (e gouges) 

produzidos por 

deformação plástica e 
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desbastes com Ra entre 

0,5 e 6 µm. 

2. Tratamentos com 

plasma 

  

Implantação iônica: N, 

O, Ca e P 

TiN ou TiNx com Ca e/ou 

P 

Nenhuma alteração 

expressiva de topografia 

Limpeza com plasma: 

Ar, O 

TiO2 com contaminantes 

inorgânicos ou TiO2 

estequiométrico 

 

Plasma spraying Recobrimento de 

fosfatos de cálcio 

Superfície porosa 

Plasma sputtering Flimes finos de fosfato 

de cálcio 

Superfícies lisas 

3. Tratamentos com 

Laser 

  

Laser cladding 

(recobrimento) 

Recobrimento com 

fosfatos de cálcio 

 

Deposição a laser 

pulsado 

Filmes de fosfato de 

cálcio 

Micro e macro partículas 

esferoidais 

4. Outros métodos   

Ion sputtering Filmes finos de fosfato 

de cálcio 

 

Magnetron sputtering Filmes finos de fosfato 

de cálcio 

 

Oxidação térmica TiO2 Nenhuma influência na 

topografia 

   

Manipulações 

Químicas 

  

Ataque ácido Óxido de titânio com 

elementos residuais 

Pits  semelhantes a 

dimples 

Tratamento químico Grupos Ti-OH e Camada microporosa 
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H2O2 CaP Camada CaP 

Tratamento alcalino e 

térmico 

Grupo Ti-OH  

Oxidação anódica TiO2 com S, P, ou Ca/P Superfície lisa ou porosa 

Tratamento 

hidrotérmico 

Fosfato de cálcio Agulhas na superfície 

Deposição 

eletroquímica 

Fosfato de cálcio Superfícies lisas 

Processamento 

biomimético 

Fosfato de cálcio Superfície com estrutura 

em forma de flocos 

 

Atualmente, há consenso sobre a importância de alterações 

superficiais na escala de dimensão de nanômetros com intuito de obter 

padrões de topografias superficiais; estas nanotopografias, nanotexturas, 

nanopadrões ou nanoarquiteturas aparentam influenciar significativamente nos 

processos celulares, tais como, adesão, espraiamento, mas principalmente 

proliferação e diferenciação celulares. Estas modificações podem ser uma 

forma de “guiar” as células no sentido de uma regeneração óssea e formar 

superfícies “inteligentes” aos implantes [11]. 

Objetos de pesquisas atuais vêm sendo o desenvolvimento de 

superfícies com óxidos organizados como a formação de nanotubos de óxido 

de titânio sobre as superfícies das diferentes ligas [27]. A aplicação de laser 

também tem recebido atenção especialmente por ser um processo que modica 

a topografia da superfície do material sem adição de material ou impurezas 

[28]. 

Na tabela 2.2, estão listados alguns processos disponíveis para 

modificações superficiais nesta escala de análise – a nanométrica [11]: 

 

Tabela 2.2: Métodos para modificar em escala nanométrica a superfície de 

implantes de titânio (extraído e traduzido de [22–24]). 

Métodos Características 

Automontagem de monocamada O grupo funcional final pode ser uma 
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(Self-assembly of monolayers) molécula com diferentes funções 

(osteoindutiva ou molécula aderente à 

célula, por exemplo). 

Métodos físicos  

Compactação de nanopartículas Conserva a química sobre diferentes 

topografias. Ainda não aplicadas à 

implantes. 

Implantação iônica (Ion beam 

deposition) 

Produz nano características conforme 

o material utilizado. 

Métodos químicos  

Ataque ácido Combinado com outros métodos 

(jateamento de areia e ou 

peroxidação) pode induzir a formação 

de nano características sobre as 

superfícies e remover contaminantes. 

Peroxidação Produz uma camada de titânia gel. 

São produzidas alterações químicas e 

topográficas. 

Tratamento alcalino (NaOH) Produz uma camada de titanato de 

sódio gel que permite a deposição de 

hidroxiapatitas. São produzidas 

alterações químicas e topográficas 

Anodização Pode produzir nano características à 

superfície do material criando uma 

nova camada de óxido (baseado no 

material utilizado). 

Deposição de nanopartículas  

Sol-gel (adsorção de partícula 

coloidal) 

Cria um filme fino com Caracterísitcas 

químicas controladas. 

Deposição cristalina discreta (discrete 

crystalline desposition) 

Produz uma complexidade de 

topografias em nanoescala sobre as 

superfícies. 
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Litografia e técnica de impressão por 

contato 

(contact printing technique) 

Muitas formas e materiais diferentes 

podem ser aplicados sobre as 

superfícies. Os desenvolvimentos são 

laboriosos e intensivos requerendo 

desenvolvimento considerável prévio 

à transferência para clínicas e para 

aplicações em implantes. 

 

 

Existe um consenso na pesquisa de que as propriedades bioquímicas 

das superfícies de titânio podem ser modificadas pela imobilização de 

moléculas bioativas (BAM, siglas em inglês), ou seja, determinadas moléculas 

tais como peptídeos e proteínas são intencionalmente ligadas ou imobilizadas 

na superfície do material anterior à implantação para exercer uma determinada 

função no tecido hospedeiro. Algumas moléculas devem ser imobilizadas 

irreversivelmente, é o caso de alguns peptídeos; outras moléculas devem ser 

imobilizadas na superfície de forma reversível, por exemplo, antibióticos ou 

fatores de crescimento que devem ser liberados com determinada 

concentração e determinado tempo. 

Na sequência temos as características de processos para modificação 

de superfície para implantes que se utilizam de métodos de imobilização, 

alguns em fase de pesquisa, mas que recebem atenção por potencialmente 

possuírem características que possam conduzir a osteocondução de forma 

controlada e melhorar o processo de osseointegração [29]. 

Abaixo estão listados processos não convencionais que objetivam a 

nano-funcionalização de superfícies [29]: 

 

 Adsorção: método mais simples de imobilização no qual 

moléculas são adsorvidas por meio de interações fracas (p.e. Forças de Van 

der Walls, pontes de hidrogênio) após a imersão do implante em uma solução 

específica. A estabilidade das espécies adsorvidas; dependerá das variáveis: 

pH, força iônica e concentração de proteína. 
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 Imobilização covalente: consiste em ligação estável das 

moléculas às superfícies por meio de grupos hidroxilas previamente formados 

na superfície. No entanto, pode haver necessidade de utilização de soluções 

não fisiológicas (solventes) que precisam se removidas após o fim da 

imobilização.  

 Monocamadas automontadas (self-assembled monolayers): 

procedimento utilizado para fixar cadeias de moléculas sobre as superfícies. 

Baseia-se na interação de grupos de ancoramento da molécula e de sítios de 

interação na superfície, tais como, fosfatos e fosfonatos. Não há formação de 

ligação covalente, característica explorada para produzir materiais 

biofuncionais [30]. 

 Métodos eletroquímicos (polarização catódica e anódica): Na 

polarização catódica é possível a formação de compostos a base de fosfatos 

de cálcio (hidroxiapatitas, por exemplo) sobre a superfície, podendo co-

depositar elementos químicos de interesse. A polarização anódica pode ser 

utilizada para a deposição de polímeros, tais como, o colágeno ou outras 

proteínas, sobre as superfícies de metais. 

 

Além destes métodos, atualmente outros vem sendo pesquisados para 

a aplicação na área de biomateriais; são procedimentos que buscam a bio-

funcionalização da superfície e são muito minuciosos para controlar regiões de 

interesse das células. Nesses casos, são utilizados, por exemplo, os ácidos 

nucléicos e DNA[29]. 

Em todos estes casos, as moléculas bioativas (BAM) devem formar 

domínios bioativos semelhantes a uma conformação nativa, uma forma de 

mimeses, para favorecer a adesão das células do tecido hospedeiro. As 

moléculas imobilizadas devem estar acessíveis às células, ou seja, requerem 

uma determinada distância da superfície. [29,31]. 
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2.4 Modificações das superfícies 

 

As modificações das superfícies dos materiais geralmente têm como 

objetivo adequar a superfície do componente para uma determinada aplicação. 

No caso dos biomateriais metálicos intraósseos a modificação nas superfícies é 

aplicada com intuito de promover uma melhor constituição da interface entre o 

implante e osso. Vários processos estão listados nas Tabelas 2.1 e 2.2; em 

seguida estão explicados os utilizados neste trabalho: ataque ácido e 

tratamento alcalino. 

 

 

2.4.1 Tratamento Ácido 

 

Ataques ácidos da superfície de implantes a base de titânio têm sido 

amplamente aplicada para alterar a rugosidade, composição da superfície e a 

molhabilidade/energia superficial, além de serem utilizados com intuito de 

“limpar” a superfície das etapas de processamento previamente executadas, 

usinagem, por exemplo [32]. 

São de particular interesse os ácidos: clorídrico, sulfúrico, fluorídrico e 

também as misturas entre eles, por favorecerem consideravelmente a 

osseointegração sem adição de material à superfície do implante, por exemplo, 

de hidroxiapatitas, de partículas do jateamento [33]. 

A imersão de titânio por alguns minutos em uma solução concentrada 

de HCl/H2SO4 (ataque duplo ácido) acima de 100o C provoca micro rugosidade 

superficial conforme Figura 2.5. 
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Figura 2.5: micrografias via MEV de uma superfície de um implante dental de 

titânio (Cortesia de Straumann AG, Suíça) [32] atacada por duplo ácido. 

 

Métodos de ataques químicos têm sido avaliados quanto ao 

comportamento frente às células em ensaios in vitro na busca de compreender 

os fatores que regulam os processos de adesão, espraiamento, proliferação de 

células de várias linhagens e da diferenciação de células pluripotentes 

mesenquimais em osteoblastos bem como as expressões gênicas destas 

células em diferentes superfícies, ambas envolvidas no processo de 

osteogênese [2,8,21,34,35]. 

Na Figura 2.6, são observadas imagens das superfícies de implantes 

dentários de titânio nas seguintes condições: usinado (a e c) e atacado (b e d). 

O ataque químico consistiu na submersão do implante durante 4 horas em uma 

solução contendo volumes iguais (1:1) de H2SO4 + H2O2 [36]. Nota-se que 

ocorreu a formação de uma topografia controlada micrometricamente 

provocada pela desoxidação e reoxidação da superfície do implante atacado. 

De acordo com os autores houve formação de micropits medindo entre 5µm e 

20 µm e, ao contrário do que era esperado, não houve a ocorrência de 

topografia na escala manométrica [36]. De qualquer maneira, os implantes 

foram testados para averiguar a porcentagem de contato osso-implante após 

três e oito semanas da implantação nas mandíbulas de cachorros. A eficiência 

da modificação de superfície foi comprovada por meio da porcentagem de 

contato implante/osso, durante a análise histológica na superfície dos implantes 

testados. Foi constatado que o ataque ácido promoveu maior osteogênese na 
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superfície dos implantes inseridos nas mandíbulas de cachorros, fato que 

sugere um aumento de bioatividade durante o remodelamento ósseo [36]. 

 

Figura 2.6: MEV das superfícies: controle (a,c) e atacadas com ácido (b,d). 

Barras de escala em a, b = 50 µm e em c, d = 10 µm (extraída de [36]. 

 

Tambasco e Nanci, 2003, investigaram a formação de nanotopografia 

em amostras de Ti-CP e Ti-6Al-4V por meio de um método de desoxidação e 

reoxidação controlada após imersão dos materiais em uma solução com iguais 

quantidades de H2SO4 concentrados e H2O2 (30% aquoso) durante 4 horas 

para o Ti-CP e 1 hora para o Ti-6Al-4V à temperatura ambiente. As imagens 

das morfologias das superfícies podem ser observadas com auxílio da Figura 

2.7 (imagem C e G) [8].  Ainda na Figura 2.7 verifica-se que após 6 horas de 

cultura, pode ser detectado um crescimento de células semelhantes entre as 

superfícies usinadas (imagem B e F) e as tratadas com ácido (D e H).. 
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Figura 2.7: Micrografia eletrônica de varredura de células cultivadas em 

superfícies controle da liga Ti-6Al-4V (A) e do Ti-CP (E) que exibem superfície 

lisa, enquanto as atacadas: Ti-6Al-4V (C) e Ti-CP (G), são caracterizados por 

uma única nanotopografia. Em 6 horas, não foi detectado diferença significativa 

na forma das células aderidas à superfície controle (B and F) e nanotexturizada 

(D e H) (extraída de [8]). 

 

No entanto, foi observado espraiamento mais pronunciado das células 

cultivadas sobre as superfícies contendo nanotexturas, conforme Figura 2.8, 

cujas imagens em grandes aumentos tornam possível observar o 

comportamento das regiões citoplasmáticas das células se espraiando sobre 

as características de topografia da superfície nas escalas nanométricas [8]. 

Na imagem (F) da Figura 2.8 foram observados pits da ordem de 10 

nm de diâmetro na superfície do metal, que atuaram como substrato no 

processo de aderência e crescimento das extremidades das células [8]. 

Observando-se a Figura 2.9, temos em (A), a amostra controle de Ti-

CP. Em (B) temos a imagem de uma topografia nanométrica provocada pelo 

procedimento de reoxidação química controlada: H2SO4 + H2O2 (1:1) aquoso 
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por 2 horas. O gráfico da Figura 2.9 (C) refere-se à distribuição gaussiana dos 

diâmetros dos pits formados após o ataque químico, o diâmetro médio 

encontrado foi de 22 nm ± 7nm. Adicionalmente, em D vemos a relação entre 

perímetro (P) e área (A) dos nanopits, observando-se a dimensão fractal 

encontrada de 1,17  [21]. 

A teoria dos fractais pode ser útil na descrição de superfícies ou 

topografias obtidas por modificação com tratamentos químicos, pois as 

topografias formadas tendem a se repetir conforme se amplia a imagem pelo 

microscópio. A estrutura fractal é definida como aquela que possui um padrão 

com auto-similaridade [37]. É possível com essa estrutura calcular a dimensão 

de fractal, Df. Em geral, com a aumento de Df a estrutura da superfície torna-se 

mais caótica. Além disso, a dimensão fractal das superfícies pode ser útil para 

explicar determinados comportamentos celulares [38]. 

A geometria dos fractais difere da geometria clássica ou Euclidiana no 

senso que os objetos analisados sob a ótica desta geometria apresentam 

dimensionalidade fracional, ou seja, o objeto deixa de possuir dimensões 

inteiras, tais como uma duas ou três dimensões e passa a ter dimensão com 

valores intermediários entre 1 e 2 ou entre 2 e 3, por exemplo. Há extensa 

bibliografia disponível para se aprodundarsobre o tema, existe uma bibliografia  

Em um estudo recente, foi avaliado a absorção de hidrogênio durante a 

modificação da superfície dos seguintes materiais: Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ni-Ti. 

Foram utilizados três tipos de ataques químicos nestes ensaios: 1 mol.L-1 de 

HCl, 1 mol.L-1 de H2SO4 e 0,5 mol.L-1 de HCl + 0,5 mol.L-1 de H2SO4. Verificou-

se que todos os ataques químicos provocaram a absorção de hidrogênio na 

superfície até a condição de saturação que foi atribuída à formação de hidretos. 

A concentração de hidrogênio absorvida pôde ser estimada com auxílio de um 

ensaio de dessorção de hidrogênio. A quantidade de hidrogênio absorvida 

durante 60 min em ácido variou de 50 – 170 ppm em massa e teve a seguinte 

ordem decrescente de absorção de acordo com as soluções ácidas: HCl + 

H2SO4 > H2SO4 > HCl  [39]. 
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Figura 2.8: Micrografias por MEV de células em superfícies usinadas (A) e 

nanotexturizadas (B-F). Porções do citoplasma de algumas células exibem uma 

aparência reticulada (asteriscos em A-C). (C) maior aumento da região 

pontilhada destacada em (B). As células prolongam-se com filopodias sobre os 

metais, entretanto, esse comportamento foi mais evidente no Ti-liga 

nanotexturizado (pontas das setas em D) e no Ti-CP nanotexturizado (B- 

pontas das setas). Em (F), destacado a partir de (E) as extremidades das 

células (setas em F) tendem a seguir o caminho das paredes das 

nanocavitações (extraída e modificada de [8]). 
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Figura 2.9: Micrografia por MEV de superfícies Ti-CP: controle (A) e tratada 

com ácido (B). Distribuição do tamanho de nanopits (C). Dimensão fractal dos 

nanopits da imagem B (extraída de [21]). 

 

Com relação ao estudo da reação entre o titânio comercialmente puro e 

o ácido fosfórico, a termodinâmica comprova a viabilidade da formação de 

TiO2, no entanto a formação de TiO2+H3PO4=Ti(OH)2(HPO4) possui energia 

livre de Gibbs a temperatura ambiente igual a −225.74 kJ/mol, o que pode ser 

indicativa da formação predominante deste composto na superfície das 

amostras tratadas em ácido fosfórico [40]. 

Não obstante, os ataques ácidos podem provocar decréscimo de 

propriedades mecânicas do titânio, principalmente a ductilidade e resistência à 

fadiga, provavelmente em razão das irregularidades provocadas na superfície 

que tendem a serem sítios de nucleação de trincas, além da fragilidade 

ocasionada pela absorção superficial de hidrogênio. 
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2.4.2  Tratamento alcalino 

 

O tratamento alcalino imprime alterações de composição química, 

rugosidade e topografia sobre a superfície tratada [41]. Este tratamento 

desperta interesse por tornar bioativos os materiais bioinertes por meio da 

formação de uma camada de titanato de sódio sobre a qual a precipitação de 

hidroxiapatita é estimulada. 

O que se sabe, portanto, é que esse tipo de tratamento estimula a 

formação de hidroxiapatitas sobre as superfícies dos materiais; no entanto, 

ainda é escassa a literatura que reporte respostas biológicas em relação a 

superfícies de materiais tratados alcalinamente sem acondicionamento prévio 

em SBF. 

Em uma pesquisa liderada por Kokubo et al. (2004) foram estudadas 

as respostas de diferentes materiais, a saber, silício, tântalo, zircônio e titânio, 

submetidos ao acondicionamento alcalino em solução de NaOH com 

concentrações por volta de 5,0 mol.L-1 e mantidas a 60º C por 24 horas. Em 

seguida, o material tratado alcalinamente é submetido a um tratamento térmico 

(por volta de 600o C) com objetivo de estabilizar as propriedades da camada 

formada [41]. Este tratamento térmico é geralmente realizado, no entanto, 

neste trabalho ele foi evitado com intuito de não provocar a difusão de alumínio 

e vanádio para a superfície dos materiais. 

O que acontece durante o tratamento alcalino é a que a camada 

passiva de TiO2 dissolve parcialmente no meio alcalino por causa do ataque 

corrosivo dos grupos hidroxilas[42]: 

TiO2 + OH- → HTiO3
-                               Equação 2.1 

Simultaneamente ocorre a hidratação do titânio [42]: 

Ti + 3OH- → Ti(OH)-3+ + 4e-                       Equação 2.2 

Ti(OH)3+ + e- + TiO2 H2O + 0,5H2 ↑                Equação 2.3 

Ti(OH)3+ + OH- ↔ Ti(OH)4                         Equação 2.4 

Um novo ataque ao TiO2 hidratado produz hidratos carregados 

negativamente nas superfícies dos substratos [42]: 

TiO2
.nH2O + OH-↔HTiO-

3. nH2O                   Equação 2.5 
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Essas espécies carregadas negativamente são combinadas com íons 

álcalis em solução aquosa formando uma camada de hidrogel de titanato 

alcalino que pode em seguida ser tratada termicamente para torná-la mais 

densa. 

Em seguida, as amostras tratadas em meio alcalino, como descritas 

acima, podem ser acondicionadas em uma solução desenvolvida por Kokubo, 

conhecida como SBF – simulated body fluid, na qual a precipitação de apatitas 

sobre o substrato tratado alcalinamente é estimulada. Para encontrar 

informações a respeito da preparação e testes com a solução mencionada, 

consultar [43]. 

Como pode ser observado pelos quadros da Figura 2.10, o tratamento 

alcalino, com NaOH, provoca inicialmente a formação de uma camada de 

titanato de sódio amorfo após dissolver a camada passiva de óxido de titânio. 

Quando há a imersão desta superfície em uma solução SBF, ocorre a 

formação de grupos funcionais bioativos (-OH) devido à troca de íons Na+ do 

titanato de sódio da superfície com os íons H3O
+ da solução. Os grupos Ti-OH 

então formados na superfície são carregados negativamente e combinam 

seletivamente com os íons de Ca2+ do fluido para formar uma camada de 

titanato de cálcio amorfo. Devido ao acúmulo de cálcio, a superfície possui uma 

carga residual positiva que é compensada pela combinação de íons fosfatos 

carregados negativamente que formam então fosfato de cálcio amorfo e que 

espontaneamente se se transforma em apatita cristalina. 

 

 

 Figura 2.10: Mecanismo de formação de apatitas em superfícies tratadas com 

modificação alcalina NaOH (extraída e modificada de [41]). 
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Após o tratamento alcalino, o tratamento térmico é frequentemente 

realizado a uma temperatura próxima dos 600ºC. O tratamento torna o titanato 

de sódio formado mais estável e favorece o recobrimento com apatitas após 

este ser acondicionado em soluções específicas que simulam os meios 

fisiológicos, ou seja, o fluído corpóreo sintético (SBF) [41,44,45]. Além disso, o 

tratamento alcalino mesmo associado ao tratamento térmico pode não provocar 

decréscimo na resistência à fadiga do material, como reportado por Kokubo e 

al. (2004) [41]. 

A Figura 2.11 mostra as superfícies de vários materiais após 

tratamento alcalino seguido por acondicionamento em SBF. Verifica-se, 

portanto, a formação de apatitas sobre diversos tipos de material [41]. 

 

Figura 2.11: formação de apatitas nas superfícies com géis após tratamento 

com NaOH: (A) SiO2, (B) TiO2, (C) ZrO2, (D) Ta2O5, (E) Nb2O5 (extraída de 

[41]. 

 

No caso deste trabalho a opção por não realizar o tratamento térmico 

após o tratamento alcalino foi adotada para evitar a difusão, principalmente de 

alumínio, para a superfície do material e provocar citotoxicidade. 
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2.5  Efeito das propriedades das superfícies sobre as respostas 

biológicas 

 

Como visto anteriormente quatro fatores relacionados às superfícies 

dos materiais regulam as características da interface implante/osso [16]:  

 

 Energia da superfície; 

 Rugosidade da superfície; 

 Topografia da superfície; 

 Composição da superfície. 

 

Estes fatores são importantes, pois eles exercem influência sobre o 

comportamento das células da linhagem das osteoblásticas durante os 

processos biológicos que antecedem a osseointegração de um implante. No 

entanto é muito complicado avaliar o comportamento biológico sobre cada um 

desses fatores de superfície separadamente, uma vez que eles estão 

interligados. 

A variação da energia livre da superfície pode ser modificada por 

meio da alteração da área específica da superfície ou da molhabilidade. Desta 

maneira, o comportamento da adesão de células e proteínas à superfície é 

alterado conforme às alterações energéticas da superfície do material. As 

superfícies que favorecem a adesão de osteoblastos são caracterizadas como 

predominantemente hidrofílicas e|ou com elevada área específica [35]. 

É importante notar que níveis de rugosidade interferem na adesão e 

espraiamento celulares e que há um intervalo de valores de rugosidade em que 

as respostas biológicas são melhores  [46]. 

A topografia da superfície pode alterar fatores como a expressão 

gênica dos osteoblastos ou diferenciação de células mesenquimais estaminais 

[35,47]. 
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Em adição, a composição da superfície é crucial para garantir a 

biocompatibilidade e exerce influência nos comportamentos biológicos, tais 

como, adesão e a diferenciação celular [48]. 

 

 

2.5.1 Efeito da energia da superfície 

 

O diferencial da Energia Livre de Gibbs de uma superfície a 

temperatura e pressão constantes estão relacionados aos seguintes 

parâmetros, conforme Equação 2.6: 

 

dGs
T,P = σdA +∑µidns

i                           Equação 2.6 

 

σ: tensão superficial; 

A: área superficial; 

µi: potencial químico do iésimo elemento químico; 

ns
i: concentração em moles do iésimo elemento químico em excesso; 

 

Partindo da Equação 2.6 é possível verificar que o aumento da área 

efetiva da superfície e da tensão superficial provoca um acréscimo no 

diferencial da energia livre de Gibbs da superfície do material implantado no 

interior de um corpo humano. Neste caso, pode-se pensar que o segundo fator 

da Equação 2.6 relacionado à composição química e concentração de espécies 

adsorvidas sobre a superfície do material (∑µidns
i) seja constante. Com esta 

consideração é de se esperar que o aumento do fator σdA da Equação 2.6 

cause portanto um favorecimento para a adesão de proteínas e de células 

melhorando a bioatividade do material de implantes. O aumento deste fator da 

água pode ser provocado, por exemplo, pelo aumento da hidrofilicidade e da 

área efetiva da superfície. 

A interação entre a superfície mais externa do implante e o seu 

ambiente é um processo altamente dinâmico no qual a adsorção de proteína 

aparenta ser um fator chave [49]. A adesão e o comportamento inicial 
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desempenhado pelas células, em grande parte, dependem da estrutura e da 

química do substrato a ser aderido [50]. 

Com intuito de compreender melhor a influência das superfícies com 

relação à adesão em longo período, um parâmetro denominado poder de 

adesão foi desenvolvido e avaliado em diferentes superfícies [50]. A análise 

consistiu em avaliar a razão de células destacadas da superfície em função do 

tempo de tripsinização (variando de 5 a 60 minutos), ou seja, método utilizado 

para destacar células do substrato, após 1, 7, 14 e 21 dias de cultura celular. 

Dentre as superfícies investigadas, aquelas atacadas com ácido obtiveram 

bons resultados, tendo 50% de células destacadas da superfície após 60 

minutos de tripsinização em 21 dias de cultura celular [50]. 

As medidas de ângulos de contato pela água na superfície dos 

materiais podem separar as superfícies em hidrofílicas e hidrofóbicas com 

relação à tensão superficial do material em análise. Com a Equação 2.7 é 

possível relacionar as três tensões superficiais representadas pelos vetores da 

Figura 2.12 (c) com o ângulo de contato (Ɵ), sendo: γSV: tensão superficial 

sólido-vapor; γLV: tensão superficial líquido-vapor; γSL: tensão superficial sólido-

vapor.  

cosƟ=(γSG - γSL)/γLG                               Equação 2.7 

 

 

Figura 2.12: Ilustração de diferentes ângulos de molhamento de uma gota de 

água em três diferentes superfícies. Em (a) superfície hidrofóbica; (b) 

molhamento parcial e em (c) superfície hidrofílica. Esquematizados em fonte 

vermelha temos as tensões superficiais (SI: J/m2) e o ângulo de contato Ɵ [51]. 

 

A energia da supefície influencia na adsorção seletiva de proteínas. 

Normalmente as superfícies hidrofílicas aparentam ter maior adesão de 

proteínas comparadas às superfícies hidrofóbicas [52–54]. Entretanto, 



33 

 

materiais com superfícies altamente hidrofílicas (Ɵ → 0o) exibem pouca 

tendência em  adsorverem e manterem adsorvidas as proteínas. Isso pode ser 

explicado devido às condições energéticas serem desfavoráveis, como, por 

exemplo, supressão do filme de proteína provocado por comportamento 

altamente hidrofílico [49]. 

A adsorção de proteínas nos primeiros estágios de implantação exibe 

influência na adesão celular, por exemplo, os osteoblastos podem ser 

estimulados a aderirem preferencialmente à superfície de materiais contendo 

vitronectina e fibronectina comparados aos com albumina, laminina e colágeno 

denaturado (gelatina), todas previamente adsorvidas à superfície de alumina 

com tamanho de grãos ao redor de 24 nm [55]. 

As proteínas tendem a manter uma conformação mais ativa em 

superfícies hidrofílicas, no entanto, o oposto foi observado para a proteína 

albumina [56]. 

Em um estudo relacionado, foi avaliado que a fibronectina, proteína 

presente no plasma sanguíneo, apresentou maior adesão em superfícies mais 

rugosas. Por exemplo, uma amostra com superfície submetida ao jateamento 

com areia e atacada quimicamente apresentou maior adesão de fibronectina 

quando comparada à superfície somente atacadas quimicamente ou somente 

usinada [57]. 

Com relação à adesão celular, apresentam melhores respostas 

superfícies hidrofílicas [23,53,58–61]. Na Figura 2.13 observam-se os 

resultados de ensaios de adesão celulares nas três superfícies com ângulos de 

contatos em relação à água aferidos e mostrados na Figura 2.12, que possuem 

diferentes composições de superfície, a saber: rutilo (A e D), titânia amorfa (B e 

E) e anatásio (C e F) [51]. Nas imagens A-C da Figura 2.13 observa-se o 

espraiamento provocado pelas diferentes superfícies sobre as células fazendo 

com que os citoplasmas adquiram diferentes morfologias após o contato com a 

superfície. 

 



34 

 

 

Figura 2.13: Imagens obtidas com auxílio de MEV das superfícies dos materiais 

mostrando a morfologia de osteoblastos primários de ratos após 8 horas de 

incubação. Há três características morfológicas: circular e hemisferoidal com 

filipodium (a) (6500X); plana com lamelopodium (b) (5500X); achatada com 

extensões citoplasmáticas (c) (4500X). A maior parte das células do T36P 

(TiO2 – anatásio) estava achatada e espraiada (f), enquanto nos grupos T03P 

(TiO2- rutilo) em (d) e a fase TiO2 amorfa denominado grupo T12P (e) estavam 

hemisferoidais e achatadas com um lamelopodium (extraída e traduzida de 

[51]). 

 

Em adição, Schneider e Burrigde (1994) investigaram a adesão de 

células da linhagem dos osteoblastos sobre diferentes substratos e foi 

observada duas formas de contato das células com a superfície: contato 

proximal (close contact, na literatura inglesa) com separações da ordem de 30 

a 100 nm e contato focal (focal contact) com distâncias entre 10 e 15 nm que 

está relacionado à adsorção das proteínas da célula à superfície, tais como, 

vitronectina ou fibronectina [62]. Com isso, materiais que contenham 

superfícies com estruturas nanométricas tendem a controlar a adesão focal das 

células e a aperfeiçoar respostas tais como, a porcentagem e a força de 

adesão das células sobre as superfícies dos implantes [48,63].  

Como visto, fatores como a composição química, rugosidade e 

topografia das superfícies afetam a energia da superfície; por esse motivo, eles 
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devem ser combinados de forma a atingir o melhor resultado durante as etapas 

que antecedem a fixação biológica promovendo a osteocondução e em última 

instância a osseointegração de implantes [61]. Uma superfície ideal está além 

de nossa análise, no entanto, esses fatores podem ser combinados no sentido 

de criar superfícies bioativas “inteligentes”. 

Nessa direção, há esforços de pesquisadores focados em 

procedimentos não convencionais para a nano-funcionalização biológica de 

superfícies de biomateriais em reparos ósseos através da imobilização de 

moléculas bioativas (BAM, sigla em inglês) [29]. 

Neste trabalho não será adotada esta estratégia, mas sim a de 

promover superfícies que propiciem a fixação de células e proteínas feitas pelo 

próprio organismo e não por métodos a priori. Estes resultados levaram a 

adotar modificações que gerem principalmente um filme de óxido de titânio na 

superfície sem adição de alumínio e vanádio, para isso optou-se por evitar 

tratamentos térmicos na metodologia adotada. 

 

 

2.5.2 Efeito da Rugosidade 

 

A rugosidade exerce influência significativa nas interações entre as 

células e proteínas com a superfície do material implantado [49]. 

Na Figura 2.14 podem ser observadas as influências da rugosidade de 

amostras de Ti-6Al-4V lixadas com lixas #1200, #600 e #180 no 

comportamento de adesão, proliferação de células humanas da medula óssea. 

As medidas de rugosidade média Ra, encontradas são iguais a 0,320 µm; 0,490 

µm e 0,874 µm, respectivamente [61]. 

De acordo com os autores o aumento de rugosidade provocou 

aumento da adesão, de proliferação e de atividade da fosfatase alcalina, 

apesar desta última não ter sido considerada estatisticamente significativa, de 

acordo com os autores [61]. 
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 (a) 

(b) 

Figura 2.14: Comportamentos celulares de (a) adesão e (b) proliferação frente 

às diferentes superfícies submetidas aos processos de lixamento com 

diferentes granulometrias de abrasivos (meshs #: 180, 600 e 1200). O controle 

refere-se ao cultivo diretamente sobre a superfície do recipiente plástico 

utilizado para armazenar o meio (extraída de [61]). 

 

Observa-se que em todos os casos o aumento da rugosidade 

possibilitou um aumento nos processos celulares analisados [61]. 

Quanto à interação de proteínas nas superfícies reportadas, observa-

se que a superfície menos rugosa (Ti1200) proporcionou maior adesão das 

seguintes proteínas: albumina sérica bovina e fibronectina, ver Figura 2.15 [61]. 

Com base nos resultados, foi escolhida para a metodologia a utilização 

de lixas com abrasivos na granulometria de # 1500 durante o lixamento, uma 

vez que os processos de modificações causarão um aumento esperado de 

rugosidade. 
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Figura 2.15: Adesão da proteína albumina sérica bovina nas supefícies de Ti-

6Al-4V lixadas em papéis impregnados com SiC # 1200 e 180 (extraída de 

[61]). 

 

Estudo semelhante foi realizado para avaliar respostas celulares da liga 

Ti-6Al-7Nb submetida ao processo de lixamento (#1200, #400, #180). Os 

processos de espraiamento e proliferação de células similares a osteoblasto 

humano (SaSO-2 cells) foram mais pronunciados com aumento de rugosidade. 

No entanto, com relação à adesão das células às superfícies os resultados 

mostraram que não houve diferença significativa entre as diferenças de 

rugosidade investigadas [64,65]. 

Dependendo do sistema adjacente à superfície do material, as condições de 

rugosidade e topografias induzem diferentes interações com os componentes 

biológicos, tais como, sangue, saliva ou com tecidos macios ou duros. Por esse 

motivo, um implante dentário deve atender propriedades híbridas de forma a 

atingir interações favoráveis entre os tecidos adjacentes à sua superfície – a 

gengiva, osso e os fluidos intracorpóreos, tais como, saliva e sangue para 

assim aperfeiçoar o desempenho biológico do material implantado. 
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2.5.3 Efeito da Topografia 

 

A topografia da superfície aparenta ser significativa nos processos de 

adesão, de espraiamento, proliferação e na diferenciação celulares [50,66–68]. 

Superfícies que apresentaram rugosidade isotrópica (topografia), 

incluindo neste grupo superfícies atacadas com ácido, tenderam a possuir 

maior poder de adesão (parâmetro desenvolvido para avaliar adesão) 

celulares comparadas às superfícies mais lisas [50]. 

Os osteoblastos podem distinguir não somente diferença entre 

rugosidades, mas também superfícies com rugosidades semelhantes e 

topografias diferentes, ou seja, há uma correlação de sensibilidade dos 

osteoblastos com a organização e morfologia da rugosidade, além de sua 

amplitude [23,69]. 

Atualmente, de acordo com referências bibliográficas, as alterações 

topográficas nas superfícies dos implantes metálicos podem ser analisadas 

desde a escala micro até a ordem de nanômetros [11,70,71]. 

O nível de escala microtopográfico abrange dimensões de análise entre 

1 e 10 µm, a submicrométrica entre 100 nm e 1 µm e a escala nanométrica é 

composta por dimensões abaixo de 100 nm.  

O controle das variáveis em níveis micro e nanométricos aparenta 

provocar respostas mais sensíveis em ensaios a partir de culturas celulares in 

vitro. Controlar a topografia na escala de nanômetros é de suma importância 

para influenciar respostas nas escalas de interações de proteínas, células e 

dessa forma contribuir para a osseointegração [55]. No entanto, o controle das 

variáveis e, portanto a reprodutibilidade nesta escala de processamento é de 

extrema dificuldade [15].  

Em um trabalho sobre a influência da nanotopografia sobre o fenótipo  

de células pluripotentes, foi reportado que biocompósitos nanoestruturados 

aplicados sobre à superfície de implantes metálicos representam alternativas 

não amplamente exploradas para aplicações ortopédicas [72]. Eles podem ser 

fabricados de forma a possuírem micro e nanoarquiteturas similares ao osso 
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fisiologicamente saudável. Como o comportamento das células depende das 

suas interações com seus ambientes, a superfície do componente implantável 

é determinante para o sucesso ou a falha do biomaterial. Topografia em 

nanoescala, propriedades mecânicas e químicas influenciam a adesão, 

proliferação e diferenciação de células estaminais mesenquimais (na literatura 

inglesa mesenchimal stem cells - MSC), que correspondem a células 

pluripotentes e, portanto, com potencial de diferenciação genética, dentre 

outras possíveis, em osteoblastos [72–74]. 

O processo de diferenciação das células pluripotentes mesenquimais 

em osteoblastos pode ser avaliado pela medida da atividade específica de 

fosfatase alcalina (ALP), ou seja, durante essa alteração fenotípica há um 

aumento de fosfatase alcalina no meio da cultura in vitro ou o aumento na 

produção de osteocalcina ou na expressão gênica referente à produção destas 

proteínas. [69,72,75]. 

Foram comparados ensaios de adesão de fibroblastos e osteoblastos 

em superfícies nanotopográficas de Ti-CP e constatou-se uma maior adesão 

de osteoblastos em detrimento de fibroblastos, o que é positivo, pois os 

fibroblastos são responsáveis pelo encapsulamento do implante por um tecido 

fibroso, tornando o componente suscetível à falha prematura [9]. 

Em sua tese de doutorado, Zhu 2005, analisou o comportamento 

celular em superfícies anodizadas (controle), controle e recobrimento com nano 

HA; e controle com recobrimento com HA/colágeno. Quanto às respostas 

celulares, as superfícies recobertas apresentaram menor adesão inicial e 

menor espraiamento comparadas à superfície controle. Por outro lado, foi 

observada maior força de adesão às superfícies recobertas. No entanto, quanto 

ao espraiamento e proliferação celular a superfície controle apresentou melhor 

comportamento, sugerindo a dependência desses fenômenos com relação 

tanto à composição quanto à estrutura da superfície [23]. 

Como consequência dos resultados desta revisão buscar-se-á 

nanotopografias como critério para seleção dos métodos de modificação de 

superfície que serão avaliados a comportamentos das células osteoblásticas 

durante as respostas biológicas. 
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2.5.4 Efeito da composição 

 

A composição química e a fase presente têm influência na energia 

superficial de Gibbs do material por alterarem o potencial químico (µi) do filme 

formado na superfície dos materiais de acordo com a Equação 2.6. 

Os tratamentos de superfícies, por sua vez, podem causar alterações 

não intencionais da composição química pela incorporação de impurezas ao 

óxido de titânio formado na superfície dos biomateriais metálicos compostos 

por titânio liga [5]. 

O dióxido de titânio (TiO2) mantém-se como o principal constituinte dos 

óxidos formados nas superfícies de titânio-CP submetido aos diferentes 

processos de modificação de superfícies listados na Tabela 2.3 na qual 

podemos verificar a relação entre as proporções de fases encontradas (%) com 

relação a diferentes tratamentos das superfícies, sendo eles, usinagem 

(Branemark); Plasma spray de titânio (TPS); jato de areia e ataque ácido (SLA); 

tratamento eletroquímico (Osseotite) [76]. 

Porém, a fórmula resultante do óxido é majoritariamente não 

estequiométrica e dependo do processo de modificação fica em torno de TiO2 

[51].  

 

Tabela 2.3: Resultados da deconvolução dos espectros Ti2p, C1s e O1s em 

análise por XPS: relativo às áreas dos picos dos componentes. 

 

As fases minerais do óxido de titânio (TiO2) encontradas na natureza 

são: rutilo, anatásio e bruquita, sendo os dois últimos de ocorrência mais rara. 

Do ponto de vista da biocompatibilidade a fase cristalina que tem recebido 
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especial atenção de pesquisadores é o anatásio (TiO2) devido a bioatividade 

que tem demonstrado [45,77,78].  

Na Figura 2.16 (c) podemos observar o resultado da adesão, 

espraiamento e proliferação de osteoblastos provenientes de rato (M3C3T3) 

sobre a superfície recoberta com nanotubos de titânia (c) na fase anatásio (b) 

amorfa e (a) Ti puro (polido), ou seja, sem formação de nanotubos. É possível 

observar que a topografia na forma de nanotubos exerce influência sobre as 

células, favorecendo respostas biológicas, como pode ser observados pelos 

pontos escuros que representam as células. Além disso, para as superfícies 

das amostras das imagens (b) e (c) da Figura 2.16 em que ambas são 

recobertas por nanotubos de titânia aquela com predomínio de anatásio, 

apresentou melhores respostas de adesão e espraiamento além de maior 

atividade de fosfatase alcalina, sinalizando atividade osteogênica com maior 

expressão [79]. 

 

 

Figura 2.16: Imagens comparativas por MEV retroespalhados de células 

osteoblásticas crescendo em (a) Ti polido; (b) nanotubos de TiO2 amorfo e (c) 

nanotubos  de TiO2 anatásio. Todas as imagens foram realizadas após 48 

horas de incubação. 
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Com a revisão bibliográfica é possível observar a importância do óxido 

de titânio para a biocompatibilidade de implantes. A topografia pode ser 

aprimorada em escala nanométrica de dimensão e que com predomínio da 

fase cristalina anatásio aparenta ter um efeito sinérgico com relação às 

atividades celulares que antecedem a osseointegração. 

 

 

2.6 Respostas Biológicas 

 

As metodologias mais recentes para avaliação de respostas biológicas 

aos tratamentos de superfície de implante utilizam-se, por exemplo, do 

comportamento de células osteoblásticas em ensaios in vitro, que é a 

abordagem adotada neste trabalho. Este tipo de avaliação ajuda a esclarecer 

mecanismos que favoreçam a osseointegração e evita o uso indiscriminado de 

animais em ensaios biológicos in vivo. 

As respostas biológicas dos osteoblastos frente às amostras com as 

diferentes superfícies podem ser avaliadas em intervalos de tempo por meio 

técnica de reação de polimerase em cadeia – transcrição reversa em tempo 

real, comumente referido como real-time RT-PCR, sigla proveniente da 

literatura inglesa – real-time reverse transcriptase - polymerase chain reaction. 

A reação de polimerase em cadeia é uma técnica para amplificação in 

vitro de uma sequência específica de ácido desoxirribonucleico (DNA) por 

extensões simultâneas de filamentos complementares de DNA [80]. 

 

 

2.6.1 Reação de polimerase em cadeia – Transcrição Reversa: Reverse 

Transcriptase – polymerase chain reaction (RT-PCR) 

 

A técnica de reação de polimerase em cadeia (PCR) foi aquela que 

permitiu os avanços recentes na história da genética. Isso se deve ao fato das 

metodologias empregadas na reação de polimerase em cadeia permitirem a 
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amplificação de quantidades úteis de DNA a partir de muito pouca quantidade 

de material de partida [81]. 

PCR trata-se, de um método no qual a temperatura e ciclos de 

polimerização são empregados para reproduzir uma determinada região do 

DNA. A transcrição reversa (RT) é o meio pelo qual a cópia do DNA é feita a 

partir do RNA mensageiro (RNAm) [82]. 

A reação de polimerase em cadeia é baseada em três etapas simples 

para qualquer reação de síntese de DNA, sendo elas [81]: 

 

1) Denaturação dos modelos de DNA em filamentos simples; 

2) Recozimento dos iniciadores de cada filamento original para a 

síntese de novos filamentos. 

3) Extensão dos novos filamentos de DNA dos iniciadores. 

 

Durante o PCR a enzima denominada Taq DNA polimerase catalisa a 

síntese de filamentos de DNA complementares [83]. A Taq DNA polimerase é 

uma enzima termo estável purificada a partir da bactéria termofílica Thermus 

aquaticus (Taq) e sua descoberta possibilitou sintetizar novos fios de DNA 

repetitivamente e amplificar exponencialmente uma região definida do material 

de partida.  

A DNA polimerase executa a síntese de um filamento complementar de 

DNA na direção 5’ – 3’ usando uma amostra simples-estirada, mas parte de 

uma região duplamente estirada. Esta é a reação de extensão do primer ou 

iniciador e é a base para as inúmeras técnicas de sequenciamento [80]. A 

reação em cadeia polimerase usa esse mesmo princípio, mas emprega dois 

primers (iniciadores) que são uma sequência de nucleotídeos complementares 

ao início da sequência do DNA a ser amplificada. Os primers hibridizam em 

filamentos opostos estirados após a etapa de denaturação [80]. Assim, os 

primers ficam arranjados de tal forma que cada primer direcione a síntese de 

DNA em direção ao outro. O primer F, por exemplo, direciona a síntese do 

filamento de DNA que pode ser inicializado pelo prime R, da Tabela 2.4, sendo 
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F o primer forward e R primer reverse, vice versa ou o primer a e primer b da 

Figura 2.17. 

 

 

 

Figura 2.17: Esquema do mecanismo dividido em três etapas de amplificação 

que ocorre durante o ensaio com RT-PCR [extraída e traduzida de [81]]. 

 

A técnica de real-time RT-PCR é utilizada para amplificação do material 

genético de diversas espécies. O que é retornado como resultado refere-se às 
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expressões gênicas de proteínas que são componentes estruturais de células e 

tecidos e realizam diversas funções chave dos sistemas biológicos. 

 A produção das proteínas é controlada por genes, os quais são 

codificados em ácido desoxirribonucleico, comum a todos os seres. A produção 

da proteína envolve dois estágios: transcrição e tradução. Na transcrição, um 

filamento simples de ácido ribonucleico mensageiro (mRNA) é copiado do DNA 

e em seguida é usado como padrão para montar a cadeia de aminoácido e 

formar as proteínas no ribossomo da célula. A transcrição é, portanto, um 

processo baseado em um molde de DNA e depende da enzima denominada 

RNA polimerase ou transcriptase. A produção de DNA também pode ser 

realizada a partir de um modelo de RNA, desta forma, a enzima recebe o nome 

de transcriptase reversa, como é o caso do RT-PCR [84]. 

Várias são as técnicas disponíveis atualmente para medir expressões 

gênicas, que servem para medir a quantidade de mRNA transcrito em um 

sistema biológico, sendo o RT-PCR uma delas  [85]. 

A Figura 2.18 contém o esquema descrito destes processos que fazem 

parte do denominado dogma central da biologia celular [85] 
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Figura 2.18: Figura esquemática do RNA na expressão gênica e produção de 

proteínas, o dogma central da biologia celular, modificada de [85]. 

 

 

2.6.2 Expressão gênica de osteoblastos humanos em ensaios in vitro. 

 

Com relação à osteocondução, a expressão gênica de osteoblastos 

pode ser avaliada por meio de real time RT-PCR analisando os genes listados 

na Tabela 2.4 [86,87]. 

 

Tabela 2.4: Lista dos genes e da corresponde sequência primer e probe 

utilizada nos ensaios com RT- PCR. 
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Símbolo 

do gene 

Nome do 

gene 
Sequência Primer (5’>3’) Sequência Probe (5’>3’) 

SPP1 Osteopontina 
F-GCCAGTTGCAGCCTTCTCA 

R-AAAAGCAAATCACTGCAATTCTCA 
CCAAACGCCGACCAAGGAAAACTCAC 

COL1A1 
collagen type 

I alpha1 

F-

TAGGGTCTAGACATGTTCAGCTTTGT 

R-GTGATTGGTGGGATGTCTTCGT 

CCTCTTAGCGGCCACCGCCCT 

RUNX2 

runt-related 

transcription 

factor 2 

F-TCTACCACCCCGCTGTCTTC 

R-TGGCAGTGTCATCATCTGAAATG 
ACTGGGCTTCCTGCCATCACCGA 

ALPL 
alkaline 

phosphatase 

F-CCGTGGCAACTCTATCTTTGG 

R-CAGGCCCATTGCCATACAG 
CCATGCTGAGTGACACAGACAAGAAGCC 

COL3A1 

collagen, 

type III, 

alpha 1 

F-CCCACTATTATTTTGGCACAACAG 

R-AACGGATCCTGAGTCACAGACA 
ATGTTCCCATCTTGGTCAGTCCTATGCG 

SPARC Osteonectina 
F-GCCTGATGAGACAGAGGTGG 

R-CTGGACAGGATTAGCTCCCA 
TGGAAGAAACTGTGGCAGAGGTGA 

RPL13A 
ribosomal 

protein L13 

F-AAAGCGGATGGTGGTTCCT 

R-GCCCCAGATAGGCAAACTTTC 
CTGCCCTCAAGGTCGTGCGTCTG 

 

SPP1: Osteonpontina é uma sialoproteína altamente fosforilada 

secretada para as matrizes extracelulares em mineralização durante 

desenvolvimento de ossos [88]. A expressão gênica desta proteína é regulada 

por vários fatores de crescimento e de diferenciação celulares incluindo 

proteínas morfogenéticas dos ossos. O aumento da expressão de SPP1 

induzidas por estímulos mecânicos em ensaios celulares in vitro e in vivo tem 

revelado mecano-transduções envolvendo tensões nos sítios de adesão 

celulares [89]. Essa proteína é importante na mediação da ligação com 

hidroxiapatita. Além disso, é importante no processo de adesão e migração das 

células [89]. O aumento de fosfato é um estímulo para expressão de 

osteopontina em condições de reparações ósseas [88]. 
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COL1A1: colágeno tipo 1 subunidade alfa 1 é considerado um 

marcador tardio e a expressão em altos níveis desse gene é atribuída ao fim da 

proliferação e aos estágios de início da deposição de matriz extracelular ou em 

estágios que antecedem eventos de mineralização óssea [88]. 

RUNX2: é um fator de transcrição responsável pelo processo de 

diferenciação dos osteoblastos e sua deficiência pode causar deficiência de 

formação óssea. Foi observado relação entre os níveis de RUNX2 com os de 

marcadores progenitores, como, ALPL e SPARC da Tabela 2.4, mostrando a 

influência da expressão de RUNX2 sobre este mas não sobre osteopontina, 

que é um marcador para osteoblastos imaturos [90]. 

ALPL: fosfatase alcalina é considerado marcador de estágio inicial de 

mineralização óssea [88,91].  

COL3A1: colágeno tipo 3 subunidade alfa 1 faz parte das famílias dos 

colágenos, é mais abundante em tecidos embrionários. Em outros tecidos 

também está presente, porém em menores quantidades comparado ao 

COL1A1 e COL1A2. O colágeno tipo 3 alpha 1 pode estar associado ao 

crescimento das células, como os osteoblastos [92]. 

SPARC: osteonectina é uma proteína específica do osso.  Partindo de 

um ensaio de desmineralização (guanidina com e sem EDTA) de osso de um 

feto bovino foi possível avaliar a presença de uma proteína (presente no extrato 

guanidina com EDTA) que estava ligada concomitantemente à hidroxiapatita e 

ao colágeno, desta forma recebeu o nome de osteo (osso, em grego) nectere 

(unir, verbo em latin) [93]. A proteína denominada osteonectina liga-se aos 

cristais de hidroxiapatita e às fibras de colágeno I, unindo-os. Os autores 

sugerem que a proteína se liga preferencialmente ao cálcio contido na 

hidroxiapatia e é capaz de se unir ao colágeno. Este fato sugere que essa 

proteína seja importante por iniciar a mineralização e por ligar os minerais às 

matrizes [93]. 

RPL13A: proteína ribossômica L13 que serve como referência para 

eliminar possíveis interferências ocorridas durante as análises. 
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3. Materiais e Métodos 

 

O procedimento experimental consistiu das etapas contidas no 

fluxograma da Figura 3.1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1: Fluxograma da etapa experimental. 
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3.1. Obtenção dos discos 

 

Barras cilíndricas nas composições químicas estudadas (Ti-CP, Ti-6Al-

4V ELI e Ti-6Al-7Nb) com diâmetros das seções transversais iguais a 25,4mm 

foram cortadas com discos de corte transversalmente em várias seções com 

cerca de 3 mm de espessura para obter inúmeros discos. Em seguida, cada 

disco passou por um lixamento em lixas metalográficos de SiC com meios 

abrasivos nas seguintes granulometrias – meshs (#): 180, 400, 600, 1000, 1200 

e 1500, com auxílio de uma politriz (Aropol 2V da Arotec). 

As amostras foram então lavadas com água deionizada em ultrassom 

(Ultramet 2003 Sonic Cleaner da Buehler) durante 7 minutos, seguido de 

lavagem com acetona por mais 7 minutos e depois as amostras foram secadas 

com jato de ar e armazenadas com cuidado. Com esse roteiro de lixamento 

foram então obtidas as amostras controle, denominadas 1A, 1B, e 1C. 

Posteriormente, essas amostras foram modificadas com ataques ácidos 

somente ou com ataques ácidos combinados com tratamentos alcalinos, 

recebendo a nomenclatura de acordo com a Tabela 3.1. 

Tabela 3.1: Descrição dos parâmetros utilizados nas modificações das 

superfícies 

Amost

ra Material 

Lixa 

Mesh 

Reagent

e ácido 

T 

[oC] 

t 

[min] 

Reagente 

alcalino 

T 

[oC] 

t 

[horas] 

1A  Ti- CP 1500 -  -  -  -  -  -  

1B Ti-6Al-4V 1500 -  -  -  -  -  -  

1C 

Ti-6Al-

7Nb 1500 -  -  -  -  -  -  

2A  Ti-CP 1500 HCl 60 30 -  -  -  

2B Ti-6Al-4V 1500 HCl 60 30 -  -  -  

2C 

Ti-6Al-

7Nb 1500 HCl 60 30 -  -  -  

3A  Ti- CP 1500 HCl 60 30 NaOH 60 24 

3B Ti-6Al-4V 1500 HCl 60 30 NaOH 60 24 

3C 

Ti-6Al-

7Nb 1500 HCl 60 30 NaOH 60 24 

4A  Ti- CP 1500 H3P04 80 30 -  -  -  
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4B Ti-6Al-4V 1500 H3P04 80 30 -  -  -  

4C 

Ti-6Al-

7Nb 1500 H3P04 80 30 -  -  -  

5A  Ti- CP 1500 H3P04 80 30 NaOH 60 24 

5B Ti-6Al-4V 1500 H3P04 80 30 NaOH 60 24 

5C 

Ti-6Al-

7Nb 1500 H3P04 80 30 NaOH 60 24 

3.2. Modificação das superfícies 

 

Inicialmente foram feitos testes para determinar os reagentes e os 

parâmetros que seriam utilizados na metodologia para modificação de 

superfícies das amostras que passariam pela avalição biológica. Nesta etapa 

exploratória foram utilizados os seguites ácidos fortes, ácido clorídrico 

concentrado (HCl), ácido sulfúrico (H2SO4) e ácido fluorídrico (HF). Como 

reagente alcalino foi utilizado o NaOH e adições de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) em alguns casos. Alguns dos resultados desta etapa podem ser 

consultados no Apêndice C ao final da tese. 

 Com base na literatura investigada e nos resultados preliminares, os 

reagentes que apresentaram o desempenho favorável durante o trabalho em 

questão foram então os selecionados: 

 ácido clorídrico concentrado (HClconc.) de 36,5% a 38,0%);  

 ácido fosfórico-orto concentrado (H3PO4 conc.) a 85,0%;  

 Solução de NaOH 10 mol.L-1, preparada a partir do hidróxido de 

sódio sólido. 

 

 

3.2.1. Procedimento para o ataque ácido 

 

Foram transferidos 150mL de cada reagente ácido citado para um 

béquer de 300 mL. A solução foi então mantido à temperatura de 60º C (± 5º C) 

durante os ataques com HCl e 80º C (± 5º C) para os ataques com H3PO4, com 
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auxílio de uma placa de aquecimento (MA 085 da marca Marconi). A 

temperatura foi controlada com auxílio de um termômetro. Quando a 

temperatura foi estabilizada, 6 discos de cada liga foram então mergulhadas 

nas soluções com as condições descritas na Tabela 3.1. O béquer foi então 

recoberto com um vidro de relógio para diminuir a volatização de reagentes 

durante o procedimento. Das 6 amostras atacadas com cada ácido, três foram 

submetidas ao tratamento alcalino. Esse procedimento foi utilizado para os três 

materiais: Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb. 

 

 

3.2.2. Procedimento para tratamento alcalino 

 

 O tratamento alcalino consistiu em preparar 50 mL de solução de 

NaOH e transferí-la para um frasco de polietileno com tampa. Cada uma das 3 

amostras atacadas anteriormente com ácido foram mergulhadas em solução de 

NaOH no interior de um frasco de polietileno com tampa. Uma estufa para 

Secagem e Esterilização (MA 033 da Marconi) com ajuste de temperatura 

digital foi estabilizada a 60º C para então os frascos contendo as amostras 

serem alocados no interior desta estufa e mantidos a uma temperatura de 60º 

C durante 24 horas. Esse mesmo procedimento foi utilizado para os três 

materiais: Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb. 

Os parâmetros utilizados durante o procedimento podem ser 

encontrados na Tabela 3.1. 

 

3.3. Caracterização das superfícies das amostras 

3.3.1. Morfologia e composição química 

As morfologias das superfícies das amostras foram investigadas com 

auxílio do microscópio eletrônico de varredura (MEV) e as composições 

químicas foram obtidas via espectroscopia com energia dispersiva de raios-X 
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(EDS) acoplado ao MEV (Philips XL30-FEG-SEM equipado com Oxford Link 

ISIS 300 EDS) 

As amostras foram analisadas quanto à morfologia da superfície ou 

topografia de superfície após os ensaios celulares com 15 dias de cultura. Os 

valores de EDS correspondem também às amostras que passaram 

previamente por incubação em cultura com osteoblastos humanos após 15 dias 

de incubação. 

 

3.3.2. Medidas de Rugosidade 

 

As medidas de rugosidade sobre as superfícies das amostras foram 

realizadas com auxílio de um microscópio confocal a laser da marca 

OLYMPUS – LEXT OLS 4000 – com lentes objetivas MPLAPON de 20x e 

zoom de 1x com uma ampliação de 432 vezes a 3456 vezes e campo de visão 

de 640 µm a 80 µm.  

Com esse equipamento foram então obtidas imagens de ampliação de 

20x e reconstruções das superfícies estudadas no formato 3D. As imagens têm 

como objetivo uma análise qualitativa das modificações obtidas pelos 

tratamentos de superfície, através da visualização das características das 

rugosidades que posteriormente foram expressas em gráficos e tabeladas 

através do programa computacional do próprio equipamento. Foram realizadas 

3 medidas por amostra de cada modificação superficial, ou seja, todas as 

amostras da Tabela 3.1.  

O programa computacional do equipamente calcula e retorna vários 

parâmetros de rugosidade, tais como: Rp, Rv, Rz, Rc, Rt, Ra, Rq, Rsk, Rku, 

Rsm, RΔq, Rmr(c),Rδc, Rmr, RZJIS. Sendo eles fornecidos em forma de 

tabelas na unidade dimensional de micrômetros. 

Com base na revisão bibliográfica os parâmetros utilizados neste 

estudo são as rugosidades médias Ra e Rz. 
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3.3.3. Medida de Ângulo de contato (Molhabilidade). 

 

Todas as amostras foram caracterizadas com relação à molhabilidade 

de suas superfícies com água, ou seja, foram caracterizadas quanto à 

hidrofilicidade com auxílio de um goniômetro (KSV CAM200). 

O ângulo de contato foi medido usando o método de gota séssil. Para 

cada amostra uma média de três medidas foram realizadas com gotas de água 

deionizada contendo volume aproximado de 4 µL cada gota (Milipore) sobre a 

superfície de cada amostra (1A a 5C da Tabela 3.1). A medida do ângulo de 

contato corresponde à média do ângulo formado no lado esquerdo e do lado 

direito de cada amostra, conforme Figura 3.6. O erro calculado nesta etapa 

permaneceu abaixo de 5%. Durante a realização dos ensaios, a temperatura 

medida foi de 23,9º C e a umidade relativa do ar no ambiente estava em 62%, 

ambas as medidas mantiveram-se constantes do início ao fim dos ensaios. 

 

 

Figura 3.2: Gota de água deionizada sobre a superfície da amostra 5A. O 

ângulo medido refere-se à média dos ângulos Ɵ1 (à esquerda) e Ɵ2 (à direita) 

da gota, respectivamente. 

 

Os ângulos de contato foram medidos a partir da aquisição de imagens 

e com auxílio de um software (CAM 200 Contact Angle Measurement System). 

Foram aguardados 60 segundos para a estabilização parcial da gota de água 

em contato com o substrato para obter uma medida, conforme variação do 

ângulo médio (Ɵ) em função do tempo, Figura 4.23. 
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3.3.4. Ensaios biológicos in vitro. 

 

Estes ensaios foram realizados com objetivo de distinguir quais 

superfícies apresentam melhores respostas com relação à expressão gênica 

dos osteoblastos humanos (HOb). O processo de expressão gênica frente às 

diferentes superfícies pode ser importante para elucidar potenciais mecanismos 

das respostas biológicas dos osteoblastos durante processos osteocondutivos, 

por exemplo, que são também regulados por características físico-químicas 

das superfícies dos materiais que estão em contato. 

Todos os ensaios biológicos foram realizados sob a coordenação do 

Professor MD. Francesco Carinci na Seção de Cirurgia Maxilofacial e Plástica 

interna ao Departamento de Ciências Médico-cirúrgicas de Comunicação e 

Comportamento pertencente à Universidade de Ferrara (Ferrara, Itália). A 

realização dos procedimentos experimentais foi executada pela Doutora 

Annalisa Palmieri, responsável pelos experimentos in vitro. Esta etapa foi 

realizada no laboratório de Biologia Celular interno à Universidade de Ferrara. 

Para mais informações com relação à metodologia envolvida consultar 

os trabalhos relacionados a estas análises, tais como: [35,47,78,94–98] 

 

 

3.3.5.1. Cultura primária de osteoblastos humanos (Human 

Osteoblasts - HOb) 

 

Durante cirurgia de um voluntário saudável com 55 anos, fragmentos 

de osso derivados do fêmur foram amostrados e transferidos para frasco de 

cultura de 75 cm2 contendo Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), 

suplementado com soro bovino fetal a 20 %, antibióticos penicilina (100 U/ml) e 

estreptomicina (100 µg/ml) (Sigma Aldrich, Inc., St Louis, Mo, EUA) e 

aminoácidos L-Glutamina (Sigma Aldrich, Inc., St Louis, Mo, EUA).  
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Em seguida, as células foram cultivadas a uma temperatura de 37 °C, 

em atmosfera controlada e mantida com 5% de CO2. O meio de cultura das 

células foi inicialmente trocado no dia seguinte e a cada três dias durante todo 

o período de cultivo. Após 15 dias, os pedaços de tecido ósseo foram 

removidos do frasco de cultura celular. As células foram então coletadas após 

os 30 dias de incubação. 

 

 

3.3.5.2. Cultura celular 

 

Para o ensaio, osteoblastos humanos (Hob) em subconfluência foram 

tripsinizadas e semeadas em diferentes superfícies modificadas de discos de 

Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb. O meio foi continuamente trocado a cada três 

dias. As células foram cultivadas a uma temperatura de 37 °C, em atmosfera 

umidificada contendo 5% de CO2. No sétimo e no décimo quinto dia do ensaio, 

as células foram então coletadas para extração do RNA. 

 

 

3.3.5.3. Processamento de RNA 

 

As reações de transcrição reversa para síntese da fita de cDNA (DNA 

complementar) foram realizadas a partir de células lisadas provenientes da 

cultura celular descrita acima, utilizando o TaqMAN Gene Expression Cells-to-

Ct Kit (Ambion Inc., Austin, TX, EUA), seguindo as instruções do fabricante. 

Resumidamente, as células cultivadas foram lisadas com tampão de lise e RNA 

aplicadas nesta solução. As células lisadas sofreram a transcrição reversa em 

cDNA através do Enzyme Mix RT e tampão RT adequado (Ambion Inc., Austin, 

TX, EUA). Finalmente, o cDNA foi amplificado por PCR em tempo real usando 
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TaqMan Gene Expression Master Mix e o ensaio específico concebido para os 

genes estudados. 

 

 

3.3.5.4. PCR em tempo real 

 

A expressão gênica foi quantificada em tempo real utilizando RT-PCR. 

Os níveis de expressão de genes foram normalizados pela expressão do gene 

housekeeping RPL13A e foram expressos como fold change em relação à 

expressão de células das superfícies não tratadas (amostras 1A ou 1B ou 1C, 

quando forem os casos). A quantificação foi realizada com o método de cálculo 

de delta /delta (27). Os primers forward e reverse e as sondas para os genes 

selecionados foram desenhados usando software Primer Express (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, EUA) e estão listadas na Tabela 2.4. Todas as 

reações de PCR foram realizadas em volume total de 20 µl usando o ABI 

PRISM 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Cada reação 

contendo 10 µl de 2X TaqMan Universal Master PCR Mix (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, EUA), 400 nM de concentração de cada iniciador e 200 nM de 

sonda, e cDNA. O perfil de amplificação foi iniciado por 10 minutos de 

incubação a 95 °C, seguido por dois passos de amplificação de 15 segundos a 

95 °C e 60 segundos a 60 °C, durante 40 ciclos. Todos os experimentos foram 

realizados incluindo controle não alvo, ou seja, sem DNA (non tamplate control 

- NTC) para excluir a possibilidade de contaminação dos reagentes utilizados. 
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4. Resultados e Discussões 

 

4.1. Características das superfícies 

 

4.1.1. Morfologia da superfície (Topografia) 

 

Por meio das imagens obtidas com o microscópio eletrônico de 

varredura (MEV) é possível caracterizar a morfologia das superfícies formadas 

nos materiais Ti-CP, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb após os diferentes tratamentos de 

superfície propostos. Foram obtidas imagens da superfície em diferentes 

ampliações para verificar a variação de topografia de acordo com as escalas de 

aumento. 

 

 

4.1.1.1. Titânio comercialmente puro (Ti-CP) 

 

A seguir estão expostas análises micrográficas de superfícies de Ti-CP 

submetidas ao processo de lixamento, descrita como superfície da amostra 1A 

na Tabela 3.1. 

Na Figura 4.1, podem ser notadas marcas unidirecionalmente 

distribuídas provocadas pelo lixamento, Figuras 4.1(a) e 4.1(b). Este processo 

foi realizado em todas as amostras, previamente ao tratamento químico com 

intuito de ser a superfície controle ou referência e que simulasse uma 

superfície usinada. 
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Figura 4.1: Imagens da surface da amostra 1A de Ti-CP lixada,  com dois 

aumentos no MEV: (a)1000x and (b)10000x (sentido horário). 

 

A amostra 2A, constituída de Ti-CP, após tratamento com ácido 

clorídrico apresentou sobre sua superfície uma estrutura com porosidades 

distribuídas uniformemente nos aumentos de 1000 a 10000 vezes (Figura 4.2a 

a 4.2c), assemelhando-se a estrutura de dimples encontradas em superfície de 

fratura de materiais dúcteis. Em aumentos superiores, Figura 4.2(d), observa a 

formação de uma morfologia de alpes da ordem de microns (1 µm) e a 

formação de porosidade na superfície dos alpes que diminuem fractalmente no 

interior dos poros. Os poros fractais formam, portanto, topografia micrométrica 

e submicrométrica, neste caso. 

Superfície de Ti-CP com morfologia semelhante a da amostra 2A foram 

descritas por Buser et al. (1998) para implantes jateados com areia e atacados 

com HCl/H2SO4 [99]. 
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Figura 4.2: Imagens da surface da amostra 2A (Ti-CP #1500+HCl) em quatro 

aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes (sentido 

horário). 

 

Analisando as imagens da Figura 4.3a e 4.3b nota-se que em 

magnificações baixas a superfície da amostra 3A apresenta a formação de 

estrutura porosa uniformemente recoberta por uma camada de material com 

aparência de esponja observada em aumentos maiores (Figs. 4.3c e 4.3d). A 

estrutura porosa foi obtida por meio do ataque com ácido clorídrico e a 

estrutura na forma esponjosa, constituída principalmente por titanato de sódio, 

foi formada devido ao tratamento alcalino em solução de hidróxido de sódio, as 

variáveis do procedimento estão listadas na Tabela 3.1.  

A topografia apresentada por essa amostra no mesmo plano 

geométrico de análise apresenta estrutura formada na escala micrométrica e 

submicrométrica. Desta forma, a aparência de estruturas menores deve-se ao 

fato das camadas de esponjas se sobreporem e darem efeito de estruturas 

nanométricas, isso pode ser comprovado aumentando o contraste da imagem 
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da Figura 4.3 d e gerando, portanto a imagem da Figura 4.3 e, onde 

prevalecem características, micrométrica e submicrométricas de topografia. 

Resultados similares foram obtidos por Nebe et al. (2008) com um 

procedimento muito semelhante de tratamento com HCl e NaOH, no entanto, 

os autores classificaram a superfície como topografia nanoestruturada que  não 

foi adotada neste trabalho, por julgar que as características topográficas são 

acima de 100nm. 

 

 

 (e) 
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Figura 4.3: Imagens da surface da amostra 3A (TiCP#1500+HCl+NaOH) em 

quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000, (d) 30000 vezes e (e) 

30000 vezes com aumento da intensidade de contraste (sentido horário). 

 

As imagens da Figura 4.4 apresentam a superfície da amostra 4A 

modificada com ataque de ácido fosfórico. A superfície apresentou porosidades 

esféricas e uniformemente distribuídas. Há a presença de poros nas escalas de 

dimensões micrométrica e submicrométrica com formação de topografia 

apresentando distribuição geométrica de poros de forma fractal, desde poros 

contendo diâmetros com cerca de 12 µm a poros em torno de 500 nm, 

ocasionado pelo ataque com ácido. Trata-se de uma superfície que apresenta 

topografia micrométrica e submicrométrica. 

 

 

 

Figura 4.4: Imagens da surface da amostra 4A (TiCP#1500+H3PO4)  em 

quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes 

(sentido horário). 
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A amostra 5A da Figura 4.5 apresenta porosidade uniformemente 

distribuída sobre sua superfície. Na Figura 4.5d, com 30000 vezes de aumento, 

observa-se a formação da estrutura em forma de esponja depositada na 

superfície devido ao tratamento alcalino. Temos, portanto, uma superfície com 

topografia microestruturada porosa e submicroestruturada na forma de 

esponja. 

Pattanayak et al. (2011) descreveram como camadas nanoestruturadas 

a morfologia de superfícies de amostras de Ti-CP lixadas com partículas de 

SiC na granulometria #400 e tratadas com NaOH a uma concentração de 5 

mol.L-1 durante 24 horas [100], semelhantes às encontradas na amostra 5A, 

que por sua não foi classifica aqui como nanotopográfica. 

 

 

 

Figura 4.5: Imagens da surface da amostra 5A (TiCP#1500+ H3PO4+NaOH) em 

quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes. 

(sentido horário). 
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Com bases nas micrografias obtidas com o microscópio eletrônico de 

varredura das diferentes superfícies no Ti-CP foi proposta a Tabela 4.1 para 

auxiliar na avaliação da existência de topografias em três grandezas  

dimensionais micrométricas, submicrométricas e nanométricas distribuídas 

uniformemente sobre as superfícies das amostras. 

 

Tabela 4.1: Resumo das características para as amostras de Ti-CP. 

Amostras 

Escala de alteração das superfícies 

Micrométrica Submicrométrica Nanométrica 
Caracterísitcas 

Morfológicas 

1A Não Não Não 

Marcas de lixamento ou 

deformação em um 

sentido. 

2A Sim Sim Não 

Porosidades, estrutura 

semelhante à dimples 

ou alpes. 

3A Sim Sim Não 

Estrutura em forma de 

esponjas com 

diâmetros com cerca 

de 1 µm. 

4A Sim Sim Não 

Porosidade esférica 

com medidas de 

diâmetros fractalmente 

distribuídos. 

5A Sim Sim Não 

Estrutura em forma de 

esponjas distribuídas e 

unidas com cerca de 1 

µm 

 

 

4.1.1.2. Titânio-6Alumínio-4Vanádio (Ti-6Al-4V-ELI) 

 

Na Figura 4.6 (a) observa-se a superfície da amostra 1B após ser 

lixada com lixa #1500 e que apresenta marcas de lixamento e deformação, 
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proveniente deste processo, maior aumento em (b). O referido processo de 

lixamento foi realizado em todas as amostras previamente aos tratamentos 

químicos, e foi utilizada com amostra controle. 

 

Figura 4.6: Imagens da surface da amostra 1B (Ti6Al-4V #1500) em dois 

aumentos no MEV: (a) 1000 e (b) 10000 vezes (sentido horário). 

 

Por meio da Figura 4.7 (a) é possível observar que o tratamento ácido 

aplicado à superfície lixada, alterou a morfologia da superfície formando poros 

uniformemente distribuídos em 1000X de aumento, amostra nomeada 2B. No 

entanto, em maiores aumentos (10000X e 30000X) verifica-se que não há 

formação de topografia submicrométrica. 
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Figura 4.7: Imagens da surface da amostra 2B (Ti6Al-4V #1500+HCl) em 

quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes 

(sentido horário). 

 

Em adição, quando a amostra 2B, tratada com ácido, é submetida ao 

tratamento alcalino (amostra 3B) ela passa a apresentar uma morfologia 

homogênea e organizada sobre a sua superfície, observada entre 1000 a 

10000 vezes de aumento, o que configura formação de micro e 

submicrotopografia em forma de esponja, conforme imagens da Figura 4.8 (a-

c). Por meio da Figura 4.8 (d) é possível observar que o tratamento alcalino 

não produziu a formação nanotopográfica. Resultados semelhantes de 

topografia foram encontrados em superfícies de amostra de Ti-CP submetidas 

ao tratamento alcalino, amostras 3A e 5A. 



68 

 

 

Figura 4.8: Imagens da surface da amostra 3B (Ti6Al-4V #1500+HCl+NaOH) 

em quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes 

(sentido horário). 

 

O tratamento 4B provocou à superfície da amostra lixada, formação de 

poros homogeneamente distribuídos para 1000 e 5000 vezes de aumento. 

Observando com 10000 vezes de aumento nota-se a presença de 

algumas estruturas em forma de linha distribuída sobre a superfície 

homogeneamente. Desta forma, a amostra 4B apresentou microtopografia, 

porém não apresentou características nanométricas organizadas, conforme 

imagens pertencentes à Figura 4.9. 
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Figura 4.9: Imagens da superfície da amostra 4B (Ti6Al-4V #1500+H3PO4) em 

quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes 

(sentido horário). 

 

As imagens da Figura 4.10 referem-se à amostra 5B onde aparece sua 

superfície uniformemente recoberta com uma estrutura homogênea em forma 

de esponja distribuída apresentando topografia nas dimensões micro e 

submicrométricas. 
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Figura 4.10: Imagens da superfície da amostra 5B (Ti6Al-4V  

#1500+H3PO4+NaOH) com quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 

10000 e (d) 30000 vezes (sentido horário). 

 

Com bases nas micrografias obtidas com o microscópio eletrônico de 

varredura das diferentes superfícies no Ti-6Al-4V foi proposta a Tabela 4.2 para 

auxiliar na avaliação da existência de topografias em três grandezas 

dimensionais, a saber, micrométricas, submicrométricas e nanométricas 

distribuídas uniformemente sobre as superfícies das amostras. 

 

Tabela 4.2: Resumo das características para as amostras de Ti-6Al-4V. 

Amostras 
Escala de alteração das superfícies 

Micrométrica Submicrométrica Nanométrica Características 

1B Não Não Não 

Marcas de 

lixamento ou 

deformação no 

sentido. 
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2B Não Não Não 

Porosidade sem 

formação de 

topografia nestas 

escalas. 

3B Sim Sim Não 

Estrutura em 

forma de 

esponjas com 

diâmetros com 

cerca de 1 µm. 

4B Sim Não Não 
Porosidade ou 

pits aleatórios. 

5B Sim Sim Não 

Estrutura em 

forma de 

esponjas 

distribuídas e 

unidas com cerca 

de 1 µm 

 

 

4.1.1.3. Titânio-6Alumínio-7Nióbio (Ti-6Al-7Nb) 

 

A Figura 4.11 contém a superfície da amostra 1C onde se observam 

algumas linhas de deformação e de lixamento sobrea superfície. Este processo 

foi realizado em todas as amostras previamente ao tratamento químico. 
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Figura 4.11: Imagens da superfície da amostra 1C (Ti6Al-7Nb #1500) em 

quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes 

(sentido horário). 

 

A Figura 4.12 mostra que o tratamento com ácido clorídrico aplicado a 

superfície 2C alterou a morfologia da superfície uniformemente no aumento de 

1000X. No entanto, em maiores aumentos (10000X e 30000X) a superfície da 

amostra passa a não ter morfologia homogênea, ou seja, não há topografia na 

escala nanométrica, conforme, Figura 4.12. 

 

Figura 4.12: Imagens da surface da amostra 2C (Ti-6Al-7Nb #1500+HCl) em 

quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes 

(sentido horário). 

 

Com base na Figura 4.13, observamos a superfície da amostra 3C. 

Nota-se a formação de uma estrutura porosa em menores aumentos, portanto 

há características microtopográficas. Para aumentos maiores aparece a 

formação de uma estrutura nanométrica homogeneamente distribuída na forma 
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de “coral” ou “colméia de abelhas” com tamanho de poros ao redor de 100 nm. 

Essa modificação de superfície apresenta a formação de microtopografia e 

nanotopografia em Ti-6Al-7Nb como pode observado com 30000 vezes de 

aumento ao MEV. 

 

 

Figura 4.13: Imagens da surface da amostra 3C (Ti-6Al-7Nb 

#1500+HCl+NaOH) em quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 

e (d) 30000 vezes e (e) ampliada do original (sentido horário). 

 

De acordo com a Figura 4.14 houve a formação de porosidade 

distribuída homogeneamente sobre a superfície da amostra 4C, formando uma 
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microtopografia. Em aumentos maiores verifica-se a presença de estrutura em 

forma de linhas (listrada), podendo, portanto, observar características 

nanométricas de topografia. 

 

Figura 4.14: Imagens da superfície da amostra 4C (Ti-6Al-7Nb #1500+H3PO4) 

em quatro aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 10000 e (d) 30000 vezes 

(sentido horário). 

 

A superfície da amostra 5C, onde se observa a formação de uma 

estrutura porosa com aumentos de 1000 e 5000 vezes, pode ser vista na 

Figura 4.15 (a) e (b). Em maiores aumentos observa-se a formação de uma 

estrutura em forma de corais ou colmeias de abelha distribuída uniformemente 

sobre a superfície da amostra 5C. Na Figura 4.15 (e) com 50000 vezes de 

aumento é possível observar que a superfície apresenta estruturas porosas em 

formas de coral com diâmetros com cerca de 100 nm que se repetem 

homogeneamente sobre a superfície da amostra. Portanto, a amostra 5C 

apresenta topografia em escalas micrométricas e nanométricas.  
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Figura 4.15: Imagens da superfície da amostra 5C (Ti-6Al-7Nb 

#1500+H3PO4+NaOH) em cinco aumentos no MEV: (a) 1000, (b) 5000, (c) 

10000, (d) 30000 e (e) 50000 vezes (modificada do original) (sentido horário). 

 

Com bases nas micrografias obtidas com o microscópio eletrônico de 

varredura das diferentes superfícies do Ti-6Al-7Nb foi proposta a Tabela 4.3 

para auxiliar na avaliação da existência de topografias em três grandezas 

dimensionais: micrométricas, submicrométricas e nanométricas, distribuídas 

uniformemente sobre as superfícies das amostras. 

Oliveira e Nanci (2004) obtiveram após um tratamento simples com 

H2SO4/H2O2 superfícies em Ti-CP e Ti-6Al-4V com morfologias semelhantes às 

encontradas nas amostras 3C e 5C. Há diferenças com relação ao tamanho de 
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poros, no entanto, ambas apresentaram nanotopografias e induziram 

comportamentos biológicos de interesse [8]. 

 

Tabela 4.3: Resumo das características para as amostras de Ti-6Al-7Nb. 

Amostras Escala de alteração das superfícies  

Micrométrica Submicrométrica Nanométrica Caracterísitcas 

morfológicas 

1C Não Não Não Marcas de 

lixamento ou 

deformação em um 

sentido. 

2C Sim Sim Não Formação de pits 

nas escalas micro 

e submicro 

3C Sim Não Sim Estrutura em forma 

de coral 

homogênea, poros 

de 100 nm ou 

maiores. 

4C Sim Não Sim Porosidades 

micrométricas e 

listras entre cerca 

de 100 nm. 

5C Sim Sim Sim Estrutura em forma 

de coral 

homogênea com 

poros menores de 

100 nm 

 

 

4.1.2. Rugosidade 

 

Neste trabalho foi também incluído os valores de Rugosidade média Rz 

para auxiliar na exposição dos resultados e nas discussões. 
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Os resultados encontrados nas Figs. 4.16 a 4.18 referem-se aos 

gráficos distribuídos para cada material após diferentes tratamentos de 

superfície. 

 

  

Figura 4.16: gráfico representando as medidas de rugosidade, Ra e Rz para as 

amostras de Ti-CP. 

 

  

Figura 4.17: gráfico representando as medidas de rugosidade, Ra e Rz para as 

amostras de Ti-6Al-4V. 
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Figura 4.18: gráfico representando as medidas de rugosidade, Ra e Rz para as 

amostras de Ti-6Al-7Nb. 

 

O parâmetro Ra para medida de rugosidade média é amplamente 

utilizado em estudos referentes à superfície de biomaterais e a partir dos 

valores desta propriedade, podemos ter uma classificação proposta por 

Albrektson e Wennerberg (2004) quanto às condições de rugosidade da 

superfície, conforme se segue [101]: 

 Lisa: definida com medidas de Ra menores que 0,5 µm. Implantes 

com superfícies polidas possuem essa característica. 

 Minimamente áspera: definida no intervalo de Ra entre 0,5 e 1,0 

µm. Estão contidas as superfícies usinadas de implantes. 

 Moderadamente áspera: valores de Ra compreendidos entre 1,0 e 

2,0 µm.  Implantes atacados com ácido, anodizados ou jateados se enquadram 

nesta categoria. 

 Áspera: valores de Ra maiores que 2,0 µm. Implantes tratados 

com spray de plasma possuem valores desta magnitude. 

 

A literatura sugere que o aumento de rugosidade tende a possibilitar 

maior adesão de células, porém, os resultados evidenciam que a existência de 

rugosidade na escala nanométrica apresenta respostas celulares mais 

pronunciadas  [102]. 

 

 

4.1.3. Área efetiva da superfície 

 

Os tratamentos das superfícies dos materiais estudados provocaram 

aumento da área superficial devido ao aumento da rugosidade das amostras 

modificadas durante os experimentos. 

Com auxílio de um microscópio confocal a laser foi possível calcular 

uma região da amostra de 643 µm X 643 µm o que corresponde à área de 
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413449 µm2. A área efetiva, medida, refere-se à área equivalente a um 

quadrado com aresta de 643 µm e a área obtida com o microscópio 

corresponde aproximadamente à área da superfície do material levando em 

consideração as irregularidades ou diferentes morfologias presentes, ou seja, 

devido à existência de rugosidade ou topografia. 

No entanto, a limitação da medida deve-se à resolução do 

equipamento que consiste em cerca de 0,2 µm e que possibilita concluir que o 

equipamento não distingue bem as características nanométricas e portanto os 

valores atribuídos às área da superfície são restrito as escalas submicro e 

micrométricas. 

Na Tabela 4.4 estão listados os resultados referentes à área medida 

pelo microscópio confocal a laser e as porcentagens de aumento da área com 

relação à área da superfície projetada em um plano. De forma correspondente 

temos os resultados em porcentagem de aumento da área das superfícies 

projetados na Figura 4.22. 

Com esses resultados verifica-se que a amostra 2A possui um 

aumento pronunciado de área (108%) e que as amostras da liga Ti-6Al-7Nb de 

forma geral tiveram aumentos de área pronunciados. Além disso, a amostra 5B 

teve a área aumentada em 54%, maior variação para a liga Ti-6Al-4V. 

 

Tabela 4.4: Áreas da superfície e a porcentagem de aumento com relação à 

área geométrica do plano, medidas com microscópio confocal a laser para 

todas as amostras do estudo. 

Amostras 
Área da superfície 

% de aumento da 

área geométrica 

1A  432685 5 

1B 434937 5 

1C 426754 3 

2A  861880 108 

2B 496158 20 

2C 720885 74 

3A  585654 42 
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3B 530522 28 

3C 696254 68 

4A  527958 28 

4B  523803  27 

4C 691780 67 

5A 558704 5 

5B 628109 52 

5C 596638 44 

 

 

Figura 4.19: Porcentagem de aumento das áreas de todos os materiais e todos 

os tratamentos de 1 a 5 descritos na Tabela 3.1. 

 

 

4.1.4. Composição química 

 

A caracterização de superfície por meio de microanálise com EDS 

(espectroscopia com energia dispersiva de raios-X) foi realizada em cada uma 

das superfícies das amostras para a verificação da existência dos elementos 

contaminantes utilizados nos tratamentos químicos. 
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Os resultados revelaram os elementos das composições nominais com 

adição das contaminações provenientes dos ataques ácidos: presença de cloro 

devido à incorporação de cloretos e de fósforo proveniente do ataque com 

ácido fosfórico. Os tratamentos alcalinos causaram a incorporação de sódio às 

superfícies e a incorporação do elemento cálcio, possivelmente oriundo da 

água utilizada para preparar as soluções. 

Após a conclusão dos ensaios com as células osteoblásticas, com 15 

dias de incubação, as células foram removidas da superfície e transferidas para 

a etapa de avaliação com RT-PCR. As amostras foram então lavadas com 

água deionizadas e as microanálises com EDS foram realizadas nas 

superfícies para avaliar em adição os reflexos dos ensaios in vitro sobre 

composição química das superfícies. De acordo com as Figuras 4.20, 4.21 e 

4.22 houve a ocorrência do aumento da incorporação do elemento cálcio sobre 

as superfícies das amostras 3A, 3B, 3C, 5A, 5B e 5C, ou seja, daquelas 

atacadas com ácido (HCl ou H3PO4) e tratadas alcalinamente com NaOH. 

Com isso, é difícil certificar a origem do cálcio ligado à superfície, 

podendo ser proveniente tanto de contaminação da água utilizada durante o 

tratamento com NaOH, mas pode ser proveniente de uma possível 

mineralização óssea realizada pelos osteoblásticos, como sugerido pelos 

resultados de EDS, Figuras 4.20, 4.21, 4.22, que apontam um aumento da 

concentração de cálcio após os ensaios com cultura de osteoblastos. 

Assumindo esta hipótese correta, pode-se perceber que nestas amostras a 

expressão gênica de ALPL foi consideravelmente elevada, o que torna essa 

hipótese elegível. Outros autores reportaram esse fenômeno de osteogênese 

em ensaios com células in vitro [103]. No entanto, como já havia a 

contaminação com cálcio nas amostras anteriormente a realização dos ensaios 

in vitro, análises minuciosas devem ser executadas para o esclarecimento 

deste evento. 

Observando as microanálises realizadas com as análise com EDS nas 

Figuras 4.20, 4.21 e 4.22, é possível observar que de forma geral, os 

tratamentos alcalinos provocaram um acréscimo da concentração de oxigênio.  
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Figura 4.20: Composição química via EDS nas amostras (a – d) 2A, 3A, 4A, 5A, 

respectivamente. 

 

Com base na Figura 4.21, os processos de modificação não causaram 

aumento da difusão de vanádio, ocorreu somente a presença de traços deste 

elemento na liga Ti-6Al-4V após análise via EDS. 

 

 

Figura 4.21: Composição química via EDS nas amostras (a – d) 2B, 3B, 4B, 5B, 

respectivamente. 

 

Por outro lado o elemento nióbio que não apresenta citotoxicidade foi 

encontrado em quantidades apreciáveis após os tratamentos de superfície 

utilizados, como pode ser vista na Figura 4.22. 
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Figura 4.22: Composições químicas via EDS nas amostras (a-d)  2C, 3C, 4C, 

5C, respectivamente. 

 

 

4.1.5. Ângulo de contato ou molhabilidade 

 

Todas as amostras foram caracterizadas com relação à molhabilidade 

com água deionizada medindo-se o ângulo de contato formado com água na 

superfície das amostras. Na Figura 4.23 estão ilustradas como exemplo 

imagens das gotas de água deionizada em contato com as superfícies 2A (Fig. 

4.23 (a)) e 5C à direita (Fig. 4.23 (b)). Foram realizadas duas medidas em cada 

amostra dos ângulos de contato em ambos os lados da gota entre a superfície 

das amostras e a água, conforme visto na Figura 4.23 o esquerdo e o direito 

após 60 segundos de ensaio. Esse período foi considerado para aguardar a 

estabilização momentânea da gota sobre a superfície, a variação do ângulo de 

contato de 0 a 60 segundos para a amostra 5C pode ser observada na Figura 

4.24, onde nota-se o decréscimo de um ângulo de contato médio por vota de 

100º com 2 segundos de ensaio e após 60 segundos foi reduzido a 40º devido 

às interações eletrostáticas com a superfície exemplificada. 
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 (a)            (b) 

Figura 4.23: Gota de água deionizada sobre a superfície da amostra 2A e 5C 

nos ensaios de molhabilidade para determinar o ângulo de contato médio. 

 

O ângulo de contato utilizado para caracterizar cada amostra e que foi 

utilizado para compor o gráfico da Figura 4.24 equivale, portanto, à média de 

duas medidas por amostra que representam por sua vez a média dos ângulos 

médios dos lados esquerdo e direito de cada gota da figura abaixo após 60 

segundos de ensaio. 

 

 

Figura 4.24: O ângulo  médio  observa-se o formato da gota de água (miliQ) 

com aproximadamente 4,0 µL sobre as superfícies com diferentes tratamentos 

químicos. As medidas foram realizadas com auxílio do software (KSV Contact 

Angle Measurement System). 

 

Com esse ensaio é possível investigar o comportamento das 

superfícies estudadas com relação hidrofilicidade ou hidrofobicidade da 

amostra e desta forma correlacionar principalmente com a etapa de adesão 
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das células osteoblásticas e portanto a expressão de osteopontina, importante 

proteína nesta etapa de interação osteoblasto/material. Pesquisas vêm 

demonstrando que comportamento predominantemente hidrofílico tem 

promovido maior adesão celular [53,54,104]. 

No gráfico da figura 4.25 pode-se observar que para todas as amostras 

o comportamento foi predominantemente hidrofílico, uma vez que os ângulos 

medidos durante os ensaios não ultrapassaram 90º após 60 segundos, período 

para estabilização da gota. 

As amostras nomeadas por 3 e 5 para os três materiais (A, B e C) 

apresentaram maior hidrofilicidade comparadas as amostras 2 e 4, como poder 

ser observado no gráfico da Figura 4.28. Esse fato era esperado e pode ser 

explicado devido ao tratamento alcalino provocar a formação de Ti-OH nas 

superfícies do titânio e de suas ligas [41]. 

As amostras 2A, 2B e 2C apresentaram comportamento pouco 

hidrofílico, que pode ser explicado pelo aprisionamento de ar favorecido pela 

rugosidade das amostras, conforme exemplo abaixo [105,106]. 

A figura ilustra que o aumento da amplitude da rugosidade provocou o 

aumento do ângulo de contato [105]. 

 

Figura 4.25: Esquema de gotas sobre superfície com texturas. Comportamento 

no caso do (a) modelo de Wanzel (b) e (c) modelo de Cassie-Baxter [105]. 

 

O comportamento hidrofílico pode ser intensificado com a formação da 

camada de titanato de sódio na superfície do material após o tratamento 

alcalino com NaOH, formando as amostras 3A, 3B e 3C, portanto. 
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Figura 4.26: Ângulos de contato de todas as amostras testadas. 

 

 

 

4.1.6. Respostas Biológicas  

 

As respostas biológicas buscaram avaliar os níveis de expressão 

gênica dos osteoblastos após respectivamente 7 e 15 dias de cultura sobre as 

diferentes superfícies nos três materiais estudados. Os resultados estão 

relatados na forma de gráficos, expostos nas Figuras 4.27 a 4.33, nas quais 

podem ser verificados os diferentes genes codificados por ALPL, SPP1, 

RUNX2, Col1A1, Col3A1, SPARC, relacionados aos processos de 

osteocondução e do gene RPL13 (denominado housekeeping, gene guardião, 

que possui a função de normalizar os valores do ensaio) como referência para 

o ensaio em real time RT-PCR. 

Observa-se nas Figuras 4.27 a 4.33 que as amostras 1A, 1B e 1C não 

aparecem nas legendas; isso se deve ao fato das superfícies pertencentes a 

estas amostras serem adotadas como controle, ou seja, todas as análises 
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realizadas para cada material são relativas a essas amostras de referência ou 

superfície controle. Em outras palavras, pode-se dizer, por exemplo, que o 

gene codificado como RUNX2 que atingiu um valor igual à log 1,0 no gráfico 

apresenta um nível de expressão gênica desse referido gene 10 vezes superior 

ao nível encontrada pela superfície controle. 

Neste trabalho, foram investigadas as respostas celulares em quatro 

diferentes superfícies desenvolvidas a partir de tratamentos químicos em 

comparação com as superfícies controle (somente lixadas, amostras 1A, 1B e 

1C), simulando uma superfície usinada. Todos os tratamentos foram aplicados 

em três materiais a base de titânio contendo as seguintes composições 

nominais: Ti-CP, Ti-6Al-4V-ELI, Ti-6Al-7Nb. 

As respostas celulares relativas à expressão gênica é uma forma de 

avaliar o potencial de osteocondução das células, uma vez que a análise traz 

respostas com relação às expressões gênicas dos osteoblastos sobre 

diferentes superfícies e avalia a sequência ou a ordem das expressões bem 

como as quantidades relativas destas expressões, sendo assim possível 

observar a tendência de comportamento dos osteoblastos perante às diversas 

superfícies. 

De acordo com a definição proposta por Albrektson e Johansson 

(2001) a osteocondução está atrelada ao crescimento do osso sobre uma 

superfície de um determinado materiail [13]. 

A Figura 4.27 traz respostas sobre as amostras constituídas de Ti-CP. 

As amostras 2A e 4A, apresentaram em 7 dias de cultura celular valores de 

expressão de SPP1 (osteopontina, importante para a etapa de adesão das 

células) mais elevados que as amostras 3A ou 5A, mesmo possuindo menor 

hidrofilicidade. No entanto, isso pode ser explicado, pelo fato da amostra 2A 

ter, em comparação às demais, área efetiva de sua superfície aumentada 

drasticamente (acima de 100%), além do aumento da rugosidade, conforme 

Tabela 4.4 e Figura 4.16, o que pode ter induzido a expressão elevada de 

osteopontina pelas células [64,66]. Em adição, a amostra 4A, que também 

apresentou níveis elevados de SPP1, contém fósforo ou fosfato incorporados à 

superfície, o que pode ser a causa da expressão do referido gene, fato 
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reportado com resultados de tratamento com ácido fosfórico no trabalho de 

Park et al. [14]. 

 

 

Figura 4.27: Análise da expressão gênica de osteoblastos humanos (HOb) em 

cultura in vitro sobre discos de Ti-CP grau II com diferentes modificações de  

superficíe (2A, 3A, 4A, 5A) após sete dias. 

 

Após 15 dias de cultura as amostras da Figura 4.28 apresentaram 

expressão gênica de RUNX2 superiores, principalmente as amostras 3A e 4A o 

que pode ser explicado pela topografia favorável em ambas as amostras, 

conforme Tabela 4.1. 
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Figura 4.28: Análise da expressão gênica de osteoblastos humanos (HOb) em 

cultura in vitro sobre discos de Ti-CP grau II com diferentes modificações de 

superficíe (2A, 3A, 4A, 5A) após quinze dias. 

 

De acordo com as Figuras 4.29 e 4.30 a amostra 2B apresentou 

expressão gênica inferior para todos os genes analisados em comparação a 

amostra 1B, a controle. Este fato decorre provavelmente do fato do ataque 

ácido com HCl não ter provocado a corrosão uniforme da superfície do material 

Ti-6Al-4V, liga composta pela presença de fases alfa mais beta que possuem 

potenciais químicos diferentes. A consequência foi a não formação de uma 

topografia (rugosidade isotrópica) na escala observada, além da ocorrência da 

formação de rugosidade que pode não ter favorecido o aumento da 

hidrofilicidade (Fig. 4.26), conforme modelos apresentados na Figura 4.24, o 

que culminou em um comportamento muito pouco efetivo com relação à 

pretendida osteocondução e possível mineralização óssea no tempo estudado. 

Observa-se que as amostras 3B, 4B e 5B, Figura 4.29, apresentam 

níveis elevados de expressão gênica referente à SPP1, osteopontina, 

importante proteína produzida pela célula durante a etapa da adesão celular. 

Essa consideração pode ser explicada pelo fato do tratamento alcalino ter 
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aumentado a hidrofilicidade da superfície tratada tanto com ácido clorídrico 

como ácido fosfórico previamente ao tratamento com NaOH, e ter, portanto, 

induzido a expressão deste gene vinculado a adesão celular nas amostras 3B e 

5B. Em adição, o tratamento realizado com ácido fosfórico, amostra 4B, 

também induziu níveis elevados de expressão de osteopontina apesar de 

moderada hidrofilicidade, ângulo de contato igual a Ɵ=63º, o que sugere que a 

amostra apresenta incorporação de fósforo ou fosfatos na sua superfície, 

proveniente do ataque com H3PO4, o que pode explicar a expressão de 

osteopontina [88]. Essa consideração está em acordo com resultados 

encontrados com Park et al. (2010) que avaliaram a expressão de osteopontina 

em superfícies tratadas com ácido fosfórico em diferentes condições e 

encontraram a correlação entre aumento da expressão gênica de SPP1 em 

amostras tratadas hidrotermicamente com ácido fosfórico [14]. 

Os resultados para a liga Ti-6Al-4V demonstram que o ataque realizado 

com ácido fosfórico combinado com NaOH causou um decréscimo esperado de 

Ɵ (Figura 4.26), ou seja, um aumento do comportamento hidrofílico da 

superfície associado a um aumento da área efetiva da superfície (Tabela 4.4), 

sugerindo serem estas as causas do aumento da expressão de osteopontina e 

a formação de uma topografia serem as responsáveis pela expressão gênica 

de RUNX2 e de ALPL superiores aos encontrados pela amostra 1B, 

sinalizando uma possível atividade osteogênica aos 7 dias de cultura de 

osteoblastos humanos no ensaios in vitro, conforme Figura 4.29. 



91 

 

 

Figura 4.29: Análise da expressão gênica de osteoblastos humanos (HOb) em 

cultura in vitro sobre discos de Ti-6Al-4V com diferentes modificações de 

superfície (2B, 3B, 4B, 5B) após sete dias. 

 

A Figura 4.30, com 15 dias de incubação sobre as superfícies da liga 

Ti-6Al-4V, mostra que as respostas das expressões gênicas dos osteoblastos 

sobre as amostras 3B e 5B foram consideravelmente maiores que as demais o 

que sugere a maior osteocondutividade a estas amostras após os tratamentos 

utilizados. Isso pode ser explicado devido a formação de topografia (rugosidade 

isotrópica) micrométrica que pode ter induzido a expressão de RUNX2 seguida 

pela expressão de ALPL [70,107,108]. 
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Figura 4.30: Análise da expressão gênica de osteoblastos humanos (HOb) em 

cultura in vitro sobre discos de Ti-6Al-4V-ELI com diferentes modificações de  

superficíe (2B, 3B, 4B, 5B) após sete dias 

 

Resumidamente, após análise das modificações executadas no 

material Ti-6Al-4V e conforme os resultados encontrados, observa-se  que as 

amostras 3B e 4B foram mais eficazes haja vista as expressões elevadas de 

SPP1 com 7 dias e de RUNX2 e ALPL com 15 dias o que sugere um 

comportamento osteocondutivo da superfície dessas amostras comparado aos 

da superfície controle (1B). 

Paralelamente, analisando os tratamentos sobre as superfícies da liga 

Ti-6Al-7Nb, podemos afirmar que eles foram muito eficientes, haja visto, os 

comportamentos físico-químicos encontrados nas superfície das amostras 2C, 

3C, 4C e 5C e as respectivas respostas biológicas que corroboram com estas 

análises. 

Na literatura há resultados comparando respostas celulares in vitro 

entre Ti-6Al-7Nb e Ti-CP, utilizando-se células similares aos osteoblastos 

humano (SaOS-2 cells) na qual a liga citada, contendo alumínio e nióbio, 

promoveu respostas boas quanto a espraiamentos celulares, sínteses de 
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fibronectina e osteopontina em ambos os métodos de análise, tanto através de 

mRNA quantificado via PCR quanto através da avaliação in situ dos níveis de 

proteínas sintetizadas sobre as superfícies dos dois materiais, Ti-CP ou Ti-6Al-

7Nb [65]. Os resultados demonstraram que a liga possui respostas biológicas 

superiores mesmo quando comparada ao Ti-CP, possuindo os dois materiais o 

mesmo tratamento de superfície, polimento seguido por um jateamento com 

alumina (50 µm) [65]. 

Em outro estudo, amostras de Ti-6Al-7Nb passaram por diferentes 

processos de lixamento e apresentaram superfícies contendo riscos 

provocados por abrasivos com diferentes grânulometrias: #180, #400 e #1200. 

O valor de Ra igual a 0,2435 ±0,0690 foi medido na amostra lixada com lixa 

#180, a mais áspera, sendo aquela que apresentou respostas superiores com 

relação espraiamento e proliferação celulares, no entanto, a adesão foi pouco 

influenciada pela rugosidade [64]. 

Analisando as respostas dos osteoblastos para as amostras da liga Ti-

6Al-7Nb, todas elas apresentaram níveis de expressão gênica consideráveis 

com 7 dias de cultura celular. Porém, com 15 dias as amostras que mantiveram 

níveis elevados de expressão gênica são: 3C, 4C e 5C. As respostas dos 

osteoblastos foram induzidas provavelmente pela presença de estruturas nas 

escalas submicrométricas (4C), mas, principalmente nanométricas (3C e 5C) 

formando, portanto nanotopografias de interesse (Figuras 4.13 e 4.15) e que 

aparentam ter influência significativa na expressão de RUNX2 seguida pela 

expressão de ALPL e das proteínas colagenosas (COL1A1 e COL3A1) com 

base nos resultados encontrados nos ensaios de RT-PCR após 7 e 15 dias das 

amostras de Ti-6Al-7Nb, conforme Figuras 4.31 e 4.32. Resultados que 

corroboram com esta análise foram encontrados por You et. al (2010) e Gredes 

et. al (2012) [109,110]. 
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Figura 4.31: Análise da expressão gênica de osteoblastos humanos (HOb) em 

cultura in vitro sobre discos de Ti-6Al-7Nb com diferentes modificações de  

superfície (2C, 3C, 4C, 5C) após sete dias. 

 

Adicionalmente, é importante salientar que para as amostras avaliadas 

na Figura 4.31 houve indícios da expressão gênica de osteonectina, codificada 

como SPARC, o que pode ser um sinal da ligação destas proteínas aos cristais 

de cálcio presentes no osso, sinal do estágio avançado de mineralização óssea 

[111]. 

De forma geral, pode-se observar que os tratamentos propostos 

influenciaram os processos celulares nos estágios que antecedem a fixação 

biológica. Foi observada uma sequência de eventos relacionados à expressão 

gênica dos osteoblastos humanos em ensaios in vitro sobre as diferentes 

superfícies contendo distintas propriedades físico-químicas. 
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Figura 4.32: Análise da expressão gênica de osteoblastos humanos (HOb) em 

cultura in vitro sobre discos de Ti-6Al-7Nb com diferentes modificações de 

superfície (2C, 3C, 4C, 5C) após quinze dias. 

 

Os resultados sugerem que os comportamentos predominantemente 

hidrofílicos e as incorporações de fosfatos além do aumento da área efetiva, 

aparentam influenciar a expressão gênica de SPP1 – osteopontina. Diversos 

autores avaliaram a quantidade de células relacionadas aos eventos de 

formação óssea e foi possível constatar que em 7 dias de cultivo a maioria das 

células estavam aderidas ou a expressão de osteopontina já atingira o máximo, 

ambos os sinais do processo de adesão [14,112]. 

Em adição, os resultados sugerem que a formação de topografia teve 

influência na expressão gênica de RUNX2, gene chave para manter os 

osteoblastos em homeostases (equilíbrio biológico) e induzir as expressões 

gênicas no sentido da osteocondução, a se confiar nos resultados obtidos com 

relação às expressões das proteínas, sinalizando eventos de mineralização 

óssea, como expressão de ALPL, como pode ser observada na análise 

realizada por outros autores [14,112] e por meio da expressão gênica de 

SPARC, que atingiu o máximo após 14 dias na análise realizada por Neel et al. 

(2013) [113]. 
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Principalmente a formação de topografias nas superfícies das amostras 

4A, 2C, 4C após os respectivos ataques ácidos conferiram a essas amostras 

superfícies com dimensões fractais que aparentam ter influenciado nas 

respostas celulares e podem ser levadas em consideração na busca de uma 

superfície altamente osteocondutiva e osteogênica [21,37,114,115]. 

De qualquer maneira, há muito que se elucidar a respeito da 

manipulação das propriedades físico-químicas para potencializar as respostas 

celulares e provocar a fixação assintomática de implantes em um cada vez 

mais curto período de tempo, traduzindo assim em incontáveis benefícios aos 

pacientes. 

Ao final, com intuito de orientar os efeitos das diferentes variáveis 

contidas nas superfícies com relação às respostas biológicas, está proposto um 

Diagrama de Ishikawa ou Causa e Efeito. Neste caso, temos os efeitos das 

propriedades superficiais nas respostas biológicas das células, para que possa 

guiar as modificações superficiais no sentido que possibilitem em última 

instância a osseointegração, Figura 4.33. 
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Figura 4.33: Diagrama de causa e efeito (Ishikawa) dos processos que 

antecedem o fenômeno de osseointegração. 
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5. CONCLUSÕES 

 

Os tratamentos realizados atingiram os objetivos de alterarem as 

características físico-químicas de Ti-CP, Ti-6Al-4V-ELI e Ti-6Al-7Nb, de tal 

forma a obter-se uma combinação de propriedades que podem ser 

correlacionados aos eventos de expressões gênicas em osteoblastos humanos 

a partir de 7 e 15 dias de cultura in vitro. 

A hidrofilicidade, a área efetiva e a incorporação de fosfatos aparentam 

regular a expressão de osteopontina nos estágios iniciais de cultura de 

osteoblastos humanos. 

 A formação de topografias em escalas micrométricas, 

submicrométricas e principalmente nanométricas sugerem ter influência sobre 

a expressão de RUNX2 e de ALPL e na sequência dos processos de 

osteocondução. 

As medidas de rugosidade entre as amostras não apresentaram 

diferenças significativas e mesmo assim as amostras apresentaram 

comportamentos distintos, o que denota a baixa correlação da rugosidade 

quando comparada à topografia com relação aos eventos celulares estudados. 

Quanto às medidas de rugosidade, as amostras apresentaram 

comportamento classificado como liso ou minimamente áspero e influenciaram 

nas respostas dos osteoblastos, esse resultado sugere que a indução de 

comportamentos osteocondutivos das superfícies se dá em uma escala de 

dimensão deveras reduzida. 

Os tratamentos ácidos associados ao alcalino demonstraram ser 

eficientes para o processo de osteocondução, uma vez que as expressões 

gênicas de proteínas relacionadas aos processos de osteogênese foram 

elevadas nessas superfícies para os três materiais. 

O ataque ácido simples com H3PO4, apesar de possuir poucas 

referências na literatura com essa aplicação aparentou ter influência na 

expressão do gene SPP1, devido à incorporação de fosfatos e influenciou a 
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expressão de RUNX2, devido provavelmente a formação de topografia, com 

dimensão fractal. 

A combinação de um comportamento altamente hidrofílico, 

moderadamente áspero com aumento de área efetiva associado a uma 

nanotopografia homogeneamente distribuída sobre a superfície da amostra de 

Ti-6Al-7Nb atacada com ácido clorídrico e tratada alcalinamente (amostra 3C), 

provocou elevados níveis de expressão gênica, sugerindo um comportamento 

altamente osteocondutivo comparado aos demais tratamentos. Resultados 

semelhantes foram encontrados para a amostra atacada com ácido fosfórico e 

tratada alcalinamente (amostra 5C). 

 

 



101 

 

6. Sugestões para trabalhos futuros 

 

 Aperfeiçoar os parâmetros dos tratamentos químicos propostos. 

 Explorar novos tratamentos químicos que privilegiem a 

incorporação de íons presentes no meio fisiológico. 

 Comparar outros processos de modificação quanto às respostas 

celulares. 

 Realizar ensaios in vitro com células osteoblásticas para verificar 

in situ os fenômenos de adesão, espraiamento, proliferação, mineralização 

óssea, etc. 

 Avaliações in vivo podem ser requeridas para melhor 

interpretação dos fenômenos e da validação da proposta. 

 Obtenção de topografias diferentes na mesma escala (preferência 

nanométrica) para comparar aquela que aparenta induzir determinadas 

respostas biológicas (expressão de RUNX2, por exemplo). 
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APÊNDICE A 

 CÉLULAS ESTAMINAIS MESENQUIMAIS: células indiferenciadas com 

capacidade de multiplicação e auto renovação e que podem diferenciar-se em 

outras linhagens, como em osteoblastos, por exemplo. 

 CÉLULAS OSTEOBLÁSTICAS OU OSTEOBLASTOS*: células de 

origem mesenquimal interessadas na formação do tecido ósseo. 

 CITOTOXICIDADE: toxicidade provocada à célula, por exemplo, pela 

liberação de íons tóxicos pelos implantes. 

 EXPRESSÃO GÊNICA: é o provesso pelo qual a informação contida no 

gene é usada para a “montagem” da molécula de proteína. 

 GENE*: todo fator hereditário; a menor unidade de transmissão de 

caracteres hereditários considerados como partículas ultramicroscópicas, 

capazes de auto reprodução e imitação, que ocupa um lugar definido no 

cromossomo. Todo gene conhecido é modificado do desenvolvimento e 

considerado agente celular fisiológico que atua como centro de atividade 

química específica. 

 IMPLANTAÇÃO*: colocação de alguma substância dentro dos tecidos do 

organismo. 

 IMPLANTES: material natural ou sintético inserido no interior de algum 

tecido do organismo. 

 OSTEOCLASTO*: uma das grandes células multinucleadas encontradas 

em associação com a reabsorção óssea. 

 PRIMERS: pedaços de DNA sintéticos. 

 SUBCONFLUÊNCIA: estágio de crescimento celular no qual as células 

atingem uma determinada porcentagem de cobertura do fundo do frasco no 

qual estão sendo cultivadas as células. Está associada ao estágio de finitude 

da proliferação celular.. 

 TRIPSINIZAR: método para desprender as células do substrato onde 

estão aderidas. 
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*extraído de DICIONÁRIO MÉDICO ILUSTRADO. Editor Edmondo Andrei. 

Copyright. The McGraw-Hill Book company Inc. 1970. 1104 pgs. 
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APÊNDICE B 

 

Rugosidade, algumas definições: 

 

Quando se trata de medidas de rugosidade, referimo-nos aos desvios 

em relação à forma ideal de um determinado corpo. É imprescindível, portanto, 

usar uma forma ideal como a linha de referência, que no caso adotado neste 

trabalho é a linha média [116]. 

A linha média é definida como uma linha disposta paralelamente a 

direção do perfil, dentro do percurso de medição (lm) de modo que a soma das 

áreas superiores sejam exatamente iguais a soma das áreas inferiores, 

ilustrado na Figura B.1. 

 

Figura B.1: esquema de representação da linha média (extraído de [116]). 

Percurso inicial (lv) é a primeira parte do trecho apalpado e que é 

descartada para o cálculo da rugosidade por ser o trecho que contêm 

oscilações de medida. 

Percurso de medição (lm) trata-se da extensão do trecho útil do perfil 

de rugosidade projetado sobre a linha média. 

Comprimento de amostragem (le) é tomado como um quinto do 

percurso de medição. 

Percurso final (ln) é a última parte do trecho apalpado descartado por 

conter prováveis oscilações e amortecimentos intrínsecos ao ensaio. 

Percurso de apalpamento (lt) é a soma dos percursos: inicial, 

medição e final. 

Todas essas variáveis estão ilustrados no esquema da Figura B.2. 
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Figura B.2: Percurso de apalpamento para a medição de rugosidade (extraído 

de [116]). 

Após definição dos termos, passamos a definir os parâmetros de 

avaliação de rugosidade: 

Rugosidade média (Ra) é a média aritmética dos valores absolutos 

das ordenadas de afastamento dos pontos de perfil de rugosidade em relação 

à linha média, dentro do percurso de medição lm, como pode ser observado 

pela Figura B.3. 

 

 

Figura B.3: Perfil de rugosidade média, Ra (extraído de [116]). 

Rugosidade média (Rz) é a média aritmética dos 5 valores de 

rugosidade parcial Zi. A rugosidade parcial Zi é definida como a soma dos 

valores absolutos das ordens dos pontos de maior afastamento, acima e abaixo 

da linha média, existentes dentro de um comprimento amostragem (le), vide 

Figura B.4. 

 

Figura B.4: Esquema dos parâmetros de cálculo de Rz e Rmáx (extraído de 

[116]) 

Rugosidade máxima (Rmáx) é o maior valor das rugosidades parciais 

(Zi), que se apresenta no percurso de medição lm. 
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As medidas de rugosidade relatadas em vários trabalhos por diversos 

autores que dizem respeito à superfície de intraósseos são geralmentes 

reportadas utilizando-se os parâmetros de rugosidade média, principalmente Ra 

[9,32,117,118]. 
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APÊNDICE C 

 

Ti-6Al-7Nb as cast atacado com H2SO4 a 60 0C por 30 min.  

2467 

 

2267 

Ácido fosfórico: Ti-6Al-7Nb as-cast. 
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Ti-6Al-4V em barra atacado com HCl a 60 0C por 30 min.  

1164 

 

 

Ti-CP em barra atacado com H2SO4 a 60 0C por 30 min.  
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24Ti 

 

Ti-6Al-4V em barra atacado com H2SO4 a 60 0C por 30 min.  

2664 

 

 

Ti-6Al-4V em barra atacado com H2SO4 + H2O2 a 60 0C por 4 horas. 


