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Mariscal ME. Diferenciação de osteoblastos cultivados sobre superfícies de titânio 
modificadas por irradiação com laser Yb:YAG pulsado de alta potencia [dissertação 
de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.   

 

RESUMO 

 

A osseointegração, requisito indispensável para o sucesso dos implantes dentários, 

é um processo lento, caracterizado, sequencialmente, pelas etapas de adesão, 

diferenciação e proliferação celular, bem como pela aposição e mineralização da 

matriz óssea depositada por osteoblastos. Acelerar o processo de osseointegração 

significa reduzir o tempo de espera para a aplicação segura de uma carga funcional 

sobre os implantes de titânio (Ti). Sabe-se que vários fatores, tal como a topografia 

da superfície do Ti, influenciam diretamente o processo de osseointegração. Assim, 

desde que foi demonstrado que alguns padrões específicos de superfície do Ti são 

capazes de bio-estimular osteoblastos, favorecendo e acelerando a 

osseointegração, diversas técnicas de baixo custo, rápida execução e altamente 

reproduzíveis, tem sido propostas para tratar a superfície dos implantes. Desta 

maneira, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar a capacidade de superfícies de 

Ti, modificadas com laser pulsado de alta potência (L) ou usinadas (U), de estimular 

a diferenciação e maturação de células obtidas de calvária de camundongos 

cultivadas sobre elas. Para isto, foram realizados ensaios laboratoriais para 

determinar a atividade mineralizadora das células (coloração com vermelho de 

alizarina e fosfatase alcalina), o metabolismo (MTT assay) e morfologia celular 

(MEV). A fim de melhor caracterizar a diferenciação de osteoblastos, foi realizada a 

reação de polimerização em cadeia (PCR) quantitativa em tempo real para analisar 

a expressão, pelas células cultivadas sobre as superfícies de Ti, de genes que 

codificam os fatores de transcrição Runx2 e Sp7 e proteínas específicas da matriz 

extracelular mineralizada (Spp1, Alpl, e Col1a1). Os dados numéricos obtidos foram 

submetidos a análise estatística.  A superfície L foi capaz de aumentar a formação 

de nódulos de mineralização aos 14 dias em comparação com a superfície U 

(ensaio de vermelho de alizarina, p<0,05). Esta atividade mineralizadora, estimada 

também pela presença da enzima fosfatase alcalina, foi observada desde o período 

de 7 dias e se manteve até o dia 14. O ensaio de MTT revelou que esta maior 
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capacidade mineralizadora não foi decorrente do aumento da proliferação celular, 

pois o metabolismo foi maior aos 14 dias em células cultivadas sobre a superfície U 

em comparação à superfície L (MTT assay, p<0,05). Os genes que codificam para 

fatores de transcrição estimuladores de diferenciação de osteoblastos (Runx2 e�

Sp7), assim como os genes que codificam para as proteínas osteopontina (Spp1), 

fosfatase alcalina (Alpl) e cadeia �1 do colágeno tipo 1 (Col1a1) foram aumentados 

no período entre 24 horas até os 14 dias em células cultivadas em contato com a 

superfície L. De acordo com a metodologia empregada neste estudo, foi possível 

concluir que a criação de topografias híbridas (micro, submicro e nano) com laser de 

alta potência bioestimula a diferenciação terminal de osteoblatos a partir de células 

obtidas de calvária de camundongos e acelera o processo biológico de síntese e 

mineralização de matriz óssea.  

 

Palavras chave: Lasers, Titânio, Nanotecnologia, Osteoblastos, Células Cultivadas. 
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Mariscal ME. Differentiation of osteoblasts cultured on titanium surfaces modified by 
Yb:YAG high energy pulsed laser [master degree dissertation]. Araraquara: 
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2013.    

 

ABSTRACT 

 

The osseointegration, which plays a fundamental role in the dental implantation 

success, is characterized by cell adhesion, differentiation, proliferation as well as 

deposition and mineralization of of bone matriz by osteoblasts. To make the 

osseointegration process faster means reducing the period to apply a safe functional 

stress on the titanium (Ti) implants. A number of factors, such as the topographical 

surface of Ti enhances the osseointegration process. Different Ti surface treatments 

capable of bio-estimulating osteoblasts to accelerate the osseointegration have been 

evaluated. Current studies have shown that osseointegration of Ti devices is 

enhanced by surface roughness. In this way, the aim of the present investigation 

was to assess the capacity of Ti surfaces irradiated with high potency laser (L) or 

polished (U) to stimulate the differentiation and maturation of cells obtained from 

calvarian bone of mouse. Then, laboratorial protocols to evaluate the mineralizing 

cell activity (alizarin red assay), cell metabolism (MTT assay) as well as the 

morphology (SEM) of cells cultured on the Ti surfaces were carried out. To better 

characterize the osteoblast differentiation, the real time qPCR for expression of 

genes that code to the transcription factors Runx2 and Sp7 were performed. 

Additionaly, this protocol was also used to assess specific proteins of extracellular 

matrix (Spp1, Alpl, e Col1a1). The numeric data were subjected to statistical 

analysis. Our data demonstrated that the Ti surface L  improved the osteoblast 

maturation capacity of calvarial osteoblasts grown over this surface. Scanning 

electron microscopy (SEM) revealed spheres and protrusions created by laser 

treatment. Laser profilometry showed a disordered surface with micrometric and/to 

nanometric scales features (Ra = 10.57μm). When compared to polished Ti (U), laser 

modified titanium (L) increased the nodule formation as well as the alkaline 

phosphatase (ALPase) activity at 7 and 14 days. These effects were not due to 

increased cell proliferation since no difference in metabolic activity on cells cultured 
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over U and L surfaces after 1 and 3 days, and decreased activity after 7 days on L 

compared to U, as demonstrated by MTT assay. Relative quantification of gene 

expression (qPCR) revealed that transcription factors triggering osteoblast 

differentiation (Runx2 and Sp7) were up-regulated at 1, 3, 7 and 14 days on L 

surface. Genes encoding to the extracellular bone matrix proteins collagen type-1 

(Col1a1) and osteopontin (Spp1) were also increased at 1, 3, 7 and 14 days. 

Alkaline phosphatase (Alpl) transcript was increased in osteoblasts after 3 an 14 

days of culture on L surface as compared to M surface. Treatment of titanium with 

high power laser created a rough surface that stimulates osteoblast differentiation 

and maturation, which turn faster the biological process of synthesis and 

mineralization of bone matrix.  

 

Keywords: Lasers, Titanium, Nanotechnology, Osteoblasts, Cells Cultured 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A incidência na perda de dentes permanentes cresce junto com a idade das 

pessoas, e numa sociedade que envelhece rapidamente como a nossa, a 

substituição destes dentes com próteses suportadas por implantes osseointegrados 

é uma prática comum e amplamente aceita. O material de escolha para a confecção 

de implantes é o titânio comercialmente puro, particularmente devido a sua 

biocompatibilidade e alta resistência à corrosão64.  

Atualmente, um dos desafios da implantodontia é acelerar o crescimento de 

tecido ósseo ao redor do implante. Assim, uma maneira de reduzir o tempo e 

aumentar a qualidade da osseointegração é modificando uma das três principais 

propriedades da superfície dos implantes (mecânicas, topográficas ou físico-

químicas). Acelerar o tempo de osseointegração significa, também, aumentar os 

índices de sucesso, especialmente em casos de pobre qualidade óssea. Em 2006, 

Butz et al.16 demonstraram que implantes com rugosidade superficial aumentada 

induzem a formação de osso com maior dureza e rigidez quando comparados a 

implantes com superfícies sem tratamento (baixa rugosidade). Além disso, uma 

melhor qualidade na osseointegração induzida pela modificação da superfície do 

titânio (Ti) pode evitar a reabsorção óssea quando os implantes são colocados em 

função105.  

O correto processo de osseointegração depende da formação de osso novo 

ao redor do implante. Várias são as proteínas que controlam o processo de 

formação óssea por meio de interações da célula com a matriz extracelular e com 

outras células. Essas interações, as quais são mediadas por fatores de transcrição 

(Runx2, osterix e beta-catenina), desempenham um importante papel na 

osteogênese e induzem um fenótipo osteoblástico61. Quando a superfície dos 

implantes de Ti é modificada, criando topografias hibridas (micro- e nano-

topografia), uma maior diferenciação celular passa a ser induzida, ocorrendo ainda o 

aumento na expressão de fatores de transcrição, síntese e secreção de proteínas 

ósseas58. 
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A qualidade da interface implante/osso está diretamente relacionada com a 

interação entre as células formadoras de osso e o material de implantação94. Com o 

objetivo de estimular positivamente essas células, tem sido propostas diferentes 

técnicas de modificação das superfícies de Ti. Independentemente do tipo de 

modificação empregada, a superfície do implante sempre deve permanecer livre de 

contaminantes12. A nanotopografia da superfície do implante, uma caraterística 

altamente desejável, deve estimular a formação de osso de qualidade homogênea95, 

sendo que em 2006, Balasundaram, Webster9 relataram que a superfície do titânio 

deve mimetizar as formas dos tecidos biológicos nos quais será inserido.  

As maiores limitações das técnicas usadas na atualidade para modificar a 

superfície dos implantes osseointegraveis incluem: 1) a dificuldade no controle da 

uniformidade e distribuição das estruturas sobre a superfície; 2) a possibilidade de 

que materiais usados nos processos de modificação possam permanecer nas 

superfícies para atuar como contaminantes inorgânicos e interferir na 

osseointegração, ou então serem liberados no local12; desde que já foi demonstrado 

que implantes livres de contaminantes permitem maior crescimento de osso 

adjacente 3) os altos custos dos processos de tratamento superficial e a 

necessidade de manuseios adicionais.  

Um processo simples, capaz de modificar a superfície do titânio, que mantém 

o material livre de contaminantes, é a irradiação com laser pulsado de alta potência. 

Tem sido demonstrado que este processo é altamente reproduzível e permite a 

obtenção de uma superfície dura, rugosa, e com alta resistência à corrosão. Além 

disso, o conteúdo de TiO2, principal responsável pela excelente biocompatibilidade 

do material é aumentado, beneficiando na osseointegração do implante43.   

A aceleração do correto processo de osseointegração, que permite habilitar o 

implante para receber uma carga funcional de maneira segura, é um desafio 

constante no mercado de implantes dentais. Um reduzido tempo de 

osseointegração é especialmente importante em casos onde se precisa 

reestabelecer rapidamente a função, estética e/ou fonética perdidas, ou em casos 

com o paciente apresenta baixa qualidade óssea. Sendo assim, neste trabalho de 

pesquisa foi avaliada a influência da modificação do titânio comercialmente puro 

com laser de alta potência sobre o metabolismo de osteoblastos obtidos de calvária 
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de camundongos. Esta proposta de trabalho se baseou no fato de que, até os dias 

de hoje, a relação entre superfície de titânio, mecanismos de diferenciação celular e 

estimulação da síntese, deposição e mineralização de matriz óssea por ostoblastos, 

não foi completamente explorada pelos pesquisadores. Além disso, acelerar o 

processo biológico de osseointegração, através do emprego de uma técnica de 

tratamento de superfície do titânio de baixo custo, que permita baixos custos de 

aplicação por implante, pode favorecer uma população de baixo poder aquisitivo, a 

qual passará ter maior acesso aos procedimentos clínicos de reposição de 

elementos dentários perdidos, através do uso de implantes. Desta forma, 

consideramos que os dados científicos obtidos com o desenvolvimento deste estudo 

são relevantes para a área do conhecimento no qual é inserido, e sendo assim, 

direciona futuras investigações in vitro e in vivo dentro desta linha de pesquisa. 

� �
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

O Ti e suas diferentes ligas são comumente usados para usinagem de 

implantes para diversas aplicações biomédicas, pois fornecem uma interface 

biocompatível com os tecidos, excelentes propriedades mecânicas e também pela 

estabilidade química e resistência à corrosão129. Sabe-se que uma estável camada 

de óxido89, a qual é formada espontaneamente quando o Ti é exposto ao oxigênio, é 

a principal responsável pela biocompatibilidade do metal/implante e sua adequada 

osseointegração6.  

 

2.1  Diferenciação de Osteoblastos e Osseointegração 

Os osteoblastos, bem como os condrócitos, adipócitos, mioblastos, e 

fibroblastos, são derivados de células tronco mesenquimais. Dentro do grupo de 

células de linhagem osteoblástica estão os progenitores mesenquimais, pré-

osteoblastos, osteoblastos (algumas vezes denominados osteoblastos maduros), 

células ósseas superficiais e osteócitos. A formação de tecido ósseo é um processo 

complexo, o qual envolve o recrutamento e diferenciação de osteoblastos e a 

síntese, deposição e posterior mineralização de uma matriz extracelular. Existem 

dois tipos diferentes de ossificação, a intramembranosa que esta limitada a certas 

partes do crânio82, e a endocondral. Durante o primeiro tipo de ossificação, as 

células mesenquimais diferenciam-se em osteoblastos, como é o caso da formação 

óssea ao redor do implante dental.  

Os mecanismos que levam a formação de osso ao redor dos implantes 

podem ser fenomenologicamente divididos em três distintas fases, as quais podem 

ser dirigidas experimentalmente: 1) a primeira é de osseocondução, onde células 

mesenquimais indiferenciadas migram até a superfície do implante e assumem a 

função osteoblástica; 2) a segunda se refere à formação de osso novo que resulta 

numa matriz mineralizada; 3) e a terceira é a resposta tecidual local, a qual 

corresponde à remodelação óssea24. 

Para serem caracterizados como osteoblastos formadores de osso, as 

células mesenquimais precisam se diferenciar, inicialmente, em pré-osteoblastos e 
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posteriormente em osteoblastos maduros. Estas células formadoras de osso são 

caracterizadas por produzir uma combinação peculiar de proteínas, incluindo 

osteocalcina, fosfatase alcalina e uma grande quantidade de colágeno tipo I. A 

matriz óssea, rica em colágeno tipo I, é também conhecida como osteóide e 

inicialmente é depositada por osteoblastos ativos e subsequentemente é 

mineralizada através da deposição de fosfato de cálcio na forma de hidroxiapatita; 

este processo dá origem a um material composto (orgânico e inorgânico), o qual 

representa o maior constituinte do osso45.   

Nas condições in vivo, as células de linhagem osteoblástica, com exceção do 

osteocito, são geralmente encontradas na região do periósteo do osso cortical. 

Avaliações detalhadas desta estrutura, mostram a presença de progenitores 

mesenquimais com formato de fibroblastos alongados nas camadas mais 

superficiais, sendo que osteoblastos maduros de morfologia cubóide se encontram 

em contato direto com a superfície do osso; os pré-osteoblastos residem na região 

intermediária, ou seja, entre estas duas populações83, 88 (Figura 1). 

Para melhor compreensão da biologia do osteoblasto, o processo de 

diferenciação tem sido comumente dividido em estágios de progenitores 

mesenquimais, pré-osteoblastos e osteoblastos. Geralmente, todas as células que 

estão se transformando de progenitores a osteoblastos maduros, são conhecidos 

como pré-osteoblastos. Estas células, diferentemente dos osteoblastos maduros, 

apresentam capacidade de se dividir ativamente in vitro84. Os pre-osteoblastos são 

caraterizados por expressar genes que são fatores de transcrição estimuladores de 

diferenciação, tal como Runx2 (runt-related transcription factor 2), sendo que num 

estágio mais avançado, também passam a expressar osterix.  
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em vários processos celulares e na resposta ao microambiente celular 118. Vários 

fatores de transcrição regulam a expressão de Sp7, dentre eles o supressor de 

tumor p53, o qual diminui os níveis do gene por mecanismos ainda 

desconhecidos119, o nuclear factor of activated T cells, cytoplasmic 1 (NFATc1); fator 

de transcrição sensitivo ao cálcio, conhecido por estimular a diferenciação de 

osteoblastos aumentando a atividade transcricional do Sp7125. Camundongos 

nocaute para Sp7 mostraram completa ausência de osteoblastos, determinando, 

assim, que osterix é um fator de transcrição essencial para diferenciação de 

osteoblastos80. Em 2002, Nakashima et al.80 demonstraram que em camundongos 

nulos para Runx2, a expressão de Sp7 era também suprimida. Este gene tem a 

capacidade de aumentar a diferenciação de células mesenquimais em células de 

linhagem osteoblástica106, sendo ainda, essencial para a função dos osteoblastos 

maduros após o nascimento, tal como comprovado recentemente por Zhou et al.128 

(2010).  

A  �-catenina outro fator de transcrição intracelular essencial, é requerido na 

diferenciação de osteoblastos, particularmente no momento em que a célula se 

encontra na fase de pré-osteoblasto. Quando ligado ao transcription factor 1 (TcF1) 

este gene estimula a expressão de Runx2, induzindo as células progenitoras a se 

diferenciarem em osteoblastos. No ano de 2005, Hill et al.48 provaram que a 

inativação da �-catenina em células mesenquimais elimina a capacidade dessas 

células de se diferenciar em osteoblastos. Foi relatado ainda, que junto com Sp7, a 

�-catenina estimula o pré-osteoblasto a se transformar num osteoblasto imaturo61. A 

�-catenina também apresenta papel fundamental na diferenciação de osteoblasto no 

embrião, sendo necessária para a progressão desde a fase onde as células são 

maioritariamente positivas a Runx2 até chegar a precursores tardios positivos tanto 

para Runx2 quanto para osterix93.     

O fator de transcrição Activating transcription factor 4 (ATF4), considerado 

importante nas células maduras da linhagem osteoblástica, parece agir de 2 

maneiras no proceso de diferenciação de osteoblastos: 1) regulando diretamente a 

expressão da osteocalcina (proteína derivada de osteoblastos); e 2) modulando a 

expressão do ligante do fator nuclear-�B (RANKL)32, conhecido promotor da função 

e diferenciação de osteoclastos. 
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Os fatores de transcrição tratados anteriormente são regulados por uma série 

de sinais de desenvolvimento. Um desses sinais é a sinalização pelas proteínas Ihh 

(Hedgehog ou Indian hedgehog), expressas especificamente pelos condrócitos pré-

hipertróficos e hipertróficos de maneira precoce, os quais podem atingir condrócitos 

e células pericondriais adjacentes para promover diferenciação de osteoblastos103. 

Embora não seja totalmente compreendido como acontece, sabe se que na 

ausência da sinalização Ihh, os progenitores pericondriais não são capazes de 

expressar Runx2, fator de transcrição indispensável para a diferenciação de 

osteoblastos. 

Outro tipo de sinal é o conjunto de sinalizações Notch, o qual facilita ou 

regula a comunicação entre células vizinhas através de contatos célula a célula. 

Estudos genéticos em camundongos sugeriram que a supressão da sinalização 

Notch suprime a diferenciação de osteoblastos47.  

A via de sinalização WNT (família de proteínas) tem importante papel na 

regulação da diferenciação de células de linhagem osteoblástica. Esta sinalização 

específica tem sido implicada por promover progressão das células positivas para 

Runx2 e Sp7 através de um mecanismo ainda desconhecido111.   

A sinalização pelas BMPs (siglas em inglês para proteínas morfogênicas de 

osso), tem papel essencial numa ampla variedade de processos biológicos. O 

mecanismo mais estudado é o de acoplamento com receptores de membrana (type 

I and type II Ser /Thr kinase), que por sua vez, ativam, por fosforilação, algumas 

proteínas intracelulares (SMADs) que traduzem sinais extracelulares desde a 

membrana celular, tais como a SMAD1, SMAD5 e SMAD8. As SMADs fosforiladas 

formam um complexo com a proteína SMAD4 e entram no núcleo celular, ativando a 

expressão gênica. Em 2006, Bandyopadhyay et al.10 demonstraram que a 

sinalização promovida por BMP2 e BMP4 é requerida para a diferenciação de 

osteoblastos maduros através do controle da transição em células positivas para 

Runx2 até células positivas para Runx2 e Sp7. Ainda dentro deste contexto, foi 

demonstrado que estes sinais também regulam a função de osteoblastos maduros.  

Uma vez que foi conferido à célula mesenquimal o fenótipo de osteoblasto, 

toma lugar o processo de sínteses de matriz mineralizada. O processo de 

mineralização in vivo ocorre em dois passos sucessivos, sendo iniciado por uma 
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mineralização primária, a qual acontece de 14 a 22 dias, saturando em torno de 50-

60% da matriz extracelular (MEC); esta, por sua vez, passa por um processo de 

mineralização secundária, a qual acontece com o decorrer dos anos.  

O tecido ósseo é essencialmente uma matriz vascularizada, composta por 

proteínas orgânicas e minerais inorgânicos de fosfato de cálcio. As proteínas 

orgânicas consistem principalmente em colágeno tri-fibrilar do tipo 1 (Col-I) (<90%) e 

proteínas relacionadas com a mineralização óssea contidas em vesículas matriciais. 

O Col-I forma um arcabouço, no qual as vesículas de matriz se aderem, originando 

sítios de nucleação de cálcio, Neste sítios, ocorre a síntese de fosfato de cálcio para 

formar o mineral de hidroxiapatita, reação facilitada pela ação da enzima fosfatase 

alcalina 38.   

O gene Runx2, claramente identificado como fator de transcrição essencial 

na diferenciação de célula osteogênica, induz a expressão sequencial de genes 

regulados por ele mesmo, os quais codificam proteínas osteogênicas essenciais 

para maturação e formação de cristais de hidroxiapatita102, bem como para a 

manutenção da integridade funcional e estrutural do tecido ósseo104. Entre essas 

proteínas estão a sialoproteína óssea (Ibsp, integrin-binding sialoprotein), 

osteocalcina ou Bglap (bone gamma-carbosyglutamate protein), osteopontina 

(Spp1, secreted phosphoprotein 1) e a enzima fosfatase alcalina (Alpl). A Ibsp é 

uma fosfoproteína de osso altamente ácida, a qual tem papel importante na 

mineralização da matriz extracelular - MEC8, 53, contribuindo cooperativamente com 

o Col-I8. A osteocalcina, proteína de origem não colagenosa, é mais abundante da 

matriz óssea, sendo sintetizada apenas por osteoblastos maduros; esta proteína é 

considerada um importante marcador da diferenciação de osteoblastos28. Sabe-se 

que a Spp1 interage com as moléculas que constituem a matriz óssea, sendo que 

sua alta afinidade pelo cálcio sugere seu importante papel na modulação e 

nucleação de fosfato de cálcio durante a mineralização da matriz óssea102. As 

proteínas lbsp, Bglap e Spp1, as quais estão presentes nos tecidos mineralizados, 

têm sua quantidade aumentada com o decorrer do tempo, apresentando-se mais 

abundantes em áreas de maior densidade óssea102.  

Uma sequêcia de processos, envolvidos e caracterizados pela diferenciação 

celular bem como maturação e mineralização da matriz, precisam acontecer para 
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que a osseointegração dos implantes de Ti seja bem sucedida. Foi bem demostrado 

que a superfície dos implantes é a responsável direta pela qualidade da interação 

entre a célula que irá formar osso e o dispositivo implantável colocado. Visando 

acelerar e/ou melhorar os processos de diferenciação e mineralização da matriz 

extracelular, vários métodos para modificar a superfície dos implantes dentais têm 

sido usados, cuja proposta principal é aumentar e viabilizar a rugosidade da 

estrutura. Tem sido revisada a relação entre a resposta óssea após a fixação do 

implante e a rugosidade da superfície. Foi relatado que ambas são melhoradas 

quando se eleva a rugosidade, pois ao mesmo tempo se aumenta a superfície de 

contato osso-implante98. Assim, a resposta tecidual após a implantação determina o 

sucesso no processo de reparo tecidual, sendo que esta resposta não é dependente 

apenas da topografia ou da rugosidade superficial, mas também das propriedades 

físico-químicas da superfície do implante90.  

 

2.2  Métodos de Modificação da Superfície dos Implantes Dentários 

É importante mencionar que o implante possui três principais propriedades 

(mecânicas, topográficas e físico-químicas), sendo que alterar alguma delas 

significa afetar as duas restantes, o que pode consequentemente influenciar no 

processo de osseointegração. Há mais de 3 décadas, Albrektsson et al.3 (1981) 

identificaram a estrutura da superfície do implante como um dos seis fatores 

particularmente importantes para que ocorra uma correta incorporação do implante 

ao osso. Assim, o aumento na rugosidade da superfície dos implantes de titânio, 

pode influenciar, de maneira positiva, o processo de osseointegração no sentido de 

se obter melhores resultados clínicos.   

Há aproximadamente 20 anos, os pesquisadores começaram a avaliar e 

apresentar para a comunidade científica a importância da rugosidade de superfície e 

estabelecer seus parâmetros específicos. Desta maneira, os parâmetros (perfis) 

descritivos de altura Ra, Rq, Rz e Rt, são as medidas mais comumente usadas e 

descrevem valores bidimensionais. Mais recentemente, foram estabelecidas as 

medidas tridimensionais Sa, Sq, Sz, e St. Sabe-se que o Sa (contraparte 

tridimensional do Ra) corresponde à média aritmética do perfil projetado pela 

superfície (Ra). O Rq, que em termos tridimensionais corresponde ao Sq, é a média 
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do quadrado da raiz do perfil (Rq), porém da superfície completa. Rz (Sz em termos 

tridimensionais), é a média dos cinco vales mais baixos e dos 5 picos mais altos em 

sentido do perfil (Rz) ou na superfície inteira (Sz). O valor Rt corresponde  à medida 

desde o maior pico até o vale mais fundo no sentido de perfil, sendo que o  St 

corresponde a medida da superfície.   

Implantes modernos apresentam superfícies modificadas por diferentes 

técnicas que geram distintas topografias, as quais variam desde a criação de nano-

tubos sobre o Ti14, até a aplicação de técnicas de condicionamento ácido ou de 

jateamento mecânico. O próprio processo de torneamento, frequentemente utilizado 

para a obtenção do macro desenho do implante, já é uma forma de obter 

rugosidade superficial. Estas superfícies usinadas ou maquinadas apresentam 

diferentes características que podem variar desde uma estrutura lisa até uma 

minimamente rugosa. Por serem os primeiros tipos de superfícies descritas, existem 

acompanhamentos clínicos demonstrando elevadas taxas de sucesso, mesmo após 

20 anos de realizado o procedimento de implantação31.  

Dentre as técnicas comumente usadas para alterar a superfície de titânio, 

algumas aderem materiais ao metal em volume e o resultado é uma superfície com 

protuberâncias. Também tem sido empregada a técnica de subtração de material, a 

qual resulta, na superfície do Ti, um variado número, diâmetro e profundidade de 

poros. Dos exemplos de processo subtrativo, além do condicionamento ácido e 

jateamento descritos acima, podemos citar a técnica de oxidação e ablação a laser. 

Já entre os processos aditivos, destacam-se a cobertura com materiais ou partículas 

(hidroxiapatita81 e vários tipos de fosfatos de cálcio67), e a deposição de íons com 

spray de plasma39. 

 

2.2.1 Processos Subtrativos de Modificação do Ti 

O jateamento corresponde a uma abrasão provocada por partículas 

(geralmente Al2O3 e TiO2), as quais são projetadas contra uma superfície e originam 

diferentes rugosidades e características químicas superficiais no titânio, 

dependendo da partícula utilizada no processo. Pose-se encontrar, também, 
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superfícies comerciais apenas jateadas e outras modificadas em combinação com 

outros métodos.  

Vários estudos demonstraram correlação positiva entre incremento de 

rugosidade e integração óssea para implantes jateados quando comparados com 

implantes sem tratamento. As rugosidades testadas variavam da seguinte maneira: 

Ra = 2,1 μm 86, Sa acima de 1,2 μm 54, Ra = 2,75 μm 30, sendo que para os dois 

últimos estudos, foram utilizados partículas de Al2O3 e TiO2. Quando colocados sob 

função, foi encontrado efeito estimulante para formação óssea nas superfícies 

jateadas, quando comparado com superfícies usinadas30. Uma vantagem do 

jateamento com TiO2 foi relatada por Warren et al.121 (2002), os quais avaliaram as 

condições de implantes pelo período de 3 anos. Os autores reportaram uma discreta 

perda óssea marginal de menos de 1 mm, sendo essa limitada redução do tecido 

ósseo foi atribuída à rugosidade de superfície.  

O Ti é um material altamente resistente à corrosão e perde pouca estrutura 

quando submetido ao condicionamento com ácidos. Desta maneira, este tipo de 

tratamento de superfície é comumente utilizado para remover uma pequena 

quantidade do material, resultando em depressões superficiais. Ácidos clorídrico, 

sulfúrico e fluorídrico têm sido usados como agentes químicos para modificar o Ti. 

Esta técnica de modificação tem sido investigada e foi observado que o osso 

formado ao redor de superfícies condicionadas (HCl/H2SO4) era mais duro e sólido 

quando comparado com o osso vizinho a implantes usinados16. Após três anos sob 

carga funcional, foi observado uma melhor osseointegração de implantes 

duplamente condicionados (HCl/H2SO4) e submetidos a tratamento térmico quando 

posicionados em osso esponjoso ou de baixa qualidade59. Os diferentes processos 

de condicionamento da superfície de titânio criaram similares perfis de rugosidade 

em escala micrométrica. Em 2007, Att et al.7 demonstraram a função normal dos 

osteoblastos in vivo, sendo que a osseointegração não foi afetada pelos diferentes 

protocolos de condicionamento. Cho et al.20 (2003) demonstraram a semelhança no 

torque reverso para remoção entre superfícies de titânio tratadas com diferentes 

tipos de ácido (Hidrofluorídrico e HCl/H2SO4) e diferença quando as duas superfícies 

condicionadas foram comparadas com superfícies sem tratamento.  
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O jateamento abrasivo e o condicionamento podem ser usados em conjunto 

para alterar a rugosidade das superfícies. Teoricamente, a justificativa para 

combinar estes métodos é por que o processo de jateamento confere uma 

rugosidade ótima para a fixação, sendo que um condicionamento adicional alisa os 

possíveis picos afiados. No intuito de investigar a influência do jateamento abrasivo 

na estimulação biológica e ancoragem do implante à longo prazo, Szmukler-Moncler 

et al.108 (2004) compararam dois implantes com rugosidade de superfície diferente 

(jateada com alumina mais condicionada com HCl/H2SO4  - Ra = 1,53 μm ou apenas 

condicionada Ra = 0,90 μm). Os autores concluíram que o jateamento abrasivo 

incrementou a ancoragem em 49,3%. Após dois meses de implantados em osso 

humano, peças de titânio jateadas com TiO2 e condicionados com HCl/HNO3 (Ra = 

0,7 μm), apresentaram maior área de contato osso-implante ao serem comparados 

com implantes apenas usinados41.  

Todos os implantes de Ti contam, por natureza, com uma camada superficial 

de óxido, a qual participa efetivamente da integração do material ao tecido ósseo. 

Com a finalidade de melhorar o processo de osseointegração, tem se aumentado a 

oxidação dos dispositivos implantáveis de Ti mediante uma técnica onde o implante 

é colocado como ânodo imerso numa solução e submetido à corrente galvânica na 

presença de certo eletrólito. O resultado da passagem da corrente galvânica é o 

incremento da camada de óxido. Existe uma relação entre a voltagem usada na 

anodisação de implantes e a incorporação óssea dos mesmos. Foi observado que a 

aplicação de uma voltagem de 500 ou de até 550 V (Ra = 5,2 μm e 3,8 μm, 

respectivamente) aumenta a porcentagem de contato osso-implante após três 

meses de cicatrização. Consequentemente, os valores de torque para remoção 

também foram aumentados, principalmente quando comparado com implantes onde 

se empregou uma menor voltagem para induzir a modificação na superfície do Ti22. 

No entanto nem todos os estudos confirmam melhoras no desempenho de 

implantes oxidados. Em 2002, Giavaresi et al.36 compararam implantes de Ti 

modificados por jateamento e condicionado (Ra = 0,80 μm) com implantes 

modificados por oxidação, usando-se para isto, fosfato de cálcio como eletrólito (Ra 

= 1,17 μm). Após oito e doze semanas de realizado os implantes em osso femoral 

de ovelhas, os autores observaram que não houve diferenças entre os grupos e 

nem entre períodos nos testes mecânicos, histomorfométricos e de dureza. 
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Resultados contraditórios foram encontrados pelos mesmos pesquisadores após 8 e 

12 semanas nos testes de força para remoção de implantes modificados pela 

mesma técnica35.  

Um outro método subtrativo de modificação da superfície do Ti é a ablação 

com laser, a qual será discutida, em detalhes, posteriormente em um tópico 

específico. Porém, cabe discorrer, neste momento, que superfícies de Ti irradiadas 

com laser aumentam a viabilidade celular e a proliferação de osteoblastos100, 

provavelmente devido à favorável topografia superficial criada por este tipo de 

tratamento. Quando implantes irradiados com laser foram implantados em coelhos, 

ocorreu uma maior ancoragem óssea quando estes implantes irradiados com laser 

foram comparados com implantes sem tratamento de superfície85. Também foi 

demonstrado que a irradiação do Ti com laser pode ser combinada com métodos 

adicionais, o que pode determinar resultados satisfatórios in vitro e in vivo52.  

 

2.2.2 Processos Aditivos para Modificação do Ti 

O tratamento de implantes de Ti com hidróxido de sódio (NaOH) produz uma 

camada de gel de composição híbrida sódio-titânio sobre a superfície, enquanto o 

tratamento com peróxido de hidrogênio (H2O2) cria uma camada de gel chamada de 

titânia (TiO2). Estes géis podem ser usados isoladamente77 ou em combinação com 

outros métodos81 para depositar materiais como (hidroxiapatita (Ha) na superfície do 

implante. Meirelles et al. 71 (2008) demonstraram a ocorrência de alterações físico-

químicas e topográficas no Ti modificado por adição de Ha pelo método de gel, o 

que resultou no aumento na retenção óssea dos implantes.  

A deposição de fosfato de cálcio (CaP) na superfície do Ti é um tipo de 

modificação que pode aumentar o embricamento mecânico com o osso e acelerar o 

reparo tecidual. Mendes et al.72 (2007) demonstraram maior adesão óssea em 

implantes (Ti6Al4V) recobertos com nano-cristais de fosfato de cálcio, quando 

comparados a implantes sem este tipo de recobrimento. Os autores atribuíram essa 

melhor adesão osso/implante ao aumento na complexidade da topografia superficial 

criada. Depois de oito semanas, implantes oxidados e recobertos com CaP 

mostraram uma maior osseointegração em comparação com implantes 
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simplesmente oxidados67. Como resultado de um estudo clínico randomizado 

desenvolvido em humanos por Goene et al.37 (2007), foi demonstrado que a adição 

de CaP influi na quantidade linear de novo osso em contato com os implantes 

depois de 4 e 8 semanas do procedimento operatório realizado na maxila.  

Na técnica de deposição por spray de plasma (TPS, titanium plasma-spray), 

aplica-se partículas de titânio na superfície do implante, originando assim uma 

superfície de configuração irregular. No estudo pioneiro desenvolvido por Vercaigne 

et al.117 (1998), os autores concluíram que as modificações provocadas pelo método 

TPS não leva à diferenças na resposta óssea pela força do embricamento mecânico 

mostrada quando os implantes foram colocados em tíbia de ovelha. Quando foi 

comparada a resposta óssea a implantes com diferentes rugosidades (Ra = 16,5; 

21,4; e 37,9 μm), tratados com TPS ou submetidos ao jateamento, foi demonstrado 

a ausência de diferenças histológicas na interface osso/implantes116. No entanto, 

outros estudos encontraram que as superfícies TPS são melhores integradas ao 

osso. Num destes estudos, Gotfredsen et al.39 (2000) compararam a ancoragem 

óssea de implantes sem modificação superficial (Ra = 0,37μm), jateados (Ra = 1,05; 

1,16; e 1,45 μm) e tratados com TPS (Ra = 3,54μm). Após os períodos de 6, 9 e 12 

semanas de realizada a implantação em tecido ósseo de coelhos, os autores 

demonstraram que as superfícies jateadas e as modificadas com TPS 

apresentavam a melhor ancoragem óssea. Outro estudo mostrou que três meses 

após a implantação, não ocorreu aumento nas medições de massa associadas a 

implantes tratados com TPS. Porém, quando o TPS foi associado com Ha, um maior 

contato do implante com o osso aconteceu 115. Lee et al.65 (2004) relataram que 

quando o tratamento com TPS é associado a outros tipos de tratamento de 

superfície, pode-se obter crescimento ósseo precoce, o que acelera o processo de 

cicatrização local.  

Para obtenção de uma nanotopografia na superfície do Ti, vários métodos 

físicos, tais como a compactação de nanoparticulas e a deposição iônica, tem sido 

propostos. Dentre estes dois métodos, o método de compactação de nano e 

micropartículas de TiO2 é o mais comumente usado, pois origina superfícies de 

nano e micro escalas no Ti tratado. A deposição de nano partículas sobre as 

superfícies do Ti pode chegar a modular a osseointegração, alterando as respostas 

celulares e teciduais74. As maiores preocupações com estes métodos para a criação 
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de nanotopografia por deposição é a possibilidade de ocorrer aglomeração de 

partículas durante o processo de recobrimento. Este efeito negativo resulta numa 

formação topográfica desigual, especialmente quando as nanopartículas são usadas 

em grandes quantidades.  

Dentre os métodos químicos para obter caraterísticas nanométricas, pode-se 

citar o tratamento de implantes com ácidos, a peroxidação e a oxidação ácida (ácido 

hidrofluorídrico). Mante et al. 70 (2004) relataram que após o tratamento do Ti com 

H2O2/HCl, ocorre aumento na capacidade de absorção de peptídeos pela superfície, 

particularmente devido à oxidação e consequente criação de uma topografia 

nanometrica com caraterísticas  amorfas. 

Adicionalmente, grupos químicos funcionais podem ser aderidos à superfície 

do Ti e serem usados como enlaces covalentes que aderem a fatores de 

proliferação celular e fatores relacionados ao osso, como por exemplo os fatores de 

crescimento. A adsorção das proteínas presentes no plasma sanguíneo (albuminas, 

fibrinogênio e imunoglobulinas) pelo Ti é de crucial importância imediatamente após 

o procedimento do implante ósseo. Após as proteínas serem adsorvidas, elas atuam 

como interface entre a superfície do implante e as células, criando um substrato 

adequado para a osseointegração. Tang et al.110 (1999) demonstraram que a 

adsorção não é afetada apenas pela textura da superfície de Ti, mas também pela 

sua hidroafinidade e característica química. Este fator é de especial importância 

para o Ti, pois o processo de adsorção é mais lento nas superfícies de Ti quando 

comparado com outros materiais, como o aço inoxidável18, o que reduz a adesão e 

interação com células sanguíneas. Superfícies de implantes de Ti têm sido 

modificadas no intuito de melhorar as propriedades de adsorção. Assim, a criação 

de nanoestrutura sobre a superfície capaz de promover a absorção tem sido 

proposta como uma maneira de acelerar a osseointegração91.  

O método mais comumente usado para criar nanotopografia na superfície dos 

implantes é o de jateamento complementado pelo condicionamento ácido (SLA). 

Este processo confere à superfície do Ti a formação de macro e microtopografias 

decorrentes do jateamento, sendo que as micro- e nanoestruturas se formam em 

decorrência condicionamento ácido. A maior limitação do SLA se deve ao fato de 

que este é um processo randomizado e de difícil controle na uniformidade e 
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distribuição das nanoestruturas na superfície dos implantes. Com a proposta de 

superar esta limitação e gerar implantes com melhor distribuição de nanoestruturas 

na superfície de Ti, tem sido realizado uma cobertura complementar do dispositivo 

com Ha, através da aplicação do spray de plasma ou com a deposição de fosfato de 

cálcio por meio da evaporação com feixe de elétrons. No entanto, estes métodos 

são difíceis de serem aplicados em implantes com formatos complexos ou que 

apresentem depressões, além de elevar significantemente o custo final dos 

dispositivos. 

Cobrir a superfície de metais, tais como o Ti, com filmes de polímeros 

funcionais, é também uma maneira eficaz de melhorar a osseointegração enquanto 

diminui-se a corrosão do metal25, 46, 127. Os polímeros usados neste técnica possuem 

várias vantagens, sendo a maior delas a capacidade de ser usados para carga e 

liberação de agentes terapêuticos, como fatores estimuladores de formação óssea. 

Porém, também existem algumas desvantagens para esta técnica, tais como o 

potencial de liberar compostos potencialmente prejudiciais aos tecidos dos 

pacientes submetidos ao implante. Embora esta seja a principal desvantagem de se 

utilizar polímeros no tratamento do Ti, o que limita a disseminação desta técnica, há 

alguns tipos específicos de procedimentos propostos para modificar as superfícies 

do Ti e assim melhorar as propriedades do material e sua osseointegração mesmo 

envolvendo diferentes polímeros na técnica. A polimerização eletroquímica tem sido 

usada para depositar filmes de diferentes polímeros em Ti e suas ligas26, resultando 

em superfícies com melhores propriedades anticorrosivas. Vários têm sido os 

métodos utilizados para liberar fatores bioquímicos na interface entre a superfície do 

implante e o tecido ósseo. Estes métodos incluem a união covalente de moléculas 

bioativas, tais como colágeno tipo I79 ou do peptídeo RGD99, diretamente nos filmes 

de polímeros. Além de aprimorar a resistência à corrosão e conferir propriedades 

bioativas ao implante, a cobertura com filmes de polímeros estimula a 

vascularização local. Como os implantes metálicos apresentam pouco ou nenhum 

suporte para a revascularização do novo osso que será formado ao seu redor, já 

foram incluidas moléculas biologicamente ativas, como o VEGF27 (fator de 

crescimento vascular endotelial, uma proteína envolvida na angiogênese e na 

vasculogênes) ou até uma associação de VEGF e colágeno 126, o que favoreceu a 

vascularização ao redor dos implantes.  
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2.3  Modificação da Superfície de Titânio com Laser Pulsado de Alta Potência 

Tratar a superfície do Ti com laser é um método efetivo para obter superfícies 

biologicamente favoráveis a osseointegração100. A modificação da superfície de 

implantes de titânio através do uso de laser é causada pela ablação do metal. Este 

processo remove material da superfície sólida em massa/volume, através da 

aplicação de uma irradiação com feixe de laser específico, onde em baixas 

intensidades uma pequena quantidade do material na superfície de trabalho pode 

ser evaporada quando esquentada rapidamente pela energia absorvida do laser. Já 

em altas intensidades, o Ti é convertido em plasma e, quando a irradiação cessa, a 

superfície tende a se solidificar68. Esta modificação superficial foi desenvolvida 

dentro da área de engenharia de materiais para diferentes objetivos87. 

Para ser gerado um feixe de laser é necessário que ocorra a estimulação de 

elétrons de certo elemento químico desde seu estado natural, induzindo-os a um 

estado de maior carga energética. O retorno destes elétrons ao seu estado natural 

resulta na emissão de fótons, liberando a energia que foi necessária para esta 

transição4. O raio de fótons é então transportado através de um material 

semitransparente, o que resulta em luz altamente direcional e monocromática, 

permitindo assim uma focalização extremamente precisa da área que se deseja 

irradiar. Este fenômeno faz com que seja possível aplicar uma determinada energia 

sobre a estrutura de Ti, elevando a temperatura local, o que ocasiona sua fusão. Em 

consequência disto, gera-se uma modificação físico-química na superfície do 

material irradiado113. Esta energia absorvida do feixe de laser, a qual é parcialmente 

convertida em energia térmica, gera uma série de efeitos na superfície do Ti, como 

derretimento, vaporização, ondas de choque, entre outras.  

A irradiação do titânio é um método de modificação controlável e pode ser 

aplicado à produção em massa. O tratamento com laser permite criar formas e 

texturas na superfície do Ti com precisão em uma escala de micrometros. Müller et 

al.78 (2006) utilizando esta tecnologia de irradiação com laser, criaram poros com 

formato cilíndrico bem definidos que variavam na faixa de 100 μm e tinham a 

mesma medida tanto em diâmetro como em altura. Hirao et al.50 (2005) também 

demonstraram a formação de canais de 500 μm de largura em implantes de titânio 
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(Ti6A14V) ou cromo cobalto (CoCr) quando da utilização do laser de ítrio, 

aumentando a força de união e resistência ao desprendimento por cisalhamento. 

Para que exista uma adequada integração dos dispositivos implantáveis de 

Ti, a superfície dos mesmos deve ser invariavelmente estéril e também estar livre de 

contaminantes. Usando outros métodos de modificação de superfície, como por 

exemplo o de erosão com faísca, observou-se um aumentou da rugosidade do Ti, 

porém não se conseguiu pureza de superfície. Após 12 semanas os pesquisadores 

não encontraram diferença nos valores de torque para remoção quando se 

comparou com implantes de rugosidade menor124. Desta forma, foi demonstrando 

que mesmo aumentando a rugosidade, a pureza da superfície é indispensável 

quando se trata de melhorar o processo de integração óssea. No estudo de Kato et 

al.56 (1998), foi observado, por meio da irradiação do Ti com laser de alta potência 

(CO2), que é possível eliminar corpos estranhos e contaminantes bacterianos, os 

quais podem estar presentes na superfície do metal. Desde que a modificação de 

superfície com laser consiga elevar a rugosidade da estrutura irradiada e ao mesmo 

tempo eliminar contaminantes bacterianos do local56, esta poderia ser considerada 

uma técnica eficaz para tratar e esterilizar implantes.   

A superfície resultante da irradiação com laser é caracterizada pela formação 

de óxidos e nitratos na área44. Estes compostos são altamente favoráveis em 

termos de osseointegração, tal como anteriormente relatado. Além disso, a 

presença de O e N na superfície do Ti resulta numa nanoestrutura com maior área 

de superfície, elevada dureza e resistência à corrosão. As alterações estruturais de 

superfície induzidas por este tipo de tratamento têm influência direta na velocidade 

da osseocondução, o que pode resultar num processo de osseointegração mais 

rápido50, 52.  

A propriedade hidrofílica das superfícies dos implantes é um fator de grande 

importância na qualidade da osseointegração dos implantes de Ti97. Recentemente, 

Forsgren et al.34 (2012) demonstraram que a irradiação de superfícies de Ti com 

laser (pulsado de Nd:YAG) induz propriedades hidrofílicas no Ti, por meio de uma 

conversão iônica que acontece na superfície do óxido, caracterizada pela conversão 

de Ti4+ em Ti3+. Num estudo anterior, conduzido Dahotre et al.23 (2010), os autores 

já haviam determinado que o uso do laser aumenta a capacidade de molhamento 
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das superfícies de Ti, sendo que esta ação foi atribuída ao formato tridimensional e 

característica química de superfície do material irradiado. 

As superfícies criadas pela ação do laser pulsado de alta potência têm a 

capacidade de influenciar as células no espalhamento e sua orientação local101. No 

intuito de saber qual era a influência das porosidades formadas no Ti modificado por 

laser, Sinjari et al.100 (2012) compararam as superfícies do Ti sem modificação e 

modificadas mediante jateamento. Os autores observaram que, além de promover 

mudanças morfológicas, as superfícies tratadas com laser aumentaram a 

viabilidade, adesão e proliferação de osteoblastos, fatores estes que apresentam 

papel importante no processo de osseointegração.  
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3 PROPOSIÇÃO 
 

O presente estudo teve como proposta, avaliar a capacidade de uma 

superfície de titânio comercialmente puro, submetida a modificação topográfica, 

física e química através da irradiação com laser pulsado de alta potência, de induzir 

a diferenciação de osteoblastos isolados de calvária de camundongo, bem como os 

efeitos desta superfície sobre a síntese e deposição de componentes da matriz 

extracelular e o potencial de mineralização desta.  

A superfície experimental de titânio foi caraterizada em MEV, perfilometria 

óptica e pela análise dos elementos químicos formados após a irradiação. Foram 

realizados experimentos para avaliação da formação de nódulos de mineralização 

(vermelho de Alizarina), proliferação celular (ensaio de MTT), atividade da enzima 

fosfatase alcalina (ensaio ALPase), bem como para quantificação relativa de fatores 

de transcrição de osteoblastos e de proteínas da matriz óssea (qPCR). Finalmente, 

o espalhamento e morfologia dos osteoblastos cultivados sobre a superfície de 

titânio foram analisadas em MEV. �  
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4 MATERIAL E METODO 
 

Discos de titânio comercialmente puro (Ticp) grau 4 (Titanews, Barueri, SP, 

Brasil), com dimensões padronizadas (15,0 mm de diâmetro e 2,0 mm de 

espessura)  foram utilizados neste estudo. Estes discos foram mecanicamente 

polidos, sob lubrificação com água destilada usando lixas abrasivas tamanho 600 e 

1200 por 2 minutos respetivamente para assim obter superfícies de rugosidade 

uniforme. Posteriormente, todos os discos foram limpos em ultrassom (Ultrasonic 

1440 Plus, Odontobras, Ribeirão Preto, SP, Brazil), imersos em acetona PA 

(Qhemis, Indaiatuba, SP, Brazil), água deionizada, etanol 100% (Qhemis) e 

finalmente lavados com água deionizada. Então, os discos foram secos sob calor 

em uma incubadora (Orion 515, Fanem, São Paulo, SP, Brasil) a 37°C. O grupo 

controle foi identificado como usinado (U) e o grupo experimental como laser (L).  

 

4.1 Irradiação do Ti 

Uma das superfícies de cada um dos discos do grupo experimental foram 

modificadas pelo processo de ablação, provocado pela ação do laser Yb:YAG 

(Ytterbium-doped, Yttrium aluminium garnet Y3Al5O12 laser) pulsado de alta potência 

(Omnimark 20F, Ominitek Tecnologia Ltda, SP, Brasil). A irradiação foi realizada 

dentro de uma atmosfera ambiente, a uma distância focal fixa, com o feixe 

perpendicular à superfície do Ti e em forma de varredura. Os parâmetros de 

irradiação foram: velocidade da passagem de 100 mm/s, potência de 150 mJ, 

frequência do pulso de 30 kHz, comprimento de onda de 1064 nm e distância entre 

varreduras de 0,1 mm. Juntos, os discos do grupo controle (U) e experimental (L) 

foram esterilizados em autoclave por 30 minuto a 135°C (Phoenix, Araraquara, SP, 

Brasil).  

 

4.2 Caracterização da Superfície.  

Foram obtidos interferogramas tridimensionais (n=9) por perfilometria óptica 

(Wyko Nt1100, Veeco instruments, Inc. Plainview, NY, USA). Os espécimes foram 
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analisados sob uma magnificação de 20,5x, e o valor de Ra de cada superfície foi 

calculado usando o próprio software do aparelho (Visio 3.0, Veeco instruments, Inc. 

Plainview, NY, USA). Para obter uma caracterização mais completa, tanto da 

morfologia como da composição química, ambas as superfícies dos discos foram 

avaliadas com microscópio eletrônico de varredura (MEV - JEOL-JMS-T33A 

Scanning Microscope, Tóquio, Japão) (n=3), sendo que os elementos químicos 

presentes sobre eles foram quantificados por espectroscopia de energia dispersiva 

de raios-X (EDX).  

 

4.3 Isolamento de Células de Calvária de Camundongo 

Osteoblastos da calvária de camundongos (C57/Bl6) foram isolados 2 ou 3 

dias após o nascimento, utilizando-se para isto  o método de digestão sequencial 

enzimática, como previamente descrito por Bonekamp et al.13, previa aprovação 

pelo comitê de ética (anexo 1). O método consiste em dez lavagens sequenciais das 

calvarias usando soluções enriquecidas com EDTA (três primeiras lavagens) e 

colagenase (sete seguintes lavagens), no intuito de dissolver a matriz que envolve 

as células fenotipicamente caraterizadas como pré-osteoblastos devido à sua 

capacidade de expressar fatores de transcrição, formar nódulos de mineralização e 

expressar fosfatase alcalina. A população de células usada neste estudo foi 

coletada da sexta à decima lavagem, sendo as quatro anteriores descartadas. As 

células obtidas foram semeadas com meio de cultura (�-MEM - Gibco, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA) contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco) e antibióticos (100 

UI/mL de penicilina e 100 μg/mL estreptomicina, Gibco) em garrafas plásticas 

(Techno Plastic Products AG, Schweiz, Suíça) de 25 cm2 de superfície, as quais 

foram mantidas em incubadora umidificada na temperatura de 37°C e numa 

atmosfera de 5% de CO2 e 95% de ar.  

Após 72 horas, as células em cultura foram lavadas uma vez com solução 

salina tamponada (PBS) e destacadas do fundo da garrafa usando 3,5 mL de 

tripsina 0,025% (Gibco) pré-aquecida a 37°C. Subsequentemente, as células foram 

semeadas (5x104 células por poço/disco) sobre cada um dos discos de Ti 

previamente alocados no fundo de placas de acrílico esterilizadas de 24 poços 

(Costar Corp., Cambridge, MA, USA). Para a realização desta etapa experimental, o 
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�-MEM foi suplementado com �-glicerolfosfato (10 mM, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) e ácido ascórbico (2 mM Sigma-Aldrich). O meio de cultura osteogênico 

foi substituído a cada 72 horas, sendo que as placas foram mantidas em incubadora 

de CO2 umidificada.  

 

4.4 Avaliação Morfológica das Células em Cultura  

As células cultivadas sobre os discos de Ti pelos períodos de 3, 7, 14 dias 

foram morfologicamente caracterizadas em microscópio eletrônico de varredura 

(MEV - JEOL-JMS-T33A) (n=3). Para este tipo de análise, os discos com as células 

aderidas em sua superfície, foram removidos dos compartimentos das placas de 

acrílico. Então, as células foram cuidadosamente lavadas por duas vezes com PBS 

e imediatamente fixadas por 30 minutos numa solução de glutaraldeído 2,5%. Após 

serem pós-fixadas por 10 minutos em tetróxido de ósmio 1%, as células foram 

submetidas ao processo de desidratação, através de trocas ascendentes de etanol 

em diferentes concentrações (50, 60, 70, 80, 90, 95 e 100%). Concluída a etapa de 

desidratação, os discos com as células na sua superfície foram imersos na solução 

de 1,1,1,3,3,3- hexametildisilano (HMDS - ACROSS Organics, New Jersey, NY, 

USA) por 30 minutos. Finalmente, os discos foram mantidos num desumidificador 

por 24 horas e então submetidos à cobertura com ouro (SC7620 Mini Sputter 

Coater/Glow Discharge System, Quorum Technologies Ltd, West Sussex, UK).  

  

4.5 Quantificação de Nódulos de Mineralização 

Para avaliar a quantidade de cálcio depositado pelas células, foi realizado o 

ensaio de vermelho de alizarina nos períodos de 7 e 14 dias após o cultivo celular 

(n=4). Para isto, as células aderidas aos discos referentes aos grupos U e L foram 

cuidadosamente lavadas duas vezes com PBS pré-aquecido a 37°C e então fixadas 

com 1 mL de etanol 70% por 30 min. Cada um dos espécimes (discos/células) 

foram então lavados, por mais duas vezes, com água deionizada e corados com 

1mL da solução de vermelho de alizarina (40 mM, pH 4,2 - Sigma-Aldrich), a qual foi 

aplicada, individualmente, em cada compartimento da placa de acrílico. Os 

espécimes foram mantidos em contato por 30 minutos com o corante em 
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temperatura ambiente e sob leve agitação (VDRL Shaker, Biomixer, Ribeirão Preto, 

SP, Brasil). O corante não incorporado às células foi aspirado e os discos lavados 

duas vezes com água deionizada para remover o excesso. Os nódulos de 

mineralização foram então fotografados (apêndice 1) e posteriormente dissolvidos 

com 1 mL de cetilpiridineo 10% (Sigma-Aldrich) durante 15 minutos sob agitação em 

temperatura ambiente. Então, três alíquotas de 100 μL obtidas de cada 

compartimento, foram transferidas para placas de 96 poços e a absorbância foi 

medida numa leitora de microplacas (Power Wave XS Microplate Reader, BioTek 

Instruments, Winooski, VT, USA) a 562 nm.  

 

4.6 Medição da Atividade da Fosfatase Alcalina 

 Depois de ter semeado as células sobre os discos de Ti (grupos U e L) e 

realizado o cultivo delas por 7 e 14 dias, o conteúdo celular total foi lisado, usando-

se para isto 500 μL de uma solução detergente (50 mM Tris-HCl, pH 7,4, 0,5% 

Nonidet P40). Esta atividade foi determinada medindo a liberação de timolftalina do 

fosfato de timolftalina usando um teste comercial (Labtest Diagnostica SA, Belo 

Horizonte MG, Brasil). A proteína total nos lisados foi quantificada através do 

emprego de um ensaio à base de ácido bicincônico (BCA Protein Assay Kit, Thermo 

Scientific, Rockford IL USA), sendo que 20 μg de proteína total de cada espécime 

foram utilizadas para fazer a medição da atividade enzimática da fosfatasse alcalina 

(ALPase). 

Para testar a atividade da enzima, foram diluídos 20 μg de proteína total 

(alíquota de volume variável de acordo à concentração de proteína presente em 

cada um dos espécimes) e 10 μL de substrato (monofosfato de timolftaleina 22 

mmol/L) em PBS (dietolamina 0,3 mmol/mL, pH 10,1), sendo que esta solução foi 

incubada durante 40 minutos a 37°C. Depois foram adicionados 100 μL do reagente 

de cor (Na2CO3 0.09 mmol/ml, NaOH 0.25 mmol/ml) em cada um dos 

compartimentos, sendo a placa levada para incubação por um período adicional de 

10 min (37°C) para garantir uma adequada reação. Imediatamente após este 

procedimento, foi realizada a leitura da absorbância em leitora de microplacas 

(Power Wave XS Microplate Reader, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) a 562 

nm. A atividade da ALPase foi calculada com base na curva padrão construída 
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usando substrato de timolftaleina (45 UI/L) na concentração de 0,0122 a 0,4 μmol de 

timolftaleina/h/mL.  

 

4.7 Ensaio para Determinar o Metabolismo Celular 

 O ensaio de MTT foi realizado após 1, 3 e 7 dias de cultura das células sobre 

os discos de Ti irradiados ou não. Esta técnica foi usada para determinar a 

viabilidade das células semeadas por diferentes períodos sobre os discos.  O meio 

de cultura inicialmente em contato com as células foi substituído por 900 μL de um 

novo �-MEM (Gibco) ao qual foi acrescentado 100 μL de uma solução de 5 mg/mL 

de MTT (Sigma-Aldrich) em PBS. Após 4 horas de incubação das células em 

contato com a solução de MTT, esta foi cuidadosamente aspirada, sendo que o 

possível resíduo do sal foi eliminado através de lavagem dos compartimentos com 

PBS aquecido (37°C). Então, foram adicionados 700 μL de isopropanol acidificado 

(100 μL de HCl 0,04 N em isopropanol) em cada um dos compartimentos com o 

intuito de dissolver os cristais de formazan formados durante a reação do MTT. A 

placa foi gentilmente agitada durante 5 minutos para dissolver os cristais, sendo que 

três alíquotas de 100 μL coletadas de cada compartimento foram transferidas para 

placas de 96. Finalmente, as placas foram levadas para leitura da absorbância a 

570 nm, utilizando-se para isto um leitor de microplacas (Power Wave XS Microplate 

Reader, BioTek Instruments). 

  

4.8 Isolamento do RNA e Análise da Expressão Gênica 

 A reação de polimerização em cadeia (PCR) quantitativa em tempo real foi 

utilizada para analisar a expressão, pelas células cultivadas sobre as superfícies de 

Ti, de genes que codificam os fatores de transcrição Runx2 e Sp7 e proteínas 

específicas da matriz extracelular mineralizada (Spp1, Alpl, Col1a1). Estes 

experimentos foram conduzidos por 1, 3, 7 e 14 dias. As células aderidas às 

superfícies de Ti foram lavadas cuidadosamente duas vezes com PBS aquecido 

(37°C) e o conteúdo total foi lisado usando 500 μL Trizol LS (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA), tal como recomendado pelo fabricante. Cada amostra foi quantificada 

num espectrofotômetro e considerada aceitável quando a absorbância (relação 
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260/280 nm) atingia 1,8. Posteriormente, foi sintetizado o DNA complementar, 

através do uso do kit de transcrição reversa High Capacity Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As reações de PCR foram realizadas 

usando sondas de hidrólise validadas (Life Technologies Brasil LTDA, São Paulo, 

SP, Brasil) num termociclador em tempo real (Step One Plus, Applied Biosystems). 

A presença de RNA mensageiro (mRNA) foi determinada após atingir o ciclo de 

quantificação pelo método da curva padrão, usando como referência o gene �-actin. 

Para cada gene, o nível de expressão pelas células sobre a superfície U dentro de 

cada período de cultivo, foi arbitrariamente considerado como 100%. A sequência 

dos primers usados nesta etapa do estudo estão demonstrados no Quadro 1. 

 
 Quadro 1 - Sequências dos genes avaliados  

Gene Sequencias

Runx2 5�- GCA GTG CCC CGA TTG AGG-3´ 
5�-CAT ACT GGG ATG AGG AAT GCG -3�´ 

Sp7 5�- TGA GGA AGA AGC CCA TTC AC-3 
5�- ACT TCT TCT CCC GGG TGT G-3� 

Col1a1 5´- TCC TGA AGG TGC TAT TTA AGA A -3´ 
5´- TTG GGT CAT TTC CAC ATG C -3´

Spp1 5´- GCT TCT GAG CAT GCC CTC TGA TCAG GA -3´ 
5´- GTG CAGA AG CTT TTG GTT ACA ACG GTT G -3´ 

Alpl 5´- GCT GAT CAT TCC CAC GTT TT -3’ 
5' - CTG GGC CTG GTA GTT GTT GT - 3’ 

 

 4.9 Estatísticas 

 Todos os experimentos foram repetidos por três vezes. A análise dos valores 

referentes aos ensaios de MTT, vermelho de alizarina e da atividade da ALPase, 

tiveram distribuição não normal (Kolmogorov-Smirnov p>0,05). As diferenças 

significativas entre os períodos avaliados foram calculadas usando testes não 

paramétricos (Mann-Whitney). As inferências estatísticas foram baseadas num nível 

de significância de 95%.  

Para os dados dos experimentos de expressão gênica, os quais 

apresentaram distribuição normal (Kolmogorov-Smirnov, p>0,05), as diferenças 

significativas foram calculadas usando testes t. O nível de significância foi de 95%.    
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5 RESULTADO 
�

5.1 Irradiação com laser cria superfícies com micro-nano topografias hibridas  

A análise sob MEV revelou diferenças topográficas entre as superfícies de Ti 

submetidas ou não à irradiação com laser. A superfície de Ti usinada (U) se 

apresentou homogênea e com vestígios da usinagem e rugosidades superficiais 

menores (Figura 3a,b).  Em contrapartida, os discos de Ti irradiados com laser 

apresentaram, de maneira geral, uma superfície morfologicamente irregular, 

caraterizada pelo padrão de irradiação com esferas e protrusões de diâmetros 

diferentes (Figura 3c). Observou-se ainda, depressões longitudinais em forma de 

canal, as quais apresentavam diferentes profundidades e larguras. No entanto, as 

superfícies rugosas produzidas pela irradiação laser exibiam um padrão morfológico 

homogêneo e regular. Como caraterística especial, foi possível observar neste 

grupo L, quando da análise dos discos de Ti em grande magnificações, a presença 

de nano-rugosidades secundárias (Figura 3d) no interior de esferas provocadas pela 

ablação do Ti.  
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6 DISCUSSÃO 
 

Modificações físico-químicas e topografias realizadas na estrutura do Ti têm 

sido utilizadas para influenciar positivamente a osseointegração. Os métodos mais 

comumente usados promovem a adesão ou subtração de materiais da superfície de 

Ti, através do uso de partículas ou agentes químicos, os quais podem atuar como 

possíveis contaminantes e invariavelmente elevam o custo final dos dispositivos 

para implante. Neste estudo, foram criadas micro e nano topografias em discos de 

Ti através da irradiação com o laser pulsado de Yb:YAG. Foi demonstrado que a 

modificação da superfície de titânio induzida pela irradiação com laser de alta 

potência elevou a rugosidade média (Ra) de 0,3151 ± 0,006 μm na superfície U, 

para 10,57 ± 0,39 μm na superfície L. Este valor de rugosidade é bem superior aos 

valores encontrados para outras superfícies modificadas por distintos métodos123.    

Para testar a hipótese de que a superfície de Ti criada pela irradiação com 

laser seria capaz de influenciar a diferenciação e maturação de osteoblastos, foram 

utilizadas, neste estudo, células isoladas de ossos de calvária de camundongos 

neonatos. Utilizando um método de digestão enzimática sequencial, conseguimos 

obter uma população de células enriquecida com pré-osteoblastos e osteoblastos, 

caracterizados pela capacidade de formar nódulos de mineralização in vitro, e de 

expressar a atividade de fosfatase alcalina13. Mesmo sendo caracterizada por uma 

população celular mista, esta apresenta progenitores de osteoblastos em diferentes 

estágios de diferenciação40. Estudos prévios, in vitro, utilizaram diferentes tipos 

celulares para realizar experimentos de cultura de células sobre distintas superfícies 

de implantes123.  Porém, independentemente do método e célula utilizada, os 

resultados mostram uma correlação entre a rugosidade da superfície do Ti e a 

diferenciação e/ou a mineralização local. Na presente pesquisa, as células obtidas 

da calvária de camundongos, quando semeadas sobre as superfícies de Ti usinadas 

(U) e irradiadas com laser (L), foram capazes de formar nódulos de mineralização. A 

formação destes nódulos foi significativamente maior na superfície L no período de 

14 dias (Figura 6).    

Elias et al.33 (2008) demonstraram que existe correlação direta entre a 

topografia e a integração dos implantes de Ti com o tecido ósseo, particularmente 
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quando foram comparados diferentes tipos de implantes com superfícies 

modificadas através de distintos métodos (condicionamento ácido, anodização e 

jateamento abrasivo). Os autores analisaram o torque de remoção após doze 

semanas da realização dos procedimentos cirúrgicos e demonstraram que a 

osseointegração variou de acordo com a rugosidade superficial dos implantes. No 

ano de 2012, Khang et al.58 relataram que superfícies de escala nanométrica e de 

escala hibrida (nano-submicrométrica) induzem a rápida reorganização do 

citoesqueleto de células mesênquimais indiferenciadas cultivadas sobre as mesmas. 

Porém, apenas a superfície hibrida conseguiu acelerar a diferenciação celular após 

duas semanas. Desta maneira, os dados mostraram claramente a importância de 

contar com topografias hibridas com nano- e micro-escala para promover 

diferenciação precoce de osteoblastos e acelerar a osseointegração. No presente 

estudo, o uso de um perfilômetro óptico a laser e a avaliação dos espécimes em 

MEV, permitiram constatar que a superfície de Ti criada pela irradiação com laser 

apresentavam nano, sub-micro e micro topografias, as quais podem ter sido as 

principais responsáveis por acelerar os processos de diferenciação e maturação 

celular. Recentemente, Svanborg et al.107 (2010) caracterizaram doze diferentes 

superfícies de implantes dentais comercialmente disponíveis, usando para isto as 

técnicas de MEV e perfilometria óptica, as quais permitiram identificar desde 

estruturas na escala nanométrica até micrométrica. Na presente pesquisa, os 

valores de rugosidade media (Ra = 10,57 ± 0,39 μm, n=9), determinados através do 

uso de  perfilômetro óptico, demonstraram que é possível obter alta rugosidade 

mediante através da irradiação do Ti com laser de alta potência, sendo que a 

técnica empregada apresentou alto grau de reprodutibilidade.  

A detalhada análise da morfologia celular é particularmente importante para a 

área da implantodontia, pois tem sido demonstrado que a conformação do 

citoesqueleto celular está relacionada diretamente com a expressão de fatores de 

proliferação e diferenciação osteoblástica58. No ano de 2010, Uggeri et al.112 

demonstraram, por meio da marcação do citoesqueleto celular, que células 

cultivadas sobre Ti sem tratamento (liso) apresentavam morfologia alongada. Por 

outro lado, as células cultivadas sobre a superfície de Ti modificada (SLA) exibiam 

morfologia poligonal. Estes dados foram corroborados pelo presente estudo, onde a 

maioria dos osteoblastos sobre o Ti irradiado com laser apresentavam morfologia 
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poligonal/estrelado, sendo que àqueles observados sobre o Ti usinado eram 

fusiformes (Figura 16b, d). No presente estudo, foi possível observar relação entre 

morfologia celular e um mais rápido processo de diferenciação de osteoblastos e 

formação precoce de matriz extracelular. Estes achados são particularmente 

interessantes para o estudo da osseointegração, visto que em estudos prévios 

demonstraram que superfícies de Ti com nano-desordens, como aquelas 

observadas nesta pesquisa (L), oferecem um substrato mais adequado para adesão 

e diferenciação de células mesenquimais humanas, mesmo quando não são 

estimuladas com fatores osteogênicos.  

Para testar a mineralização nas duas superfícies de Ti avaliadas neste 

estudo, foi realiza quantificação colorimétrica dos nódulos de calcificação formados 

após 7 e 14 dias de cultura. O protocolo utilizado foi o ensaio de vermelho de 

alizarina, por ser esta uma metodologia amplamente empregada para quantificar a 

presença de depósitos de cálcio formados por células de linhagem osteogênica17. 

Na presente pesquisa, as células semeadas sobre a superfície de Ti irradiada com 

laser (L) foram capazes de produzir maior quantidade de material mineralizado 

quando comparado com as células cultivadas sobre o Ti usinado (U) (Figura 6). 

Nossos resultados corroboram com dados científicos obtidos em estudos prévios 

realizados com outras células (MC3T3-E121, tronco mesenquimais humanas73, 

mesequimais palatais humanas76 e osteoblastos humanos120). Nestes estudos, os 

autores demonstraram que a quantidade de formação de nódulos de mineralização 

estava diretamente relacionada com a rugosidade de superfície do Ti.  Associado ao 

ensaio de vermelho de alizarina, a medição da atividade da enzima fosfatase 

alcalina (ALPase) tem sido amplamente usada como indicador do fenótipo 

osteogênico das células em cultura17. Na presente pesquisa, tanto no período de 7 

como no de 14 dias, a atividade desta enzima se elevou quando as células foram 

cultivadas sobre a superfície L. Estudos prévios mostraram que independente da 

linhagem celular semeada sobre o Ti, a atividade de ALPase se mostra aumentada 

quando as células se aderem a superfícies rugosas51, 60, 66, 96.  

No presente estudo, o ensaio de MTT foi realizado para descartar a 

possibilidade de que a maior atividade mineralizadora detectada sobre a superfície 

de Ti irradiada com laser pudesse ser decorrente do aumento no número de células 

viáveis. Este ensaio colorimétrico, o qual determina a viabilidade celular, tem sido 
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amplamente usado para medir a atividade de enzimas celulares que são capazes de 

reduzir o corante de tetrazolium em cristais de formazan11. Com relação à 

viabilidade celular, foi possível observar que não houve diferença quando as células 

foram cultivadas sobre as superfícies (U e L) dos discos de Ti e analisadas nos 

períodos de 1 e 3 dias. Porém, aos 7 dias esta atividade celular foi maior sobre a 

superfície de Ti usinada, resultado este que corrobora com achados laboratoriais 

prévios em que os pesquisadores demonstraram que superfícies rugosas reduzem a 

proliferação de células cultivadas sobre as mesmas5. Há quase uma década, 

Washburn et al.122 (2004) relataram que superfícies rugosas (0,5-13 nm) diminuem, 

significativamente, a proliferação de osteoblastos. Uma possível hipótese para isto é 

que a estrutura irregular apresentada pelos substratos rugosos, limita a área lateral 

disponível para a proliferação das células, bem como dificulta as trocas metabólicas 

e o contato célula-a-célula. Ainda, as rugosidades da superfície de Ti podem induzir, 

mediada pela proteína rhBMP-2, diferenciação osteogênica precoce in vitro, onde as 

células mais diferenciadas passam a se dividir de maneira mais lenta 55. Esta rápida 

diferenciação de osteoblastos foi confirmada por Chiesa et al.19 (2007), os quais 

cultivaram células sobre uma rede de filamentos de Ti com dimensões 

nanométricas.  

Com o objetivo de confirmar se a superfície de Ti irradiada com laser (L) é 

capaz de induzir a diferenciação de células com fenótipo osteoblástico, foi 

analisado, neste estudo, a expressão de mRNA que codifica para dois fatores de 

transcrição (Runx2 e SP7). Também foi avaliado o maior constituinte orgânico da 

matriz óssea (Col1a1), o gene que codifica a enzima fosfatase alcalina (Alpl) e o 

gene da proteína não colágena mais abundante da matriz extracelular, a qual 

aparece nos processos de formação de tecido mineralizado (Spp1). A seleção dos 

genes para análise na presente pesquisa foi baseada em estudos prévios69, 75.  

A expressão de Runx2 é essencial para a diferenciação de células tronco 

mesenquimais em osteoblastos, sendo que num estado de transformação mais 

avançado, estas células passam também a expressar Sp769. Em superfícies 

irregulares de Ti criadas pelo método de jateamento (TiO2) ou pela combinação de 

jateamento e condicionamento (TiO2 e ácido hidrofluorídrico), as células MC3T3-E1 

semeadas pelo período de 1 a 14 dias passaram a expressar maior nível dos genes 

Runx2 e Sp742, sendo que dados semelhantes foram obtidos na presente pesquisa 
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onde pré-osteoblastos obtidos de calvária de camundongos foram cultivadas sobre 

Ti que apresentam rugosidades decorrentes da irradiação com laser de alta 

potência. Num estudo recente, Khan et al.57 (2012) demonstraram que  o pico de 

expressão do gene Runx2 aconteceu 24 horas após as células terem sido 

cultivadas, sendo que esta atividade celular específica reduziu com o decorrer dos 

períodos. Estes dados confirmam a ocorrência de diferenciação celular precoce130, 

sendo que a maturação celular dentro do fenótipo de osteoblastos resulta na queda 

da expressão de Runx2. Por outro lado, a análise de Sp7 revelou que o pico de 

expressão deste gene aconteceu 3 dias após o cultivo celular. Este fato demonstra, 

de maneira clara, o comportamento comum de pré-osteoblastos em fase de 

transformação para osteoblastos imaturos61.  

Tem sido demonstrado que a síntese e expressão de Alpl e Spp1 , bem como 

a produção de colágeno tipo I (Col-I) aumentam na presença do fator de transcrição 

Runx2130. O gene Col1a1 codifica a cadeia �1 do Col-1, a qual representa o 

componente mais abundante da matriz óssea49. Na presente pesquisa, observou-se 

que a expressão de Col1a1 foi estimulada quando as células foram cultivadas sobre 

superfícies de discos de Ti irradiadas com laser (L). Estudos prévios mostraram 

variações na expressão deste gene quando células foram cultivadas sobre 

superfícies usinadas e rugosas58, 60. Takashi et al.109 relataram a ocorrência de 

aumento na transcrição do Col-l antes que ocorresse o processo de mineralização 

da matriz pelos osteoblastos. Recentemente, Mendonça et al.73 (2011) mostraram 

que a expressão de Col1a1 é positivamente regulada por superfícies rugosas, as 

quais elevam a biossíntese de colágeno por células mesenquimais humanas. 

Confirmando o aumento observado na atividade da ALPase, foi demonstrado, na 

presente pesquisa, que o mRNA do gene Alpl foi também regulado positivamente 

nos períodos de 1 e 7 dias pós- cultivo dos pré-osteoblastos sobre o Ti irradiado, 

sendo que este dado corrobora com estudos prévios realizados com células 

MC3T3-E142. A osteopontina, codificada pelo gene Spp1, está intimamente 

associada com o controle da mineralização da matriz extracelular102. No presente 

estudo, foi observado aumento na expressão desta proteína desde 1 até 14 dias 

após o cultivo celular sobre os discos de Ti irradiados com laser. Este resultado está 

em concordância com estudos prévios, onde os autores demonstraram que 

superfícies de Ti que apresentam escala nanométrica sobre-regulam, no período de 
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1 a 3 dias, a produção de osteopontina por células obtidas da calvária de 

camundongos 15.  

O presente estudo apresentou limitações como a dificuldade para distinguir 

as células semeadas sobre a superfície U durante o analise sob MEV. Embora os 

valores bidimensionais de rugosidade apresentados permitam uma comparação 

entre os grupos estudados, mediante a descrição de valores tridimensionais seria 

possível ter uma melhor caraterização mesma que facilitaria a comparação com 

recentes estudos.  

Condições ósseas de baixa qualidade e defeitos ósseos ao redor da zona 

receptora do implante exigem melhora e estimulação na osteogênese para que se 

possa obter um nível de contato osso-implante adequado, de tal maneira que o 

implante possa suportar a prótese. Uma forma eficaz de cumprir esse requisito é 

modificar a superfície do implante pela irradiação do Ti com laser pulsado de alta 

potência, tal como demonstrado neste estudo. O uso deste tipo de laser de alta 

potência para alterar as propriedades estruturais dos implantes osseointegráveis é 

um método de tratamento superficial de Ti promissor. Isto porque além dos 

relevantes dados biológicos fornecidos por interessantes artigos científicos e 

também por este estudo laboratorial, este método apresenta aplicação clínica viável, 

pois é simples, reproduzível, de baixo custo e que elimina o uso de associações 

com outros processamentos de superfície. Desta maneira, futuros estudos in vitro e 

in vivo devem ser realizados, de tal maneira que os conhecimentos científicos 

possam ser direcionados para o desenvolvimento de técnicas de reposição de 

dentes perdidos, através do uso de implantes intraósseos seguros e acessíveis para 

toda população.  
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