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RESUMO 
 
 
Os efeitos de modificações topográficas e químico-estruturais em superfícies de 
implantes e sua relação com o comportamento celular na interface com o biomaterial, 
não foram totalmente elucidados. Avaliou-se o efeito de modificações na topografia, 
composição química e estrutura cristalina de superfícies de titânio comercialmente 
puro (TiCP) grau IV sobre o potencial osteogênico de células-tronco mesenquimais 
humanas (CTMh), de células-tronco mesenquimais de camundongo (CTMc) e de 
células pré-osteoblásticas murinas (MC3T3E1), em diferentes meios de cultivo celular. 
Amostras de TiCP com superfície lisa e com topografia rugosa em micro e nanoescala 
foram criadas e caracterizadas por difratometria de raios-X (DFX), goniômetro; 
microscopia eletrônica de varredura (MEV), perfilômetro óptico (PO) e microscopia de 
força atômica (MFA). Realizaram-se ensaios osteogênicos de atividade da fosfatase 
alcalina (ALP); de formação de colônias de osteoblastos (UFC-Ob); de mineralização; 
de atividade da luciferase (colágeno) e de expressão gênica (qPCR). Para todas as 
análises estatísticas o nível de significância foi de 5%. Fases cristalinas do TiCP como 
Ti α, rutilo e anatase, foram identificadas por DFX; o goniômetro comprovou a 
hidrofilicidade das superfícies; as superfícies rugosas apresentaram valores de 
rugosidade média (Ra), obtidos por PO maiores do que a superfície lisa (p<0,0001); 
características micro e nanoestruturais foram comprovadas, medidas e analisadas por 
MEV e por MFA. A superfície nanotexturizada apresentou maior potencial osteogênico 
independente do tipo celular e/ou meio de cultivo utilizados nos ensaios de 
mineralização (p<0,05) e qPCR. Nos ensaios de atividade de ALP em CTMh sob meio 
osteogênico (p=0,001) e expressão de colágeno em meio regular, também observou-
se maior potencial osteogênico da superfície nanotexturizada. A superfície 
microtexturizada apresentou maior atividade de ALP em CTMh sob meio regular 
(p=0,006) e em MC3T3E1 sob meio osteogênico 2 (p=0,01); maior produção de 
colágeno sob meio osteogênico 2 e maior número de UFC-Ob em CTMc em meio 
regular (p=0,004). Concluiu-se que a diferenciação osteogênica é influenciada tanto 
pelos efeitos sinérgicos dos tratamentos empregados para a criação de superfícies 
micro e nanotexturizadas, quanto pelo tipo celular e meios de cultivo utilizados nos 
testes biológicos. A superfície nanotexturizada apresentou maior potencial de induzir 
mineralização e expressão de genes osteogênicos in vitro. 
 
 
Palavras-chave: Células-tronco. Implantes. Nanotecnologia. Titânio. Teste de 
materiais. Osteogênese.  
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ABSTRACT 
 
 
The effects of topography and chemical modifications on implants surfaces and its 
relation with the cellular behavior at the interface with the biomaterial, are not fully 
elucidated. The effect of changes in the topography, chemical composition and surface 
crystalline structure of commercially pure titanium (TiCP) grade IV on the osteogenic 
potential of human mesenchymal stem cells (hMSCs), mouse mesenchymal stem cells 
(mMSCs) and pre-osteoblastic cells (MC3T3E1), in different cell culture media were 
evaluated. Smooth surfaces and rough topography in micro and nanoscale were 
created and characterized by X-ray diffraction (XRD), wettability, scanning electron 
microscopy (SEM), light interferometry (IFM), atomic force microscopy (AFM). 
Osteogenic assays of alkaline phosphatase activity (ALP), of osteoblast colonies 
formation (CFU-Ob); mineralization; luciferase activity (collagen) and gene expression 
(qPCR) were performed. For all statistical analyzes the level of significance was set to 
5%. Crystalline TiCP phases such as Ti α, rutile and anatase were identified by XRD; 
the goniometer confirmed hydrophilicity of all surfaces; the rough surfaces presented 
mean of Ra roughness parameter obtained by IFL greater than the smooth surface (p 
<0.0001); micro and nanofeatures were verified, measured and analyzed by MEV and 
MFA. Nanotexturized surface presented higher osteogenic potential independent of 
the cell type or culture media used in the mineralization (p <0,05) and qPCR assays. 
A greater osteogenic potential of the nanotexturized surface was also observed for 
ALP activity in hMSCs under osteogenic medium (p=0,001) and expression of collagen 
in regular medium assays. The microtexturized surface presented higher ALP activity 
in hMSCs under regular media (p =0.006) and in MC3T3E1 cells under osteogenic 
media 2 (p=0.01); higher collagen production under osteogenic medium 2 and higher 
CFU-Ob number in mMSCs in regular media (p=0,004). It was concluded that 
osteogenic differentiation is influenced both by the synergistic effects of the treatments 
used to create micro- and nanotexturized surfaces, and by the cell type and culture 
media used in biological tests. The nanotexturized surface presented greater potential 
in vitro to induce mineralization and osteogenic genes expression. 
 
 
Keywords: Stem cells. Implants. Nanotechnology. Titanium. Materials testing. 
Osteogenesis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Os biomateriais são definidos como materiais naturais ou sintéticos utilizados 

para substituir tecidos biológicos perdidos para restaurar a forma e função (Geetha et 

al., 2009; Bhat, Kumar, 2013). Apresentam propriedades adequadas que os tornam 

capazes de entrar em contato direto com um tecido vivo sem causar qualquer reação 

imune adversa ou rejeição. Uma de suas principais características é não necessitar 

do metabolismo do tecido vivo para realizar suas funções (Minagar et al., 2012). 

A bioengenharia, nanotecnologia e engenharia tecidual têm desenvolvido 

biomateriais para aplicação na área da saúde, no combate e tratamento de doenças, 

desde o início do século XX. Estudos para utilização de biomateriais em reabilitações 

protéticas para substituição de tecido ósseo perdido, tanto na área médica quanto na 

odontológica, têm sido realizados de maneira crescente e contínua, devido ao 

envelhecimento da população que apresenta maior risco para perda de tecidos duros 

e doenças articulares degenerativas (Geetha et al., 2009; Kulkarni et al., 2015). Com 

isso, o número de re-intervenções cirúrgicas que são extremamente onerosas para os 

planos de saúde, também aumenta. Essas re-intervenções requerem longos períodos 

de cirurgia, cuidados pós-operatórios e estão relacionadas a altas taxas de morbidade 

(Variola et al., 2011).  

Há, ainda, um alto índice de falhas no processo de formação óssea que 

envolve a osseointegração, principalmente em pacientes imunocomprometidos, 

fumantes e com pobre qualidade óssea (Mendonça G et al., 2010; Chen H et al., 

2013). Traumas cirúrgicos associados com cicatrização deficiente, sobrecarga e 

infeccões também estão relacionados à perda de implantes (Duyck, Vandamme, 

2014; Lorenzetti et al., 2014). 

No entanto, um crescimento muito elevado na fabricação de implantes é 

esperado nos próximos anos e essa alta demanda, torna imperativos esforços no 

desenvolvimento de biomateriais com alta longevidade e excelente biocompatibilidade 

(Mendonça G et al., 2008; Niinomi et al., 2012; Bhat, Kumar, 2013).  

O titânio e suas ligas é o biomaterial mais utilizado para esses tipos de 

reabilitação, devido às suas adequadas propriedades mecânicas como módulo de 

elasticidade, ductilidade, resistência à tração, ao desgaste e boa razão entre 
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resistência mecânica e peso. Propriedades químicas como a resistência à corrosão, 

a biocompatibilidade e a capacidade de harmonizar-se com outros materiais, também 

o colocam como biomaterial de primeira escolha para reabilitações a longo prazo em 

próteses ortopédicas e dentárias (Mendonça G et al., 2008; Geetha et al., 2009; 

Variola et al., 2011; Niinomi et al., 2012; Guo Y et al., 2013; Gaviria et al., 2014; El-

Hajje et al., 2014). 

O titânio é um elemento que pode exibir mais de uma forma cristalográfica 

(polimorfismo), possibilitando o desenvolvimento de novas ligas. As ligas de titânio 

podem ser do tipo α (alfa), α + β (beta) e β. A estrutura cristalina do titânio na fase α 

é de um hexágono compacto (hc), isso ocorre em temperaturas inferiores ou iguais a 

882,5°C. A estrutura do cristal na fase β é cúbica de corpo centrado (ccc), e isso ocorre 

quando o titânio é submetido a temperaturas superiores a 882,5°C. A temperatura de 

transformação da fase α para β aumenta ou diminui de acordo com a natureza dos 

elementos químicos da liga, que tendem a estabilizar as fases α ou β do titânio 

(Geetha et al., 2009; Niinomi et al., 2012).  

Uma fina camada protetora de óxido, principalmente composta por TiO2, 

recobre espontaneamente os implantes de titânio quando entram em contato com o 

ar e/ou fluidos biológicos. A morfologia e a estabilidade dessa camada apresentam 

importante papel na osseointegração e na biocompatibilidade, por interferirem na 

adesão, proliferação e diferenciação celulares (Zhu X et al., 2004; Gaintantzopoulou 

et al., 2014). Os efeitos biológicos da composição química da superfície são 

relacionados principalmente a arquitetura da camada de TiO2 (Ehrenfest et al., 2010). 

O TiO2 ocorre na natureza em três formas cristalinas polimórficas: anatase, 

bruquita e rutilo. A anatase tem sido bastante investigada por sua capacidade 

fotocatalítica, hidrofilicidade e descontaminação biológica (Lorenzetti et al., 2014). 

Estudos que visam melhorar a resposta celular e o índice de sucesso de 

osseointegração dos implantes têm sido direcionados à topografia e à composição da 

superfície do material, com o objetivo de modificar as propriedades físico-químicas, 

mecânicas e elétricas dos mesmos (Zhu X et al., 2004; Mendonça G et al., 2008; Bhat, 

Kumar, 2013; Matassi et al., 2013; Xu et al., 2013; Zhang et al., 2013; Bruinink et al., 

2014; Chen WC et al., 2014; Rath et al., 2014; Andrade et al., 2015). 

A nanotecnologia e a engenharia tecidual associada ao uso das células-

tronco, podem melhorar e facilitar os tratamentos já existentes, pois podem 



23 

 

 

incrementar a bioatividade e a integração dos implantes (Mendonça G et al., 2008; 

Bhat, Kumar, 2013; Bruinink et al., 2014; Chen WC et al., 2014; Rath et al., 2014; Chan 

et al., 2015). 

A texturização da superfície do biomaterial é utilizada para melhorar seu 

imbricamento mecânico com o tecido ósseo. O jateamento com Al2O3 (alumina) é um 

tipo de texturização caracterizado pela deposição de micropartículas na superfície do 

biomaterial, que é comumente seguido por condicionamento ácido e, dessa forma são 

criadas rugosidades com ranhuras irregulares na superfície (Ehrenfest et al., 2010; 

Rüger et al., 2010; Zhuang et al., 2014).  

Utiliza-se também deposição de nanopartículas, de feixe de íons, de 

hidroxiapatita, auto-montagem de monocamadas, tratamento alcalino, anodização, 

entre outros (Mendonça G et al., 2008; Oliveira et al., 2013; Saita et al., 2016; Kulkarni 

et al., 2016). Estes métodos promovem um ambiente semelhante ao natural, 

facilitando os processos de osteoindução e osteocondução (Albrektsson, Johansson, 

2001; Mendonça G et al., 2008; Mendonça DB et al., 2011). 

Dentre os métodos utilizados para criar a topografia em micro e nanoescala o 

condicionamento ácido e a peroxidação são amplamente empregados (Ehrenfest et 

al., 2010; Mendonça G et al., 2008). Ácidos como o fluorídrico (HF), clorídrico (HCl), 

nítrico (HNO3), e sulfúrico (H2SO4) podem ser combinados e/ou utilizados em conjunto 

com peróxidos (Variola et al., 2011; Jemat et al., 2015).  

A combinação do H2SO4 com o peróxido de hidrogênio (H2O2) (solução 

piranha) para criar topografia em nanoescala é um método fácil e acessível que 

modifica a superfície física e quimicamente, aumenta sua rugosidade e espessura de 

TiO2, melhora a adesão celular, a formação óssea e diminui a quantidade de 

contaminantes sobre a superfície (Nanci et al.,1998; Vetrone et al., 2009; Bueno et al., 

2011; Variola et al., 2011; Freitas et al., 2016). 

Avaliar características básicas das superfícies como sua topografia, 

composição química e estrutural permite relacioná-las com o comportamento celular 

na interface com o biomaterial, dados muitas vezes omitidos por interesse comercial 

de empresas (Ehrenfest et al., 2010). 

A interação das células sobre a superfície dos implantes é iniciada pela fase 

de adesão que ocorre principalmente pela força de van der Waals (Minagar et al., 

2012; Gaviria et al., 2014). Proteínas receptoras específicas como as integrinas e as 
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caderinas são extremamente importantes para a adesão das células na superfície do 

biomaterial, que adsorve água e proteínas dos fluidos biológicos antes de entrar em 

contato com as células (Anselme, 2000; Mendonça G et al., 2008).  

As integrinas são heterodímeros transmembranosos que podem levar 

informações para o interior das células relacionadas à adesão, espalhamento ou 

migração, regulando o crescimento e a diferenciação celulares, pois agem na interface 

entre os compartimentos intra e extra-celulares e entre o substrato e as células. As 

caderinas são glicoproteínas transmembranosas relacionadas à adesão entre as 

células, atuam com outros parceiros intracelulares como as cateninas que interagem 

com proteínas intranucleares (Anselme, 2000). 

A expressão coordenada de diversas moléculas incluindo os fatores de 

crescimento e de transcrição, induz estímulos celulares e moleculares para orientar a 

diferenciação celular na osteogênese (Albrektsson, Johansson, 2001). Dentre os mais 

importantes temos os fatores de crescimento de fibroblasto (FGFs), transformador-β 

(TGF-β), semelhante à insulina (IGFs), derivado de plaquetas (PDGF), as proteínas 

ósseas morfogenéticas (BMPs), as citocinas (IL-1 e IL-6) e os fatores de transcrição 

Runx-2 e osterix (Oryan et al., 2015). 

Os fatores de crescimento iniciam a cascata de sinalização por meio da 

adesão a receptores específicos na membrana celular, levando à transdução do sinal 

dentro do núcleo celular, onde os fatores de transcrição são ativados, afetando a 

expressão gênica que influencia funções importantes como a divisão celular, síntese 

de matriz e diferenciação tecidual. (Oryan et al., 2015).  

Os fatores de transcrição como Runx-2 e osterix são essenciais para a 

diferenciação de osteoblastos e formação óssea, sendo que o Runx-2 é importante no 

desenvolvimento pré-osteoblástico, pois ativa genes específicos de osteoblastos 

como a osteopontina, colágeno do tipo 1, osteocalcina e a fosfatase alcalina 

(Wittkowske et al., 2016). O osterix ativa genes durante a maturação de osteoblastos 

e osteócitos, é expresso em osteoblastos adultos e apresenta função importante na 

homeostase óssea (Sinha, Zhou, 2013). 

A matriz extracelular também interfere no processo de reparo ao redor dos 

implantes, pois apresenta um importante papel na interface da superfície do 

biomaterial com o tecido ósseo, e é sintetizada e degradada por células. Consiste em 

90% de proteínas colágenas (colágeno do tipo I e V) e 10% de proteínas não 
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colágenas (osteocalcina, osteopontina, proteoglicanas, fibronectina, fatores de 

crescimento, proteínas ósseas morfogenéticas, sialoproteína, entre outras) 

(Schindeler et al., 2008; Minagar et al., 2012; Oryan et al., 2015).  

As propriedades físico-químicas do tecido ósseo neoformado e as moléculas 

que fazem parte da formação da matriz extracelular, são determinantes na 

biomecânica dos implantes endósseos (Ferreira et al., 2012). Mendonça DB et al. 

(2011) observaram em discos de titânio com superfície rugosa, uma modulação 

positiva da biossíntese do colágeno em células mesenquimais humanas diferenciadas 

em osteoblastos, quando comparados com discos de titânio de superfície lisa.  

Hakki et al. (2012) avaliaram a expressão de genes de formação óssea como 

as BMPs 2 e 6, osteocalcina, osteopontina, fosfatase alcalina, colágeno do tipo I e de 

genes de reabsorção óssea como as metaloproteinases de matriz 2 e 9, relacionadas 

à degradação do colágeno do tipo IV, em superfícies de implantes com menor e com 

maior rugosidade e na superfície de implantes polidos. Esses autores observaram que 

a expressão de todos os genes aumentou conforme o aumento da rugosidade do 

implante, mostrando que a rugosidade nas superfícies dos implantes tem um efeito 

significativo sobre o comportamento celular.  

Células-tronco mesenquimais (CTM) e células osteogênicas podem ser 

utilizadas para estudos de interação entre a célula e a superfície de amostras de 

implantes de titânio, por meio da análise de indicadores de osteogênese e da 

avaliação da biocompatibilidade (Bouillaguet et al., 2004; Balmayor, 2015). 

Adequados modelos celulares que possam responder a estímulos mecânicos 

semelhantes aos encontrados in vivo, nas células, são de extrema importância para 

avanços em pesquisas de engenharia tecidual óssea (Wittkowske et al., 2016). Esse 

ambiente complexo, que imita a matriz extracelular do tecido ósseo, pode ser 

encontrado em culturas primárias de osteoblastos e em clones de linhagem murina de 

precursores de osteoblastos como MC3T3-E1 (Wang et al., 1999). Adicionalmente, as 

células MC3T3-E1 subclone 42 contêm cópias transfectadas estáveis do promotor do 

gene da osteocalcina, controlando o gene repórter da luciferase firefly (Wang et al., 

1999; Xiao et al., 2002). 

Testes bioquímicos como o de mensuração da quantidade de matriz 

mineralizada, proteína total e fosfatase alcalina, são utilizados para ensaio da 

osteogênese. A presença de nódulos de mineralização em meio osteogênico 
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comprova a diferenciação e funcionalidade dos osteoblastos (Hoemann et al., 2009); 

a quantidade de proteínas totais produzidas pelos osteoblastos aumenta 

proporcionalmente com o número de células ósseas e a fosfatase alcalina é uma 

enzima que marca a formação óssea e apresenta importante papel na mineralização 

(Beloti, Rosa, 2005). 

Poucos estudos avaliam a modulação do meio de cultivo celular sobre os 

efeitos da superfície em nanoescala na diferenciação de CTM. Com isso, há a 

importância de se elucidar os efeitos isolados da topografia em nanoescala na 

diferenciação osteogênica, antes de avaliar os efeitos combinados da topografia em 

nanoescala com os suplementos osteogênicos utilizados nos meios de cultivo celular 

(Dobbenga et al., 2016). 

A topografia de superfície apresenta papel chave na diferenciação de células 

mesenquimais osteoprogenitoras em osteoblastos e, acelera o processo de 

osseointegração (Mendonça G et al., 2008; Ehrenfest et al., 2010; Dobbenga et al., 

2016).  

Baseado no que foi exposto, o presente estudo teve por objetivo principal 

avaliar o potencial osteogênico de células-tronco mesenquimais e de pré-

osteoblásticas, em contato com amostras de TiCP grau IV, em superfícies lisas e com 

rugosidades em micro e nanoescala, para potencial aplicação biomédica. Para 

possibilitar o entendimento da interação entre as células e a superfície das amostras, 

as mesmas foram caracterizadas de acordo com sua topografia, composição química 

e estrutura cristalina.  
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2 PROPOSIÇÃO 
 

 

Avaliar o efeito de modificações na topografia, composição química e 

estrutura cristalina de superfícies de titânio, no potencial de diferenciação osteogênico 

de células-tronco mesenquimais humanas, de camundongos e pré-osteoblásticas 

murinas, por meio de ensaios osteogênicos com diferentes meios de cultivo celular. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

Para avaliar o efeito das modificações de superfícies de titânio, foram 

adquiridos discos de titânio comercialmente puro (TiCP grau IV) medindo 20,0 mm x 

1,0 mm (VULCANIUM Metals International, Northbrook, IL, USA). 

Para caracterização das superfícies das amostras utilizaram-se as análises 

de difratometria de raios-X, goniômetro, microscopia eletrônica de varredura (MEV), 

perfilômetro óptico e microscopia de força atômica (MFA). 

Para analisar a atividade osteogênica, foram realizados testes de atividade da 

fosfatase alcalina (ALP), de mineralização (deposição de cálcio), ensaio 

bioluminescente de luciferase (colágeno) e qPCR para análise da expressão de genes 

osteogênicos (Runx2, Satb2, Sp7, Prrx1, Alp, Bmp2 e Ibsp). Utilizaram-se células 

tronco mesenquimais e diferentes subclones de pré-osteoblastos (14 e 42) em contato 

com superfícies de TiCP grau IV lisas e com rugosidades em micro ou nanoescala. 

 

 

3.1 Preparo dos discos de titânio  

 

 

O preparo das amostras foi baseado em estudos anteriores de (Mendonça G 

et al., 2010; Mendonça DB et al., 2011).  

Discos de TiCP grau IV (20,0 mm x 1,0 mm) com a superfície lisa foram 

usados como controle e passaram apenas por processo de polimento com lixa de 

granulação 600. Nos demais grupos, os discos foram submetidos a lixas abrasivas e 

de polimento, com granulação de 320, 400 e 600. Após o polimento, estes foram 

jateados com partículas de 100 µm de alumina (Al2O3), com ângulo de incidência de 

90°. Posteriormente, todos os discos foram lavados 3 vezes por 15 minutos, com água 

destilada em cuba ultrassônica.  

Para criação da microtopografia, os discos foram imersos em solução de ácido 

sulfúrico (2N H2SO4) e para a criação da nanotopografia, foram imersos em solução 

de 2N H2SO4 e 30% de peróxido de hidrogênio (H2O2) na proporção de 1:1, ambos 
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por 12 horas (Figura 1). Após isso, os discos foram novamente lavados 3 vezes por 

15 minutos, com água destilada em cuba ultrassônica.  

Em seguida, todos os discos foram submetidos à esterilização através de 

imersão em álcool 70% por 15 minutos e após a remoção do álcool foram deixados 

na luz ultravioleta, até a completa secagem sob o fluxo laminar. 

Para reutilização, antes do jateamento e dos tratamentos de superfície, os 

discos foram novamente submetidos a lixas abrasivas e de polimento, com granulação 

de 320, 400 e 600.  

 

 

Quadro 1 - Tipos de tratamentos de superfícies realizados nas amostras estudadas 
 

 

Lixas abrasivas e de 
polimento de 

320, 400 e 600 
granulação 

Polimento 
600 

granulação 

Jateamento 
com 

micropartículas 
de Al2O3 

2N H2SO4 

12 horas 

2N H2SO4 + 

30% H2O2 

12 horas 

Lisa  x    

Microtopografia x  x x  

Nanotopografia x  x  x 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 1 - Discos submersos em soluções preparadas para criar topografias de 
superfície em micro e em nanoescala, respectivamente 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.2 Caracterização das superfícies 

 

 

3.2.1 Difração de raios X (DRX) 
 

 

Para a identificação de fases cristalinas específicas do titânio presentes nas 

amostras, foi utilizada a técnica de difratometria de raios X (PANalytical, modelo X´Pert 

Powder - fonte de raios X de cobre, λ = 1,54060 angstrons) no Laboratório Associado 

de Sensores e Materiais (LAS) do Centro de Tecnologias Especiais (CTE) do Instituto 

Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE). Os parâmetros da análise foram: 2Theta 

(2θ) entre 10 e 90°, passo de 0,02º e tempo por passo de 20 segundos. 

A identificação das fases cristalinas presentes nas amostras de titânio foi feita 

a partir da comparação com a simulação computacional dos difratogramas, utilizando-

se a DRX. A partir desta comparação, obteve-se a indexação dos picos de difração e 

os valores de referência fornecidos pelo banco de dados Joint Committe on Powder 

Diffraction Standards (JCPDS) (Smith, Snyder, 1979). 

 

 

3.2.2 Goniômetro  
 

 

Para avaliação da molhabilidade, a técnica do goniômetro foi realizada pela 

mensuração do ângulo de contato (AC) formado entre uma gota de água e a superfície 

das amostras, que foram previamente lavadas com acetona P.A. (Sigma-Aldrich®) em 

ultrassom por 5 minutos. Em cada amostra foram colocadas duas gotas de água 

(n=10) na quantidade de 0,5 a 0,75 μL e os valores de ângulos de contato foram 

obtidos para cada gota sobre a superfície das amostras, utilizando um goniômetro 

Drop Shape Analyser 4500 (Kruss), no laboratório de biomateriais do departamento 

de Engenharia de Materiais da Faculdade de Engenharia de Guaratinguetá (FEG-

UNESP). 

As medidas foram feitas em atmosfera de laboratório com aproximadamente 

60% de umidade. O equipamento é conectado a um computador com o software One 

Attension, o qual é o responsável por medir o AC pelo método da gota séssil. O valor 



31 

 

 

foi obtido 10 segundos após o gotejamento. A câmara acoplada ao goniômetro faz 50 

tomadas por segundo e o AC formado é calculado.  

 

 

3.2.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
 

 

Os discos foram examinados sob microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

de alta resolução (Philips XL30 FEG, SEM, Philips, Eindhoven, Netherlands) do North 

Campus Research Complex (NCRC) da University of Michigan (UMICH), Ann Arbor - 

Michigan. As fotomicrografias foram feitas em três pontos escolhidos ao acaso nas 

superfícies dos discos de cada grupo em diferentes magnitudes. 

Para a obtenção de imagens em maiores magnitudes das superfícies das 

amostras em micro e em nanoescala, utilizou-se o MEV com emissão de campo 

(TESCAN, modelo MEV-FEG MIRA3) do Laboratório Associado de Sensores e 

Materiais (LAS) no Centro de Tecnologias Especiais (CTE) do Instituto Nacional de 

Pesquisas Espaciais (INPE). As amostras foram previamente lavadas com acetona 

P.A. (Sigma-Aldrich®) em ultrassom por 5 minutos. As análises e imagens foram feitas 

em três pontos escolhidos ao acaso nas superfícies. 

 

 

3.2.4 Perfilometria óptica 
 

 

Para análise qualitativa da geometria tridimensional (3D) e para mensuração 

da microtopografia da superfície das amostras, utilizou-se um perfilômetro óptico 

(VEECO, modelo WYKO NT1100) do Laboratório Associado de Sensores e Materiais 

(LAS) no Centro de Tecnologias Especiais (CTE) do Instituto Nacional de Pesquisas 

Espaciais (INPE). O perfilômetro é conectado a um computador contendo o programa 

computacional Wyko Vision 32 (Wyko, Veeco, USA) para análise dos dados.  

Foram feitas medições em diferentes áreas das amostras, sendo que cada 

área analisada possui comprimento de 301,3 µm e largura de 229,2 µm. Foi 

padronizada a escala do eixo z das imagens de forma a possibilitar a comparação 

entre a microtopografia das amostras. Dados de rugosidade aritmética média (Ra) e 
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área superficial média (Aa) também foram calculados para as amostras avaliadas e 

analisados estatisticamente pelo teste ANOVA Um fator, seguido do teste de 

comparação múltipla de Tukey (p<0,05). 

 

3.2.5 Microscopia de força atômica (MFA) 
 

 

Com o objetivo de se observar os diferentes graus de nanotexturização das 

amostras foi utilizado um microscópio de força atômica (VEECO, modelo 

MULTIMODE V), no modo de contato intermitente, com uma ponta de silício dopado 

com antimônio. A MFA utiliza uma ponta em cantilever que percorre a superfície do 

material, fazendo um escaneamento do movimento piezoelétrico gerado pela 

superfície contra a ponta montada no fim do cantilever. Esta técnica permite a 

avaliação qualitativa da topografia de superfície numa resolução próxima à atômica e 

a diferenciação de superfícies com diferentes graus de nanotexturização. O ensaio foi 

realizado no Laboratório Associado de Sensores e Materiais (LAS) do Centro de 

Tecnologias Especiais (CTE) do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE). 

 

 

3.3 Cultura de células 

 

 

Foram utilizadas uma linhagem de células tronco mesenquimais humanas 

(CTMh) (Lonza, Portsmouth, NH, USA), cultura primária de CTM obtidas da medula 

óssea de fêmures de camundongos osterix-mCherry (CTMc) e uma linhagem de 

células precursoras de osteoblastos, derivadas da calvária de camundongos neonatos 

(MC3T3-E1 subclones 14 e 42).  

As células MC3T3-E1 foram doadas pelo pesquisador Renny Franceschi, da 

University of Michigan e os camundongos osterix-mCherry foram adquiridos da 

University of Connecticut (Strecker et al., 2013). 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em 

Animais da University of Michigan (UMICH), Ann Arbor - Michigan (UCUCA - protocolo 
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PRO00006203), para a utilização de CTMc obtidas da medula óssea de fêmures de 

camundongos.  

Todas as células (CTMh, CTMc, MC3T3-E1) foram mantidas e expandidas em 

meio MEM-α modificado com Sais de Earle (MEM-α) (Gibco-Life Technologies, Grand 

Island, NY, USA) suplementado com soro fetal bovino (Gibco-Life Technologies, 

Grand Island, NY, USA) e 10% de antibiótico/antimicótico 

(penicilina/estreptomicina/anfotericina B) (Sigma-Aldrich® Chemical Co, St Louis, MO, 

USA). Esse meio foi denominado de meio regular. As células foram incubadas em 

estufa a 37ºC e 5% de CO2.  

Foram usados também dois meios osteogênicos. O meio osteogênico 1 

(Ost.1) incluiu o meio normal regular descrito acima e os suplementos osteogênicos 

de 100 nM de Dexametasona (Sigma-Aldrich®), 10 mM de glicerofosfato (Sigma-

Aldrich®) e 0,2 mM de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich®). O meio osteogênico 2 (ost.2) 

não incluiu a dexametasona, com o intuito de avaliar o efeito das superfícies na 

diferenciação das células. O quadro 2 mostra os suplementos utilizados no meio de 

cultura MEM-α. 

Os meios DMEM F12 (Gibco-Life Technologies, Grand Island, NY, USA) 

suplementado com soro fetal bovino (Sigma-Aldrich® Chemical Co, St Louis, MO, 

USA) sem adição de antibiótico/antimicótico, regular e osteogênico 2, foram utilizados 

somente para o ensaio bioluminescente de luciferase. O quadro 3 mostra os 

suplementos utilizados no meio de cultura DMEM F12. 

Para todos os ensaios realizados, foi adicionado os meios osteogênicos após 

24 horas, o que representou o tempo inicial (t=0). Os meios foram trocados a cada 

três dias. 

 

Quadro 2 - MEM-α e os suplementos utilizados 
 

MEM-α 

Soro fetal 
bovino 10% 
+Antibiótico 

e antimicótico 

10 mM de 
glicerofosfato 

0,2 mM 
de ácido 

ascórbico 

100 nM de 
Dexametasona 

Regular x    

Osteogênico 1 x x x x 

Osteogênico 2 x x x  

Fonte: Elaborado pelo autor.  
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Quadro 3 - DMEM F12 e os suplementos utilizados 
 

DMEM F12 
Soro fetal 

bovino 10% 
Antibiótico e 
antimicótico 

10 mM de 
glicerofosfato 

0,2 mM 
de ácido 

ascórbico 

100 nM de 
Dexametasona 

Regular x     

Osteogênico 2 x  x x  

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Foram plaqueadas 5x104 células nos discos de titânio preparados (n=3 para 

cada superfície) para os testes de avaliação da atividade da fosfatase alcalina (ALP), 

de mineralização (deposição de cálcio), de bioluminescência da luciferase (colágeno) 

e de expressão de genes osteogênicos (qPCR). 

Para a observação das células aderidas sobre as superfícies em micro e 

nanoescala, utilizou-se CTMh cultivadas em MEM-α regular sobre os discos, por 24h. 

Para o teste de ALP em CTMh e MC3T3-E1 subclone 42, as células foram 

cultivadas com os meios MEM-α regular e osteogênico 2, e coletadas após 3, 7 e 14 

dias. 

Para a análise de mineralização em células MC3T3-E1 subclone 42, 

utilizaram-se os meios MEM-α regular e osteogênico 2. Para as CTMh utilizou-se 

apenas o meio MEM-α osteogênico 1. Em ambos os casos, os testes foram realizados 

após 14 e 28 dias. 

Para o ensaio bioluminescente de luciferase, as células MC3T3-E1 subclone 

14 foram cultivadas nos meios DMEM F12 regular e osteogênico 2, após 48 horas. 

Para a análise de qPCR, as células MC3T3-E1 subclone 42 foram mantidas 

nos meios MEM-α regular e osteogênico 2 por 7 dias.  

A formação de colônias de osteoblastos por meio da atividade de ALP (UFC-

Ob), foi analisada após 14 dias de cultivo de CTMc. Utilizaram-se 2x106 células, em 

meio de cultivo MEM-α regular. 

Um resumo do tipo e quantidade de células, dos meios de cultura e dos 

períodos utilizados para cada ensaio encontra-se no quadro 4. 
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Quadro 4 - Ensaio e respectivo período de realização, de acordo com os meios de 
cultura, tipo e quantidade de células utilizadas. Para todos os ensaios utilizou-se n=3 
para cada superfície 

 

 

ALP 
aos 3, 7 

e 
14 dias 

UFC-Ob 
aos 14 dias 

Mineralização 
aos 14 

e 28 dias 

Atividade 
de 

Luciferase 
após 48 
horas 

qPCR 
aos 7 
dias  

 
MEV 

após 24 
horas 

MEM-α 
Regular 

(CTMc - 2x106) 
  X       

 

MEM-α 
Regular 

(CTMh - 5x104) 
X         

 
X 
 

MEM-α 
Osteogênico 1 
(CTMh - 5x104) 

    X     
 

MEM-α 
Osteogênico 2 
(CTMh - 5x104) 

X         
 

MEM-α 
Regular 

(MC3T3-E1 
subclone 42 - 

5x104) 

   
 
 

  X 

 

MEM-α 
Osteogênico 2 

(MC3T3-E1 
subclone 42 - 

5x104) 

X   X  X  

 

DMEM F12 
Regular 

(MC3T3-E1 
subclone 14 - 

5x104) 

       X  

 

DMEM F12 
Osteogênico 2 

(MC3T3-E1 
subclone 14 - 

5x104) 

       X  

 

Legenda: ALP (atividade da fosfatase alcalina); UFC-Ob (Unidades formadoras de colônias de 
osteoblastos); qPCR (expressão gênica); CTMh (células tronco mesenquimais humanas); CTMc 
(células tronco mesenquimais de camundongos); MC3T3-E1 (células pré-osteoblásticas murina). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.4 MEV com células 

 

 

Para a análise das células aderidas sobre as superfícies em micro e 

nanoescala, utilizaram-se células tronco mesenquimais humanas (CTMh) (Lonza, 
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Portsmouth, NH, USA) cultivadas sobre os discos por 24h. Após esse período, os 

discos foram lavados cuidadosamente com PBS e imediatamente fixados em 

paraformaldeído (Z-Fix) por 1 hora.  

Em seguida, as amostras foram lavadas três vezes com PBS frio (Gibco-Life 

Technologies, Grand Island, NY, USA) e desidratadas numa série graduada de 

concentrações de etanol de 10% a 100% durante um período de 1 hora e 30 minutos. 

A desidratação em etanol a 100% foi realizada por três vezes. Após desidratação, 

adicionou-se hexametilsilazano (Sigma-Aldrich®) e aguardou-se evaporação 

completa do conteúdo sob o fluxo laminar. Após isso, as amostras foram preparadas 

e pulverizados com paládio-ouro para posterior análise. 

 

 

3.5 Atividade da fosfatase alcalina (ALP) 

 

 

A atividade da fosfatase alcalina (ALP) foi medida aos 3, 7 e 14 dias, em CTMh 

e em MC3T3E1-subclone 42, sob os meios regular e osteogênico 2 (Quadro 4). Os 

poços foram lavados 2 vezes com PBS frio e as células lisadas usando 1% de Triton 

X-100 (Sigma-Aldrich®). O lisado foi coletado em tubos de 1,5 mL e centrifugado a 

14.000 rpm por 10 minutos para posterior coleta do sobrenadante, o qual foi utilizado 

na análise. A atividade de ALP nos lisados celulares foi testada utilizando 40 µL de 

cada amostra numa placa de 96 poços, adicionando 200 µL de fosfato de p-nitrofenol 

(p-NPP) (BluePhos® Microwell Phosphatase Substrate System. KPL, Gaithersburg, 

MD, USA) e determinado espectrofotometricamente (Leitor de Microplacas, 

PowerWave HT - BioTek Instruments Seattle, WA, USA).  

A atividade de ALP (unidades/mL) foi normalizada com a quantidade de 

proteína total de cada amostra. A análise do conteúdo de proteína total foi realizada 

utilizando o kit de ensaio de Proteína (Precision Red Advanced Protein Assay, 

Cytoskeleton INC, Denver, CO, USA) e determinado espectrofotometricamente (Leitor 

de Microplacas, PowerWave HT).  
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3.6 Unidades formadoras de colônias de osteoblastos por meio da atividade 

da fosfatase alcalina (UFC-Ob) 

 

 

Para a avaliação da formação de colônias de osteoblastos sobre as 

superfícies, utilizou-se cultivo primário de CTMc obtidas da medula óssea de fêmures 

de camundongos (OSX-mCherry), com dois meses de vida.  

Utilizaram-se 2x106 células por poço nos discos de titânio preparados (n=3 

para cada superfície) e somente células (sem discos) em três poços distintos, como 

controle. As células foram cultivadas em meio regular e realizou-se o teste de 

coloração após 14 dias. 

Para isso, os fêmures dos animais foram centrifugados a 15,000 rpm por 5 

minutos, dentro de ponteiras de 200 µL cortadas que foram colocadas em eppendorfs 

de 1,5 mL (Figura 2). Após a obtenção do pellet, as células foram ressuspendidas em 

meio regular para contagem e plaqueamento. 

Após isso, os discos foram lavados 2 vezes com 2 mL de PBS frio e as células 

foram fixadas com 2 mL de formaldeído por 10 minutos. Após a fixação, os discos 

foram lavados novamente conforme descrito anteriormente. 

A solução de coloração (Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit, Sigma-Aldrich®) 

continha 125 µL de cada reagente (Sodium Nitrite Solution; FRV-Alkaline Solution; e 

Naphthol AS-BI Alkaline Solution) dissolvidos em água purificada. Utilizou-se 2 mL da 

solução por poço. As placas foram cobertas com papel alumínio, e após uma hora de 

incubação dos reagentes, foram fotografadas. As colônias foram contadas 

manualmente com o uso do programa ImageJ 1.3p (National Institute of Health, 

Bethesda, MD, USA). 

 



38 

 

 

Figura 2 - Forma de obtenção das CTMc para cultivo primário 
 

 
Legenda: Fêmur de camundongo (A); Fêmur sem epífises dentro da ponteira de 200 µL (B); Pellet de 
CTM obtido após centrifugação (C). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

3.7 Análise de mineralização (deposição de cálcio) 

 

 

Para quantificar o grau de mineralização utilizaram-se CTMh sob meio 

osteogênico 1 e células MC3T3-E1 subclone 42 sob os meios regular e osteogênico 

2, aos 14 e 28 dias (Quadro 4). No final dos períodos experimentais, os poços com as 

células foram lavados com PBS frio e as células foram lisadas usando uma solução 

de 0,5 N de HCl. O sobrenadante resultante foi utilizado para a medição da deposição 

de cálcio utilizando o kit comercial de ensaio de cálcio (Calcium (CPC) LiquiColor® 

Test, Stanbio Laboratory, Boerne, TX, USA).  

Resumidamente, o lisado contendo HCl foi pipetado, colocado em tubo de 1,5 

mL e deixado sob agitação durante 24 horas a 4°C. Após isso, os tubos foram 

centrifugados por 2 minutos a 12,000 g e foi coletado somente o sobrenadante de 

cada amostra. A absorbância foi determinada por meio do espectrofotômetro 

(PowerWave HT, BioTek) utilizando 20 µL de cada amostra em uma placa de 96 

poços, adicionado 200 µL de solução do kit.   

A B C 
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3.8 Ensaio bioluminescente de luciferase com plasmídeo do gene Col 5a3 

 

 

Utilizaram-se as células MC3T3-E1 subclone 14 transfectadas com o 

plasmídeo do gene Col5a3, para a avaliar a atividade da luciferase relacionada à 

expressão desse gene, sob os meios regular e Ost.2, após 48 horas (Quadro 4). Após 

a transfecção, as células passam a conter cópias transfectadas estáveis do promotor 

do gene, controlando o gene repórter da luciferase firefly.  

O gene Col5a3 foi inserido em um plasmídeo bacteriano (Escherichia coli) 

para a clonagem gênica. O DNA do plasmídeo bacteriano (Col5a3) foi extraído de 

acordo com o protocolo do Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, 

Madison, WI, USA). O pellet contendo o plasmídeo foi ressuspendido em 250 µL de 

solução de ressuspensão celular (CRA), seguido da adição de 250 µL de solução de 

lise celular (CLA). As soluções foram misturadas manualmente e após isso, 10 µL de 

protease alcalina foram adicionados para posterior incubação em temperatura 

ambiente (T.A) por 10 minutos.  

As amostras foram transferidas para um tubo de 1,5 mL. Adicionou-se 350 µL 

de solução de neutralização (NBS) e misturou-se manualmente. Após isso, 

centrifugou-se a 14,000 rpm por 10 minutos em T.A. O sobrenadante obtido foi 

transferido para as colunas de tubos coletores e nova centrifugação foi realizada em 

velocidade máxima por um minuto. Foram adicionados 750 µL da solução de lavagem 

(Wash Solution) e centrifugado novamente em velocidade máxima por um minuto. O 

passo anterior foi repetido utilizando-se 250 µL de solução de lavagem e centrifugação 

por 2 minutos.  

A coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5 mL e 20 µL de água 

nuclease-free foram adicionados na coluna para posterior centrifugação a 14,000 rpm 

por um minuto. Após isso, adicionou-se mais 20 µL de água nuclease-free, e fez-se 

nova centrifugação semelhante à anterior, para posterior quantificação do DNA obtido. 

O DNA do plasmídeo do gene Col 5a3, foi incorporado nas células por meio 

do agente de transfecção FuGene (Promega, Madison, WI, USA). Para a transfecção, 

foi utilizado o meio Opti-MEM™ (Gibco-Life Technologies, Grand Island, NY, USA) 

sem adição de antibiótico e antimicótico. Inicialmente, 2,79 µL de FuGene foi 

adicionado a 49,15 µL de meio e incubado por 5 minutos à T.A. Posteriormente, 2,5 
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µL (equivalentes a 100ng/µL) do plasmídeo Col 5a3 juntamente com 0,62 µL 

(equivalentes a 100 ng/ µL) do plasmídeo pRL-TK (controle interno da atividade da 

luciferase), foram adicionados à mistura anterior e incubados por 20 minutos à T.A. 

Por fim, 50 µL da mistura foram colocados diretamente na superfície dos discos. Após 

isso, 5x104 células (MC3T3E1 subclone 14) foram adicionadas na superfície de cada 

disco.  

Após 24 horas, os meios DMEM F12 regular e Ost.2 foram preparados e 

adicionados aos discos, indicando tempo inicial igual a 0 (t=0).  

Passadas 48 horas da transfecção e da diferenciação dos meios, as células 

foram lavadas com PBS frio e lisadas com 100 µL de PLB (Passive Lysis Buffer 1X, 

Dual-Luciferase® Reporter Assay System, Promega). A absorbância foi determinada 

espectrofotometricamente utilizando 40 µL de cada amostra em uma placa de 96 

poços (PowerWave HT, BioTek). Foram utilizados 50 µL dos reagentes LAR 

(Luciferase Assay Reagent) que mede a atividade da firefly luciferase e STOP e GLO, 

que mede a atividade da renilla por amostra. A renilla é utilizada para normalizar a 

atividade da luciferase. 
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3.9  Análise de expressão gênica por PCR quantitativo (qPCR) 

 

 

3.9.1 Extração do RNA das células sobre os discos 
 

 

A extração do RNA total das células foi realizada com o reagente TRIzol™ 

(Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA), de acordo com instruções do fabricante.  

Resumidamente, as células foram lavadas com PBS frio e, posteriormente 

adicionou-se 1 mL de TRIzol™ sobre os discos. O conteúdo foi transferido para um 

eppendorf de 1.5 mL e incubado por 5 minutos. Acrescentou-se 200 µL de clorofórmio 

e, em seguida, homogeinizou-se o conteúdo com vortex por 15 segundos e, após isso, 

incubou-se por 5 minutos. Realizou-se centrifugação a 14.000 rpm por 15 minutos a 

4ºC. A fase aquosa foi transferida para novos tubos contendo 500 µL de isopropanol 

e o conteúdo foi incubado por 10 minutos em T.A. Realizou-se centrifugação 10.000 

rpm por 10 minutos a 4ºC e sugou-se o sobrenadante. O pellet foi lavado com álcool 

a 75%. Realizou-se centrifugação a 10.000 rpm por 5 minutos a 4ºC. O pellet então 

foi ressuspendido em água RNAse free.  

A quantidade de RNA foi verificada por meio de leitura em espectofotômetro 

(PowerWave HT – BioTek) e do programa Gen5™ (BioTek). 

Os RNAs utilizados apresentaram pureza entre 1,8 e 2,0.  

 

 

3.9.2 Síntese de cDNA 
 

 

O cDNA foi obtido com reações de transcrição reversa seguindo instruções do 

fabricante do Kit comercial SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA). 

Foram utilizados 500 ng de RNA total, extraído das células sobre os discos 

mais água RNAse free suficiente para completar o volume final de 14 µL. Utilizou-se 

4 µL do VILO Reaction Mix 5X, mais 2 μL do Enzyme Blend, contendo a SuperScript 

III Reverse Transcriptase (RT) 10X, totalizando 20 µL por amostra. As amostras foram 

incubadas por 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C e por fim, 5 minutos por 85°C e 
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mantidas no termociclador a 4°C para posterior armazenamento a 20°C ou preparo 

das reações para qPCR.  

 

 

3.9.3 Análise de expressão gênica por PCR quantitativo (qPCR) 
 

 

A análise da expressão gênica foi realizada em MC3T3-E1 subclone 42 sob 

os meios de cultura regular e osteogênico 2, após 7 dias (Quadro 4). 

Foram utilizados os primers dos genes Runx2 (Runt relacionado ao fator de 

transcrição 2), Satb2 (Sat homeobox 2), Sp7 (osterix), Prrx1(Homeobox 1 relacionado 

emparelhado), Bmp2 (Proteína morfogenética óssea 2), Alp e Ibsp (sialoproteína 

óssea), disponíveis comercialmente (RT² qPCR™ Primer Assay - Qiagen Sciences, 

Germantown, MD, USA) para PCR quantitativo em tempo real (qPCR).  

As reações foram preparadas utilizando 1,0 µL de cDNA, 1,0 µL de primer, 

12,5 µL de RT² SYBR® Green qPCR Mastermix (Qiagen) mais 10,5 µL de água 

RNAse free, totalizando 25 µL, de acordo com o protocolo do fabricante. 

A expressão gênica foi determinada pela fórmula 2-ΔΔCt (fold change) e 

expressa como nível de expressão relativa a um alvo-interno de referência (superfície 

lisa de 7 dias) com valor de expressão igual a 1. O gene Gapdh (gene endógeno 

constitutivo), foi utilizado como normalizador. Análise estatística descritiva foi 

calculada usando Microsoft Excel. O teste -T foi realizado para múltipla comparação 

dos níveis de expressão gênica com a superfície lisa no período de 7 dias. Utilizou-se 

termociclador ABI 7000 para Real-time PCR (Applied Biosystems). 

 

 

3.10  Análise estatística 

 

 

Para os ensaios de goniômetro, rugosidade aritmética média (Ra), área 

superficial média (Aa) e UFC-Ob foi utilizado ANOVA Um fator seguido do teste de 

comparação múltipla de Tukey, quando necessário. Para os ensaios de atividade de 

ALP, deposição de cálcio e bioluminescência de luciferase foi utilizado o ANOVA Dois 
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fatores, seguido do teste de comparação múltipla de Tukey, quando necessário. O 

software utilizado para análise estatística foi GraphPad Prism 7.03 (GraphPad 

Software INC, La Jolla, CA, USA).  

Os resultados qPCR foram mostrados de acordo com os valores em “fold 

change” (expressão gênica relativa ao grupo controle). O Teste T foi utilizado como 

teste estatístico para comparação entre o controle (superfície lisa) e os demais grupos 

(superfícies em micro e nanoescala), após 7 dias de cultivo celular. As análises foram 

realizadas utilizando-se a ferramenta “RT2 Profiler PCR array Data Analysis” (versão 

3.5)*. 

Para todas as análises estatísticas, o nível de significância adotado foi de 

p>0,05. 

 

 

  

                                            
* Disponível online pelo endereço http://sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php. 
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4 RESULTADO 
 

 

4.1 Difração de raios X (DRX) 

 

 

A identificação das fases cristalinas presentes nas amostras de titânio, antes 

e após tratamentos de superfície, foi feita a partir da comparação dos difratogramas 

com os valores de referência fornecidos pelo banco de dados Joint Committe on 

Powder Diffraction Standards (JCPDS). A partir desta comparação, obteve-se a 

indexação dos picos de difração e posterior identificação das fases.  

A presença da fase α existente nas amostras de titânio, que apresenta 

estrutura cristalina hexagonal compacta (hc), foi identificada nos difratogramas de 

raios X em todas as amostras estudadas (Figuras 3, 4 e 5). 

A figura 3, mostra espectros de DRX obtidos da amostra de TiCP grau IV lisa, 

apresentando picos obtidos com intensidades distintas para fase α do titânio. Os picos 

foram determinados após análise e confronto com o banco de dados das fichas do 

JCPDS.  
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Figura 3 - Difratometria de raios X da amostra com superfície lisa. Determinaram-se 
picos de raios X característicos da fase α do titânio 

 

 
Legenda: Difratograma de raios X da amostra de TiCP com topografia lisa. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A figura 4, mostra espectros de DRX obtidos da amostra de TiCP grau IV com 

topografia em microescala, apresentando picos obtidos com intensidades distintas 

para as fases α do titânio, rutilo, anatase e hidreto de titânio (TiH2). Os picos foram 

determinados após análise e confronto com o banco de dados das fichas do JCPDS. 
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Figura 4 - Difratometria de raios X da amostra de TiCP com topografia em microescala. 
Determinaram-se picos de raios X característicos das fases α - titânio, rutilo, anatase 
e TiH2 

 

 
Legenda: Difratograma de raios X da amostra de TiCP com topografia em microescala. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A figura 5, mostra espectros de DRX obtidos da amostra de TiCP grau IV com 

topografia em nanoescala, apresentando picos obtidos com intensidades distintas 

para as fases α do titânio, rutilo e anatase. Os picos foram determinados após análise 

e confronto com o banco de dados das fichas do JCPDS. 
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Figura 5- Difratometria de raios X da amostra de TiCP com topografia em nanoescala. 
Determinaram-se picos de raios X característicos das fases α, rutilo e anatase do 
titânio 

 

 
Legenda: Difratograma de raios X da amostra de TiCP com topografia em nanoescala. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.2 Goniômetro  

 

 

A avaliação da molhabilidade foi realizada pela mensuração do AC formado 

entre uma gota de água e a superfície das amostras lisa e com topografias em micro 

e nanoescala (Figura 6). Os valores de média e desvio padrão dos dados de AC 

obtidos, seguem descritos na tabela 1. 

A média dos AC obtida nas amostras foi de 65o para as amostras com 

superfície lisa e em nanoescala e de 82o para a amostra com superfície em 

microescala. Todas as médias encontradas foram menores do que 90o caracterizando 

a hidrofilicidade das superfícies. Na figura 6, podemos observar algumas das medidas 

de AC feitas sobre as superfícies estudadas. 
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Não foi observada diferença estatística significativa após análise de variância 

(ANOVA). Um fator entre as amostras estudadas (Figura 7). 

 

 

Figura 6 – Imagens de gotas de água sobre as superfícies das amostras no teste do 
goniômetro 

 

 
Legenda: Medidas de AC para a superfície lisa (A), para a superfície em microescala (B) e em 
nanoescala (C). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Tabela 1 – Valores de média e desvio padrão, dos dados de AC obtidos no teste 
goniômetro, sobre as superfícies das amostras estudadas 

 

Goniômetro LISA MICRO NANO 

 Média DV Média DV Média DV 

AC (θ) 65.07 15.35 82.96 24.04 65.87 26.43 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A B C 
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Figura 7 – Gráfico representativo das médias dos AC, obtidas no teste do goniômetro, 
para as superfícies estudadas 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3 Análise das superfícies por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

 

Na avaliação das superfícies sob MEV, observaram-se superfícies lisa e com 

micro e nanotopografias, obtidas como explicado anteriormente (Quadro 1). 

Diferenças na topografia das superfícies foram vistas nos diferentes grupos. As 

topografias em micro e nanoescala (Figuras 9 a 12) mostraram maior porosidade e 

rugosidade do que a observada na superfície lisa (Figura 8). 

Nas imagens seguintes (Figuras 8 a 12), pode-se observar as características 

das superfícies estudadas.  

O polimento com lixa de 600 de granulação, nas superfícies lisas, resultou na 

obtenção de ranhuras e microestruturas irregulares, ora pontiagudas e anguladas 

como pode ser observado na figura 8. 
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Figura 8 - Superfície com topografia lisa 
 

 
Legenda: Superfície lisa em aumentos de 500x (A), 2000x (B), 4000x (C) e 10000x (D). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

O jateamento e o condicionamento ácido para a criação de topografia em 

microescala, resultou na obtenção de concavidades porosas (Figura 9) com variadas 

dimensões, como pode ser observado na figura 10 B. As imagens da figura 10 foram 

obtidas sob MEV com emissão de campo (MEV-FEG). 

A B 

C D 
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Figura 9 - Superfície com topografia em microescala 
 

 
Legenda: Características microtopográficas com aumentos de 500x (A), 2000x (B), 4000x (C) e 10000x 
(D). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

Figura 10 - Superfície com topografia em microescala 
 

 
Legenda: Características microtopográficas com aumentos de 58900x (A), 60000x (B) com medições 
dos raios dos poros em escala submicrométrica (entre 100 e 1000 nn).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

A B 

A B 

C D 
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O tratamento de superfície utilizado para a criação de topografia em 

nanoescala, resultou na obtenção de poros e nanoestruturas sobre as concavidades 

porosas da superfície microtexturizada (Figura 11). Poros entre 3 micrometros e 100 

nanometros, com diâmetro equivalente médio de 50 nanometros e, nanoestruturas 

arredondadas com diâmetro equivalente médio de aproximadamente 20 nanometros, 

podem ser observados (Figura 12 B). As imagens da figura 12 foram obtidas sob MEV-

FEG. 

 

 

Figura 11 - Superfície com topografia em nanoescala 
 

 
Legenda: Características nanotopográficas com aumentos de 500x (A), 2000x (B), 4000x (C) e 10000x 
(D). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

 

A B 

C D 
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Figura 12 - Superfície com topografia em nanoescala 
 

 
Legenda: Características nanotopográficas com aumentos de 130000x (A), 130000x (B) com 
nanoporos e medições das nanoestruturas arredondadas em escala nanométrica. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.4  Perfilometria óptica 

 

 

A técnica de perfilometria óptica foi utilizada para análise de parâmetros 

quantitativos da microtopografia das amostras. Essa técnica também permitiu a 

análise da rugosidade superficial por perfilometria digital 3D.  

Para o cálculo das imagens de perfilometria, dados foram obtidos e 

registrados ao longo da superfície selecionada, como uma distribuição de alturas 

(picos e vales) gerando um grande número de perfis.  

A rugosidade aritmética média (Ra) é um dos parâmetros mais utilizados para 

caracterizar a topografia de superfície. Valores de rugosidade superficial média (Ra) 

em µm, valores de área superficial média (Aa) em mm2 e valores de desvio padrão 

(DV) foram obtidos para as diferentes amostras. Os resultados estão descritos na 

tabela 2.  

 

A B 
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Tabela 2 - Valores obtidos por perfilometria óptica das amostras estudadas 
 

 LISA MICRO NANO 

 Média DV Média DV Média DV 

Ra 0.18 0.01 2.29 0.14 2.75 0.10 

Aa 0.07 0.00 0.12 0.00 0.13 0.00 

Legenda: Valores de rugosidade superficial média em µm (Ra), de área superficial média em mm2, (Aa) 
e desvio padrão (DV) obtidos por perfilometria óptica das superfícies lisa, em micro e nanoescala. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Foi observada diferença estatística, após ANOVA Um fator seguida do teste 

de comparação múltipla de Tukey (p<0,05), entre as amostras estudadas, para a Ra 

e a Aa.  

Os valores de p obtidos para Ra e Aa, entre as superfícies lisa e 

microtexturizadas e lisa e nanotexturizadas, foi de p<0,0001. Entre as superfícies 

micro e nanotexturizadas, o valor de p obtido para Ra foi de p=0,002 e de Aa foi de 

p=0,001. Essas diferenças, foram indicadas por (*) no gráfico. (Figura 13). 

 

 

Figura 13 – Gráficos representativos dos números médios obtidos para a Ra (µm) e 
para a Aa (mm2) das amostras com diferentes topografias de superfície 

 

  
Legenda: (*) indica diferença estatística entre diferentes amostras. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Observaram-se picos e vales nas amostras estudadas. Foi padronizada a 

escala do eixo Z das imagens numa variação de rugosidade total (Rt) de 30,7 µm, de 

forma a possibilitar a comparação entre a microtopografia das mesmas. 

As superfícies em micro e nanoescala apresentaram Ra 12 e 15 vezes maior, 

respectivamente, do que a superfície lisa.  

A figura 14 mostra a micrografia em perfilômetro óptico da amostra lisa, onde 

observamos ranhuras irregulares no mesmo sentido do polimento realizado para o 

preparo da superfície. 

 

 

Figura 14- Micrografia em perfilômetro óptico da amostra lisa 
 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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A figura 15 mostra a micrografia em perfilômetro óptico da amostra com 

topografia em microescala. Superfície rugosa com microestruturas porosas e 

estruturas arredondados nos picos foram observadas. 

 

 

Figura 15 - Micrografia em perfilômetro óptico da amostra com topografia em 
microescala 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A figura 16 mostra a micrografia em perfilômetro óptico da amostra com 

topografia em nanoescala. Observaram-se microestruturas porosas com grande 

quantidade de estruturas de formato irregular nos picos.  
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Figura 16 - Micrografia em perfilômetro óptico da amostra com topografia em 
nanoescala 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.5  Microscopia de força atômica (MFA) 

 

 

A avaliação qualitativa das topografias de superfícies lisa, em microescala e 

em nanoescala foi feita por meio da MFA. Diferenças de texturização foram 

observadas entre as amostras.  

A figura 17 mostra a MFA da amostra com topografia de superfície lisa. A 

superfície lisa apresentou leve irregularidade, com ranhuras provenientes da etapa de 

polimento (Figura 17A). Observa-se na imagem 3 D algumas ranhuras e algumas 

microestruturas pequenas e arredondadas (Figura 17B). 
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Figura 17 – Microscopia de força atômica da amostra com topografia de superfície lisa 
com área de 10 µm x 10 µm 

 

 
Legenda: Imagens obtidas por MFA em 2 D (17A) e 3 D (17B) da superfície com topografia lisa. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 
A figura 18 mostra a MFA da amostra com topografia em microescala. 

Microporos e picos microtexturizados arredondados, podem ser vistos na figura 18A. 

Picos microtexturizados arredondados de tamanhos e alturas variadas foram 

observados na imagem 3 D (Figura 18B).  

 
 

Figura 18 - Microscopia de força atômica da amostra com topografia de superfície em 
microescala com área de 10 µm x 10 µm 

 

 
Legenda: Imagens obtidas sob MFA em 2 D (18A) e 3 D (18B) da superfície com topografia em 
microescala. A seta azul indica uma microestrutura e a branca indica um microporo 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

A B 

A B 



59 

 

 

A figura 19 mostra a MFA da amostra com topografia em nanoescala. Picos 

arredondados nanotexturizados sobre picos microtexturizados e microporos foram 

observados na imagem 2 D (Figura 19A). Grandes microestruturas irregulares e 

nanoestruturas foram vistas na imagem 3 D (Figura 19B). 

 

 

Figura 19 – Microscopia de força atômica da amostra com topografia de superfície em 
nanoescala com área de 10 µm x 10 µm 

 

 
Legenda: Imagens obtidas por MFA em 2 D (19A) e 3 D (19B) da superfície com topografia em 
nanoescala. A seta indica nanoestruturas. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.6  MEV com células  

 

 

Discos com células aderidas sobre as superfícies em micro e nanoescala 

foram analisados por MEV, após 24 horas de cultivo de CTMh. As figuras 20 e 21 

mostram as células e seus prolongamentos sobre as superfícies avaliadas. 

 

  

A B 
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Figura 20 - Células sobre a superfície com topografia em microescala 
 

 
Legenda: Células e seus prolongamentos em aumentos de A (2000x) e B (4000x) (seta). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 21 - Células sobre a superfície com topografia em nanoescala 
 

 
Legenda: Células e seus prolongamentos em aumentos de A (2000x) e B (4000x) (seta). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.7 Atividade da fosfatase alcalina (ALP) 

 

 

Para a avaliação da atividade de ALP sobre as superfícies estudadas, 

utilizaram-se CTMh e MC3T3-E1 42 sob os meios regular e osteogênico 2 (Ost.2). O 

teste foi realizado aos 3, 7 e 14 dias. 

A B 

A B 
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A tabela 3 mostra os valores médios e desvio padrão obtidos em µM/min de 

ALP em CTMh sob o meio osteogênico 2, nas diferentes topografias de superfície 

após 3, 7 e 14 dias. 

Na figura 22, observa-se maior atividade de ALP em CTMh, sob meio Ost.2 

nas amostras com superfícies micro e nanotexturizadas quando comparadas às lisas, 

após 7 e 14 dias de cultivo das células. Entretanto, não houve diferença estatística 

entre as amostras nesses períodos.  

Aos 7 dias, foi observada maior atividade de ALP em todas as amostras 

avaliadas. Após 14 dias, observou-se diminuição da atividade de ALP para todas as 

superfícies, porém, maior atividade foi observada para a superfície nanotexturizada 

neste período, com diferença estatística com relação amostra lisa (p=0,001). Essa 

diferença, em superfícies diferentes no mesmo período, foi indicada por (*) no gráfico. 

Diferenças estatísticas foram observadas entre os períodos de 7 e 14 dias 

para a amostra lisa (p=0,008). Para a amostra com topografia em microescala, foi 

observada diferença entre 3 e 7 dias (p=0,006) e entre 7 e 14 dias (p=0,007). Para a 

amostra nano, observou-se diferença estatística (p=0,01) entre 3 e 7 dias. Essas 

diferenças, nas mesmas superfícies em períodos distintos, foram indicadas por letras 

minúsculas no gráfico. Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem 

estatisticamente. Médias seguidas por letras diferentes, indicam diferença estatística 

entre as mesmas superfícies em períodos distintos (Figura 22). 

 

 

Tabela 3 - Valores médios e desvio padrão obtidos em µM/min de ALP em CTMh sob 
meio osteogênico 2, nas diferentes topografias de superfície aos 3, 7 e 14 dias 

 

CTMh LISA MICRO NANO 

 Média DV Média DV Média DV 

3 dias Ost.2 2.56 0.80 1.90 0.76 1.88 0.65 

7 dias Ost.2 4.04 0.43 5.68 0.23 5.08 1.36 

14 dias Ost.2 0.35 0.11 1.94 0.29 3.18 2.46 

Fonte: Elaborado pelo autor.  
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Figura 22 – Gráfico representativo da atividade de ALP em CTMh sob o meio 
osteogênico 2, nas diferentes topografias de superfície após 3, 7 e 14 dias 

 

 
Legenda: (*) indica diferença estatística entre diferentes amostras no mesmo período. Médias seguidas 
pela mesma letra na coluna, não diferem estatisticamente. Médias seguidas por letras diferentes, 
indicam diferença estatística entre as mesmas superfícies em períodos distintos. 
Fonte: Elaborado pelo autor.  

 

 

A tabela 4 mostra os valores médios e desvio padrão obtidos em µM/min de 

ALP em CTMh sob o meio regular, nas diferentes topografias de superfície após 3, 7 

e 14 dias. 

Para as CTMh, sob o meio de cultivo regular, maior atividade de ALP foi 

observada aos 7 dias para as superfícies micro e nano. Observou-se diferença 

estatística entre as superfícies lisa e micro (p=0,04); entre a lisa e a nano (p<0,0001) 

e entre a micro e a nano (p=0,01) (Figura 23).  

Diferença estatística também foi observada entre a superfície lisa e micro 

(p=0,006), aos 14 dias. Essas diferenças, em superfícies diferentes no mesmo 

período, foram indicadas por (*) no gráfico. 

Observou-se diferença estatística na superfície lisa entre 3 e 14 dias (p=0,001) 

e entre 7 e 14 dias (p=0,006). Na superfície micro, diferença estatística foi observada 

entre 7 e 14 dias (p=0,02). Para a superfície nano observou-se p<0,0001 entre os 

períodos 3 e 7 dias e 7 e 14 dias. Essas diferenças, nas mesmas superfícies em 

períodos distintos, foram indicadas por letras minúsculas no gráfico.  
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Tabela 4 – Valores médios e desvio padrão obtidos em µM/min de ALP em CTMh sob 
meio regular, nas diferentes topografias de superfície após 3, 7 e 14 dias 

 

CTMh LISA MICRO NANO 

 Média DV Média DV Média DV 

3 dias Reg. 3.60 0.61 3.35 0.14 2.34 0.91 

7 dias Reg. 3.07 1.09 4.82 1.30 6.93 0.89 

14 dias Reg. 0.33 0.18 2.68 0.53 1.08 0.92 

Fonte: Elaborado pelo autor.  

 

 

Figura 23 - Gráfico representativo da atividade de ALP em CTMh sob o meio regular, 
nas diferentes topografias de superfície após 3, 7 e 14 dias 

 

 
Legenda: (*) indica diferença estatística entre diferentes amostras no mesmo período. Médias seguidas 
pela mesma letra na coluna, não diferem estatisticamente. Médias seguidas por letras diferentes, 
indicam diferença estatística entre as mesmas superfícies em períodos distintos. 
Fonte: Elaborado pelo autor.  

 

 

A tabela 5 mostra os valores médios e desvio padrão obtidos em µM/min de 

ALP em células MC3T3-E1 subclone 42 sob meio osteogênico 2, nas diferentes 

topografias de superfície após 3, 7 e 14 dias. 



64 

 

 

Para as células MC3T3-E1 subclone 42, sob meio de cultivo osteogênico 2, 

observa-se na figura 24, maior atividade de ALP nas amostras com superfícies micro 

e nanotexturizadas, quando comparadas às lisas após 3, 7 e 14 dias. Diferença 

estatística foi observada entre as amostras lisa e micro no período de 7 dias (p=0,03) 

e de 14 dias (p=0,01). Essas diferenças estatísticas, entre diferentes amostras no 

mesmo período, foram indicadas por (*) no gráfico (Figura 24). 

A amostra com topografia lisa apresentou diferença estatística significativa 

entre os períodos de 3 e 7 dias (p=0,007), 3 e 14 dias (p=0,005) e 7 e 14 dias 

(p<0,0001). Para a topografia em microescala foi observada diferença estatística 

significativa entre os períodos de 3 e 7 dias (p=0,001) e entre 7 e 14 dias (p<0,0001). 

E a topografia em nanoescala apresentou diferença estatística entre os períodos de 3 

e 14 dias (p=0,02) e entre 7 e 14 dias (p=0,004). Essas diferenças, nas mesmas 

superfícies em períodos distintos, foram indicadas por letras minúsculas no gráfico.  

 

 

Tabela 5 - Valores médios e desvio padrão obtidos em µM/min de ALP em MC3T3-E1 
subclone 42 sob meio osteogênico 2, nas diferentes topografias de superfície após 3, 
7 e 14 dias 

 

MC3T3-E1 sub. 42 LISA MICRO NANO 

 Média DV Média DV Média DV 

3 dias Ost.2 4.94 0.25 6.90 0.37 6.35 0.21 

7 dias Ost.2 8.21 1.27 11.01 2.49 8.38 1.83 

14 dias Ost.2 1.46 1.27 4.83 0.90 3.59 0.77 

Fonte: Elaborado pelo autor.  
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Figura 24 - Gráfico representativo de ALP em células MC3T3-E1 subclone 42 sob o 
meio Ost.2, nas diferentes topografias de superfície após 3, 7 e 14 dias 

 

 
Legenda: (*) indica diferença estatística entre diferentes amostras no mesmo período. Médias seguidas 
pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente. Médias seguidas por letras diferentes, 
indicam diferença estatística entre as mesmas superfícies em períodos distintos. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A tabela 6 mostra os valores médios e desvio padrão obtidos em µM/min de 

ALP em MC3T3-E1 subclone 42 sob meio regular, nas diferentes topografias de 

superfície após 3, 7 e 14 dias. 

Para as MC3T3-E1 subclone 42, sob meio de cultivo regular, observa-se na 

figura 25, maior atividade de ALP nas amostras com superfícies micro e 

nanotexturizadas, quando comparadas às lisas após 3, 7 e 14 dias. Entretanto, não 

houve diferença estatística entre as amostras. 

A amostra com topografia lisa apresentou diferença estatística entre 7 e 14 

dias (p=0,006). A amostra com topografia em microescala apresentou diferença 

estatística entre os períodos de 3 e 7 dias (p=0,03) e entre 7 e 14 dias (p=0,003). A 

amostra com topografia em nanoescala apresentou diferença estatística entre 7 e 14 

dias (p=0,03). Essas diferenças, nas mesmas superfícies em períodos distintos, foram 

indicadas por letras minúsculas no gráfico (Figura 25). 
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Tabela 6 - Valores médios e desvio padrão obtidos em µM/min de ALP em MC3T3-E1 
subclone 42 sob o meio regular, nas diferentes topografias de superfície após 3, 7 e 
14 dias 

 

MC3T3-E1 sub. 42 LISA MICRO NANO 

 Média DV Média DV Média DV 

3 dias Reg. 3.95 0.52 5.06 0.16 4.88 1.00 

7 dias Reg. 5.80 1.72 9.00 4.23 7.45 2.38 

14 dias Reg. 0.41 0.19 3.13 0.49 3.49 1.67 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 25 - Gráfico representativo da atividade de ALP em células MC3T3-E1 
subclone 42 sob o meio regular, nas diferentes topografias de superfície após 3, 7 e 
14 dias 

 

 
Legenda: Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente. Médias seguidas 
por letras diferentes, indicam diferença estatística entre as mesmas superfícies em períodos distintos. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.8  Unidades formadoras de colônias de osteoblastos por meio da atividade 

da fosfatase alcalina (UFC-Ob) 

 

 

Após o cultivo de CTMc, sob meio regular por 14 dias, observou-se na análise 

de UFC-Ob, maior quantidade de colônias nas superfícies micro e nanotexturizadas, 

quando comparadas à superfície lisa e ao controle. A tabela 7 mostra os valores 

médios e desvio padrão obtidos em UFC-Ob em CTMc sob meio regular, após 14 dias. 

Foi observada diferença estatística significativa, após análise de variância 

(ANOVA). Um fator, seguida do teste de comparação múltipla de Tukey (p<0,05) entre 

as superfícies lisa e com topografia em microescala (p=0,004) (Figura 26). 

 

 

Tabela 7 - Valores médios e desvio padrão obtidos para UFC-Ob em CTMc sob meio 
regular, aos 14 dias 

 

CTMc LISA MICRO NANO 

 Média DV Média DV Média DV 

14 dias Reg. 14.00 4.00 45.00 7.94 31.00 11.53 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Observa-se na figura 26, um gráfico representativo do número médio de UFC-

Ob obtido em CTMc sob meio regular, após 14 dias nas superfícies estudadas e no 

grupo controle (poços apenas com células, sem discos). 
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Figura 26 – Gráfico representativo do número médio de UFC-Ob em CTMc sobre as 
superfícies estudadas e no grupo controle, após 14 dias 

 

 
Legenda: (*) indica diferença estatística entre diferentes amostras no mesmo período. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.9 Análise de mineralização (deposição de cálcio) 

 

 

A superfície nanotexturizada apresentou maior deposição de cálcio sobre os 

discos em CTMh e em células MC3T3-E1 subclone 42, após 28 dias. 

A tabela 8 mostra os valores médios e desvio padrão obtidos em O.D da 

deposição de cálcio em CTMh sob meio osteogênico 1, nas diferentes topografias de 

superfície após 14 e 28 dias. 

Após a análise da deposição de cálcio em CTMh, sob o meio de cultivo 

osteogênico 1 nas diferentes superfícies estudadas, observou-se maior produção de 

cálcio na superfície em nanoescala, nos dois períodos avaliados. Diferença estatística 

foi observada entre as superfícies micro e nano (p=0,005), no período de 28 dias. 

Essas diferenças estatísticas, entre diferentes amostras no mesmo período, foram 

indicadas por (*) no gráfico (Figura 27). 

A amostra com topografia lisa e em nanoescala apresentaram diferença 

estatística entre os períodos avaliados (p=0,02 e p=0,002), respectivamente. Essas 
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diferenças, nas mesmas superfícies em períodos distintos, foram indicadas por letras 

minúsculas no gráfico. 

 

 

Tabela 8 - Valores médios e desvio padrão obtidos em O.D da deposição de cálcio 
em CTMh sob meio osteogênico 1, nas diferentes topografias de superfície após 14 e 
28 dias 

 

CTMh LISA MICRO NANO 

 Média DV Média DV Média DV 

14 dias Ost.1 0.22 3.00 0.23 0.00 0.31 0.03 

28 dias Ost.1 0.43 3.00 0.34 0.01 0.60 0.17 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 27 - Gráfico representativo da deposição de cálcio em CTMh sob o meio 
osteogênico 1 nas diferentes topografias de superfície, após 14 e 28 dias 

 

 
Legenda: (*) indica diferença estatística entre diferentes amostras no mesmo período. Médias seguidas 
pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente. Médias seguidas por letras diferentes, 
indicam diferença estatística entre as mesmas superfícies em períodos distintos. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

a 
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A tabela 9 mostra os valores médios e desvio padrão obtidos em O.D da 

deposição de cálcio em MC3T3-E1 subclone 42, sob o meio de cultivo osteogênico 2, 

nas diferentes topografias de superfície após 14 e 28 dias. 

Após a análise da deposição de cálcio em células MC3T3-E1 subclone 42, 

sob o meio de cultivo osteogênico 2 nas diferentes superfícies estudadas, observou-

se maior produção na superfície em nanoescala, após 28 dias (Figura 28). 

Diferença estatística foi observada entre as superfícies lisa e nano (p=0,002) 

e as superfícies micro e nano (p=0,003), no período de 28 dias. Diferenças 

estatísticas, entre diferentes amostras no mesmo período, foram indicadas por (*) no 

gráfico (Figura 29). 

As amostras com topografia lisa, em microescala e em nanoescala 

apresentaram diferença estatística entre os períodos avaliados (p=0,006; p=0,004 e 

p<0,0001), respectivamente. Essas diferenças, nas mesmas superfícies em períodos 

distintos, foram indicadas por letras minúsculas no gráfico (Figura 28). 

 

 

Tabela 9 – Valores médios e desvio padrão (DV) obtidos em O.D da deposição de 
cálcio em MC3T3-E1 subclone 42 sob o meio osteogênico 2, nas diferentes 
topografias de superfície após 14 e 28 dias 

 

MC3T3-E1 sub. 42 LISA MICRO NANO 

 Média DV Média DV Média DV 

14 dias Ost.2 0.04 0.00 0.04 0.00 0.04 0.01 

28 dias Ost.2 0.29 0.01 0.31 0.01 0.58 0.20 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 28 - Gráfico representativo da deposição de cálcio em células MC3T3-E1 
subclone 42 sob o meio osteogênico 2, nas diferentes topografias de superfície após 
14 e 28 dias 

 

 
Legenda: (*) indica diferença estatística entre diferentes amostras no mesmo período. Médias seguidas 
pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente. Médias seguidas por letras diferentes, 
indicam diferença estatística entre as mesmas superfícies em períodos distintos. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A tabela 10 mostra os valores médios e desvio padrão obtidos em O.D da 

deposição de cálcio em MC3T3-E1 subclone 42, sob o meio regular, nas diferentes 

topografias de superfície após 14 e 28 dias. 

Após a análise da deposição de cálcio em MC3T3-E1 subclone 42, sob o meio 

de cultivo regular, observou-se maior produção na superfície em nanoescala entre as 

diferentes superfícies estudadas, após 28 dias (Figura 29). 

Observou-se diferença estatística entre as superfícies lisa e nano (p=0,0004) 

e entre as superfícies micro e nano (p=0,003), no período de 28 dias. Diferenças 

estatísticas, entre diferentes amostras no mesmo período, foram indicadas por (*) no 

gráfico (Figura 29). 

As topografias lisa, em microescala e em nanoescala apresentaram diferença 

estatística entre os períodos avaliados, com p<0,0001. Diferenças, nas mesmas 

superfícies em períodos distintos, foram indicadas por letras minúsculas no gráfico 

(Figura 30).  
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Tabela 10 - Valores médios e desvio padrão (DV) obtidos em O.D da deposição de 
cálcio em MC3T3-E1 subclone 42, sob o meio regular, nas diferentes topografias de 
superfície após 14 e 28 dias 

 

MC3T3-E1 sub 42 LISA MICRO NANO 

 Média DV Média DV Média DV 

14 dias Reg. 0.04 0.00 0.04 0.00 0.04 0.00 

28 dias Reg. 0.26 0.01 0.27 0.02 0.31 0.02 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 29 - Gráfico representativo da deposição de cálcio em células MC3T3-E1 
subclone 42 sob o meio regular, nas diferentes topografias de superfície após 14 e 28 
dias 

 

 
Legenda: (*) indica diferença estatística entre diferentes amostras no mesmo período. Médias seguidas 
pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente. Médias seguidas por letras diferentes, 
indicam diferença estatística entre as mesmas superfícies em períodos distintos. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.10  Ensaio bioluminescente de luciferase com plasmídeo do gene Col5a3 

 

 

A atividade relativa da luciferase relacionada à expressão do Col5a3 foi 

avaliada em MC3T3E1 subclone 14, sob os meios regular e Ost.2, após 48 horas da 

transfecção das células.  

A tabela 11 mostra os valores médios e desvio padrão obtidos da expressão 

do Col5a3 em MC3T3-E1 subclone 14, sob os meios regular e Ost.2, nas diferentes 

topografias de superfície, após 48 horas. 

Observou-se maior atividade da luciferase nas células sobre a superfície 

nanotexturizada com meio de cultivo regular e maior atividade na superfície 

microtexturizada, em meio Ost.2, após 48 horas. Entretanto, não foi observada 

diferença estatística entre as superfícies após análise de variância (ANOVA) Dois 

fatores (p>0,05) (Figura 30). 

 

 

Tabela 11 - Valores médios e desvio padrão (DV) obtidos em u.a da expressão do 
Col5a3 em MC3T3-E1 subclone 14, sob os meios regular e Ost.2, nas diferentes 
topografias de superfície, após 48 horas 

 

MC3T3-E1 sub. 14 LISA MICRO NANO 

 Média DV Média DV Média DV 

48 horas Reg. 1.01 0.11 1.11 0.09 2.02 0.62 

48 horas Ost.2. 1.33 0.40 1.80 0.69 1.59 0.81 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 30 – Gráfico representativo da atividade relativa da luciferase relacionada ao 
Col 5a3 em células MC3T3-E1 subclone 14 sob os meios regular e Ost.2 nas 
diferentes topografias de superfície, após 48 horas 

 

 
Legenda: pGL3b: controle interno da reação. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.11  Análise de expressão gênica por PCR quantitativo (qPCR) 

 

 

Avaliou-se a expressão dos genes (Alp, Bmp2, Ibsp, Prrx1, Runx2, Satb2, 

Sp7) em MC3T3-E1 subclone 42 sob os meios de cultivo regular e ost. 2, após 7 dias. 

Os dados foram descritos a partir dos valores em fold change obtidos do cultivo das 

células sobre a superfície das amostras estudadas, comparados à superfície lisa que 

foi utilizada como grupo controle. 

Em fold change os valores maiores ou menores do que 1 indicam maior 

expressão ou menor expressão gênica em relação ao grupo controle (expressão = 1).  

Sob o meio de cultivo Ost.2, a expressão de importantes fatores de transcrição 

para diferenciação osteoblástica como Runx2 e Satb2, apresentaram-se maiores nas 

células sobre a superfície nanotexturizada quando comparadas ao grupo controle 

(superfície lisa). O mesmo não foi observado para a superfície microtexturizada, que 

apresentou menor expressão gênica de todos os fatores de transcrição estudados 

(Runx2, Sp7, Satb2 e Prrx1) do que o grupo controle (Figura 31).  
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O osterix (Sp7) e o Prrx1 apresentaram-se menos expressos na superfície 

nanotexturizada em relação ao controle.  

Observou-se 2,7 vezes maior expressão de Alp na superfície nano (p=0,01) e 

na microtexturizada (p>0,05), comparadas ao controle. A Bmp2 apresentou-se mais 

expressa na superfície nano e menos expressa na microtexturizada, quando 

comparadas ao controle. 

Maior expressão de Ibsp foi observada nas superfícies nano (p=0,002) e 

microtexturizadas (p>0,05) quando comparadas ao controle. 

A figura 31 mostra os gráficos representativos da expressão dos genes 

avaliados no estudo, em MC3T3E1 subclone 42, após 7 dias de cultivo em meio Ost.2. 

 
 
Figura 31- Gráficos representativos da expressão dos genes Runx2, Satb2, Sp7, 
Prrx1, Alp, Bmp2 e Ibsp em MC3T3E1 subclone 42, sob meio Ost.2, após 7 dias 
 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

Os mesmos genes também foram avaliados em MC3T3-E1 subclone 42 sob 

meio de cultivo regular, após 7 dias. A superfície lisa foi utilizada como controle para 

análise da expressão gênica relativa. 

A expressão dos fatores de transcrição (Runx2, Sp7 e Satb2) foi maior na 

superfície nano e menor na microtexturizada, quando comparados ao grupo controle. 
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Apenas o Satb2 se apresentou mais expresso na superfície microtexturizada em 

relação ao controle. 

Os genes Prrx1 e Alp apresentaram-se mais expressos nas superfícies micro 

e nanotexturizadas (p>0,05). O Bmp2 apresentou-se mais expresso somente na 

superfície nanotexturizada e o gene Ibsp apresentou maior expressão nas superfícies 

micro e nanotexturizadas, com diferenças estatística para ambas as superfícies 

(p=0,0003 micro e p=0,008 nano), quando comparados ao grupo controle. 

A figura 32 mostra os gráficos representativos da expressão dos genes 

avaliados no estudo, em MC3T3E1 subclone 42, após 7 dias de cultivo em meio 

regular. 

 

 

Figura 32 - Gráficos representativos da expressão dos genes Runx2, Satb2, Sp7, 
Prrx1, Alp, Bmp2 e Ibsp em MC3T3E1 subclone 42, em meio regular, após 7 dias 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 
 

 

A micro e a nanotopografia podem influenciar a proliferação, diferenciação e 

adesão celular, favorecendo a osteogênese. Superfícies que mimetizem 

características do tecido ósseo inato melhoram a maturação osteoblástica, aumentam 

o contato entre o osso e o implante e seu índice de sucesso. O impacto de 

características como a rugosidade, composição química e molhabilidade das 

superfícies tem sido demonstrado já no início do processo de remodelação óssea, 

bem como na osseointegração alcançada a longo prazo (Mendonça G et al., 2008; 

Gittens et al., 2014a; Ogle, 2015). 

Propriedades da superfície como a morfologia, rugosidade, espessura e tipo 

de óxido da camada e nível de impureza dependem do processo de tratamento da 

superfície do implante. A dificuldade de analisar a influência desses parâmetros 

individualmente vem da impossibilidade de alterar somente um parâmetro sem alterar 

os outros, visto que não é viável alterar o tipo ou a composição química e a estrutura 

cristalina do óxido do titânio e manter a rugosidade inalterada (Elias, Meirelles, 2010).  

Excelentes propriedades químicas e mecânicas são encontradas no TiCp 

grau IV, com apenas 1% de impurezas como o ferro e oxigênio (Ehrenfest et al., 2010). 

Os tratamentos de superfícies utilizados no presente estudo (Quadro 1) criaram 

topografias de superfícies lisa, micro e nanotexturizada, como demonstrado nas 

análises de MEV, perfilometria óptica e MFA. Além disso, na DRX foram identificados 

picos das fases cristalinas de titânio-α, rutilo e anatase da camada de TiO2 do titânio, 

indicando diferença na estrutura cristalina entre as amostras. 

A camada de TiO2 pode ser encontrada na fase amorfa do titânio ou em 

diferentes índices nas fases cristalinas anatase, rutilo e bruquita. A rutilo é a forma 

mais comum e estável, porém a estrutura e a composição do cristal podem ser 

modulados por apropriados tratamentos de superfícies (Variola et al., 2008; Ehrenfest 

et al., 2010). O TiO2 amorfo pode ser convertido a anatase ou rutilo, sob condições de 

aquecimento, tempo de exposição química em ácidos, entre outras (Variola et al., 

2008; Gaintantzopoulou et al., 2014).  

Nesse estudo, foi possível identificar a estrutura cristalina da superfície das 

amostras por DRX. Observou-se as fases α do titânio, rutilo e anatase nas amostras 
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em micro e nanoescala. Na amostra em microescala foi possível identificar também a 

fase de TiH2. A DRX nas configurações utilizadas nesse estudo, não foi capaz de 

identificar a fina camada de TiO2 presente na superfície lisa e, em quaisquer peças de 

titânio, quando em contato com o ar (Zhu X et al., 2004; Gaintantzopoulou et al., 2014). 

Por outro lado, nas superfícies micro e nanotexturizadas, um aumento na espessura 

da camada de TiO2 foi obtido após os tratamentos de superfícies, possibilitando a 

identificação das fases descritas anteriormente.  

Variola et al. (2008) utilizaram solução piranha em TiCP grau V (Ti6Al4V), 

esses autores não identificaram as fases anatase e rutilo em suas amostras por DRX, 

sugerindo que a camada de TiO2 obtida após o tratamento de superfície era composta 

principalmente de TiO2 amorfo. Os autores utilizaram o ácido mais concentrado (37N 

H2SO4) e por um tempo de exposição menor (4 horas) do que o utilizado nesse estudo. 

Esses dados mostram que a solução piranha em diferentes concentrações e em 

diferentes tempos de exposição, alteraram a estrutura cristalina da camada de TiO2, 

após diferentes tratamentos de superfícies, de acordo com a literatura (Variola et al., 

2008; Gaintantzopoulou et al., 2014).  

Embora com morfologias diferentes, as superfícies jateadas e tratadas com 

ácidos, exibem predominantemente a fase cristalina rutilo. Por outro lado, as 

superfícies anodizadas, exibem a anatase (Elias, Meirelles, 2010). Pode-se observar 

ambas as fases nas superfícies micro e nanotexturizadas, criadas por jateamento e 

condicionamento ácido e/ou solução piranha, desse estudo. 

Durante o condicionamento ácido, íons H+ são lançados e rapidamente 

absorvidos pelo material, formando o TiH2. Acima da concentração tolerada (150 

ppm), hidretos precipitam dentro do titânio causando fadiga nas propriedades 

mecânicas do material (Szmukler-Moncler et al., 2010). Com a DRX nas configurações 

utilizadas nesse estudo, não foi possível verificar a quantidade de TiH2 presente na 

amostra em microescala. Lin et al. (2014) também identificaram picos de TiH2 por DRX 

em TiCp grau IV tratados com a combinação de HCl/H2SO4. Os autores avaliaram as 

amostras sob diferentes condições de tempo e temperatura e mostraram que o TiH2 

apresentou uma relação tempo-dependente. 

A presença de TiH2 poderia interferir na adesão, proliferação e diferenciação 

osteogênica. Entretanto, o TiH2 poderia estar recoberto pela camada protetora de TiO2 

e não apresentar qualquer influência nesse processo. Existe, ainda, a possibilidade 
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de que a presença de TiH2, mesmo depois de recoberta pela camada de TiO2, 

continue absorvendo hidrogênio dos fluidos biológicos, podendo causar dor e 

inflamação (Lin et al., 2014). Mais estudos são necessários para esclarecer a 

influência do TiH2 na diferenciação osteogênica. 

Os fenômenos de atividade fotocatalítica e super-hidrofilicidade presentes na 

anatase permitem sua utilização em diversas aplicações como esterilização, auto-

limpeza, purificação de água e ar, entre outros. Essas características poderiam ser 

úteis na prevenção da adesão bacteriana na superfície de implantes (Lorenzetti et al., 

2014). A anatase foi identificada nas amostras micro e nanotexturizadas nesse estudo. 

A espessura e o dinamismo da camada de TiO2 são diretamente relacionados 

com a composição química da superfície e com a osseointegração. Implantes com 

camadas mais espessas de TiO2 apresentam maior atividade osteoindutiva na medida 

em que aumentam a formação de matriz mineralizada (Ehrenfest et al., 2010). As 

propriedades de cicatrização, osseointegração e descontaminação de superfícies 

expostas, têm sido destacadas por proporcionarem um efeito sinérgico à ampla 

variedade de tratamentos de superfície utilizados (Gaintantzopoulou et al., 2014). 

Embora o papel biológico fundamental do TiO2 na osseointegração venha 

atraindo grande interesse, há informações limitadas sobre a estrutura dessa camada. 

Parâmetros estruturais que podem ser identificados com a DRX como a orientação 

principal do cristal e sua proporção nas variadas fases cristalinas, quase nunca são 

avaliados nos implantes disponíveis comercialmente (Ehrenfest et al., 2010; Elias, 

Meirelles, 2010; Gaintantzopoulou et al., 2014). 

Estratégias de modificações químicas e físicas nas superfícies dos implantes 

são utilizadas com o objetivo de acelerar o processo de reparo e aumentar a formação 

óssea na interface, por influenciar interações biomoleculares e iônicas, e alterar a 

energia e a molhabilidade de superfície. Estas propriedades determinam de forma 

ainda não totalmente elucidada a cascata de eventos biológicos que ocorre entre a 

superfície do biomaterial e o hospedeiro. Apresentam influência direta na adsorção de 

proteínas, evento de extrema importância que precede a interação das células com a 

superfície do biomaterial (Gittens et al., 2014b; Rupp et al., 2014). Quanto maior a 

nanotexturização, maior a energia de superfície e a molhabilidade do biomaterial 

(Ehrenfest et al., 2010). 
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Estudos têm mostrado maior diferenciação osteoblástica e mineralização 

óssea em superfícies hidrofílicas quando comparadas às hidrofóbicas. A expressão 

de colágeno e osteoprotegerina, são maiores em superfícies hidrofílicas. Estudos in 

vivo mostraram maior contato osso-implante em superfícies hidrofílicas do que em 

hidrofóbicas, após 2 e 4 semanas. Além disso, a topografia e a molhabilidade da 

superfície podem apresentar um efeito sinérgico no comportamento celular (Elias, 

Meirelles, 2010; Gittens et al., 2014b). 

Resultados de AC obtidos para as amostras desse estudo demonstraram a 

hidrofilicidade das superfícies estudadas (AC < 90o). As superfícies com topografia 

lisa e em nanoescala mostraram valores médios de AC semelhantes (65o) entre si, 

enquanto que a superfície microtexturizada apresentou valor de AC de 82o. Após 

tratamentos com a utilização de ácidos, as superfícies podem apresentar configuração 

líquido repelente. Nesse caso, no interior dos poros criados pelo tratamento ácido, o 

ar pode ficar aprisionado impedindo uma adsorção normal de proteínas. Dessa forma, 

o AC obtido é maior (Rupp et al., 2004). Esse efeito pode ter ocorrido nas amostras 

em micro e em nanoescala no presente estudo, devido à grande rugosidade criada 

nas superfícies após os tratamentos.  

Lin et al. (2014) obtiveram valores de AC menores em amostras de TiCP grau 

IV tratadas com a combinação de HCl/H2SO4, em diferentes períodos, indicando uma 

relação tempo-dependente. No presente estudo, avaliou-se a molhabilidade da 

superfície das amostras em apenas um momento, impedindo uma análise tempo-

dependente. 

A molhabilidade da superfície é diretamente relacionada com a sua topografia. 

Valores médios de AC obtidos em superfícies tratadas com ácidos (de 117º a <90º) e 

dados de AC fornecidos comercialmente, apresentam grande variação. Além disso, 

pouco se sabe das características de molhabilidade intrínseca do tecido ósseo e qual 

a melhor forma de mimetizá-la (Gittens et al., 2014b). No entanto, estudos de 

caracterização de biomaterias não têm grande enfoque somente na molhabilidade. 

Por isso, a caracterização detalhada da topografia da superfície é recomendada para 

discutir efeitos de hidrofilicidade possivelmente obtidos. Segundo Rupp et al. (2004), 

depois de entrar novamente em contato com a água, as superfícies hidrofóbicas pós 

condicionamento ácido, recuperam sua hidrofilicidade. 
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A rugosidade da superfície apresenta importante papel na osseointegração, 

por promover maior contato entre o osso e os implantes (Ogle, 2015). A combinação 

de análises quantitativas e qualitativas fornece a caracterização da rugosidade 

superficial. Utilizaram-se nesse estudo, ferramentas de análise das superfícies como 

perfilometria óptica e as microscopias de força atômica (MFA) e eletrônica de 

varredura (MEV).  

A análise por perfilometria óptica fornece dados quantitativos (Ra e Aa) e 

imagens bi e tridimensionais obtidas dos perfis da área selecionada, registrados por 

uma distribuição de alturas (picos e vales) da superfície em micrometros. A principal 

vantagem dessa técnica é a análise de maiores e mais representativas áreas 

superficiais do que por outros métodos, como a MFA. Chai et al. (2012) avaliaram a 4 

tipos de topografia de superfície de titânio (polidas, usinadas, jateadas e anodizadas). 

Os autores verificaram que a maior variação de Rt foi encontrada na superfície jateada 

com 70 µm de alumina, com valor de 18,09 µm. Uma marca comercial alemã que 

utiliza partículas de alumina, numa variação de 25 a 50 μm, para jateamento e 

posterior condicionamento com HCl/H2SO4, encontrou valor de Rt de 10,53 μm (Elias, 

Meirelles, 2010). Obteve-se, para a superfície nanotexturizada nesse estudo, valor 

superior de Rt (30,7 µm), o que poderia favorecer o potencial osteogênico. 

Superfícies com valores de Ra acima de 2 µm são consideradas rugosas 

(Albrektsson, Wennerberg, 2004). Rosa MB et al. (2013) avaliaram a topografia de 

superfícies dos implantes comercialmente disponíveis mais utilizados no Brasil. Os 

autores encontraram valores de rugosidade moderada (entre 1 e 2 µm) para os 

implantes avaliados. Os melhores valores de Ra obtidos para o grupo de implantes 

jateados seguidos de condicionamento ácido foi de 1,53 µm; para os implantes 

tratados apenas por condicionamento ácido foi de 1,01 µm e para os anodizados foi 

de 1,26 µm. Observou-se, no presente estudo, valores de Ra de 2,29 µm para a 

superfície microtexturizada e 2,75 µm para a nanotexturizada, demonstrando a alta 

rugosidade das superfícies.  

Análises sob MFA fornecem informações em resolução próxima à atômica, 

oferecem medidas de Ra e permitem análises em meio líquido. É possível a obtenção 

de imagens em aumentos maiores do que os obtidos por microscópios eletrônicos e 

com a vantagem de se obter a mesma resolução em três dimensões. Comparada ao 

MEV sua principal vantagem é não requerer preparos específicos previamente às 
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análises. Sob superfícies microrugosas, a análise por MFA pode prejudicar a 

confiabilidade do resultado, devido a interferência no movimento vertical piezoelétrico 

da ponta contra a superfície (Liu, Webster, 2007; Ehrenfest et al., 2010).  

Mendonça G et al. (2010) encontraram diferença estatística nos valores de Ra 

obtidos por MFA na superfície jateada com 100 µm de alumina e na superfície 

nanotexturizada, comparadas com a lisa. Assim como no presente estudo, os autores 

identificaram nanoestruturas sob MFA, na superfície nanotexturizada criada pela 

solução piranha, nas mesmas concentrações, porém, por um período de tempo menor 

(2 horas). 

A MEV é o padrão ouro para caracterização morfológica em microescala. Para 

análise e caracterização de nanotopografias e nanoestruturas, a MEV com emissão 

de campo é utilizada (Ehrenfest et al., 2010). Andrade et al. (2015) observaram poros 

interconectos em TiCP e em Ti35Nb, obtidos pela técnica da metalurgia do pó, 

variando de 138 a 150 μm. Observou-se nas amostras micro e nanotexturizadas poros 

de tamanhos variados, nesse estudo. Na superfície em microescala, obteve-se 

tamanho de poros variando de 62 a 137 μm, em área aleatória. Consideráveis 

diferenças nas nanocaracterísticas obtidas por solução piranha utilizando 2N de 

H2SO4 ao invés de 37N foram vistas em estudos anteriores por Mendonça G et al. 

(2010). 

É difícil determinar o tamanho e a configuração ideal das nanoestruturas para 

as superfícies de implantes dentários, mas estudos indicam que a presença de 

nanoestruturas por si só pode melhorar a formação óssea. Acredita-se que isso se 

deva ao fato das nanoestruturas mimetizarem o colágeno do tipo I e os cristais de 

hidroxiapatita, principais constituintes da matriz extracelular óssea (Elias, Meirelles, 

2010). Especificamente, partículas de alumina com tamanhos entre entre 49 e 67 nm 

e partículas de titânia entre 32 e 56 nm promovem maior adesão osteoblástica 

comparadas com seus respectivos materiais em microescala. Observou-se aumento 

de três vezes na taxa de adesão osteoblástica da alumina convencional com relação 

à nanoparticulada (Liu, Webster, 2007). 

Os nanomateriais exercem claramente grande influência no início da resposta 

celular, porém, ainda requerem muitos testes antes de seu completo potencial ser 

elucidado. Ferramentas e técnicas de análises para a caracterização dos benefícios 

desses materiais foram discutidos. Sugere-se que a criação de ferramentas de alta 
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resolução, que requerem fácil preparo de amostras para análises e monitoramento 

das interações biológicas com os nanomaterias, possam agregar grande valor ao 

conhecimento e avanço nessa área (Liu, Webster, 2007). Entender os mecanismos 

que fazem com que as células se adaptem sob variados tipos de topografias, é 

fundamental para o desenvolvimento de superfícies de biomateriais osteoindutivas 

que promovam resposta biológica desejável (Jemat et al., 2015). 

A diferenciação osteoblástica é fortemente influenciada pela microtopografia, 

mas pode também ser melhorada sinergicamente e indistintamente por características 

como a nanotopografia e a hidrofilicidade (Gittens et al., 2014a; Gittens et al., 2014b). 

Células cultivadas em superfícies rugosas de titânio possuem alto potencial de 

diferenciação osteoblástica, expresso por marcadores como ALP, osteocalcina, 

TGFβ-1, colágeno e prostaglandinas (Elias, Meirelles, 2010).  

Protocolos de diferenciação osteogênica que usam dexametasona, ácido 

ascórbico e β-glicerofosfato são frequentemente utilizados em estudos com CTM. A 

combinação desses indutores de diferenciação osteogênica regula mecanismos que 

induzem a mineralização. A dexametasona está relacionada à regulação da 

expressão de Runx2, mas achados conflitantes com relação ao seu papel têm sido 

encontrados. O ácido ascórbico facilita a diferenciação osteogênica por aumentar a 

secreção de colágeno tipo I dentro da matriz extracelular. O β-glicerofosfato serve 

como fonte orgânica de fosfato para a mineralização, além de induzir a expressão de 

genes osteogênicos (Langenbach, Handschel, 2013). 

A ALP marca a diferenciação da linhagem osteoblástica no início da 

osteogênese. Está envolvida na secreção de fosfato, essencial para o processo de 

mineralização (Millán, 2013). Prado et al. (2015) avaliaram CTM, sob meio 

osteogênico convencional, sobre amostras porosas de TiCP grau II com e sem 

tratamento biomimético. O grupo de amostras porosas apresentou as menores taxas 

de atividade de ALP. Resultados similares em CTM sobre discos de TiCP poroso 

foram obtidos por Rosa AL et al. (2009). De acordo com estes autores, pode haver um 

atraso na diferenciação osteoblástica em superfícies porosas, confeccionadas pela 

técnica da metalurgia de pó, que produz poros sem causar modificações químicas nas 

superfícies. A maior atividade de ALP encontrada para as superfícies micro e 

nanotexturizadas deste estudo, pode ser atribuída à combinação de modificações 

topográficas e químico-estruturais.  
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Li et al. (2016) avaliaram a atividade de ALP em MC3T3E1 subclone 4 sob 

meio regular, em superfícies de TiCP grau IV, jateadas com alumina seguidas da 

imersão em HCl/H2SO4, em superfícies tratadas com laser e em superfícies tratadas 

com laser + HCl/H2SO4. As superfícies tratadas com ácidos, independente de 

jateamento ou laser, apresentaram maior atividade de ALP nos períodos avaliados. 

Indicando também um possível efeito sinérgico de modificações topográficas e 

químico-estruturais resultantes do condicionamento ácido na atividade de ALP. 

Houve maior atividade de ALP em CTMh nas superfícies estudadas, sob os 

meios de cultivo regular e osteogênico 2, aos 7 dias. Após 14 dias, observou-se maior 

atividade de ALP para a superfície em nanoescala sob o meio osteogênico 2 e para a 

superfície em microescala em o meio regular. Ambos com diferença estatística 

quando comparados às superfícies lisas. O meio de cultivo osteogênico 2 parece, 

portanto, ter favorecido a atividade de ALP nas células sobre a superfície 

nanotexturizada em CTMh. 

Maior atividade de ALP foi observada em células MC3T3E1 subclone 42 nas 

superfícies estudadas sob os meios de cultivo regular e osteogênico 2, após 7 dias. 

Aos 14 dias, observou-se maior atividade de ALP para a superfície em microescala 

(p<0,05) sob meio osteogênico 2, quando comparada à superfície lisa. Em meio 

regular, as células sobre as superfícies apresentaram maior atividade de ALP para as 

superfícies em micro e em nanoescala, sem diferença estatística quando comparadas 

à superfície lisa. O meio de cultivo osteogênico 2 parece, portanto, ter favorecido a 

atividade de ALP nas células sobre a superfície microtexturizada. 

CTM diferenciadas em osteoblastos podem ser evidenciadas pelo método de 

coloração de UFC-Ob, por meio da atividade de ALP. Nesse estudo obteve-se maior 

quantidade de UFC-Ob em CTMc sobre a superfície microtexturizada. No ensaio de 

ALP foi observada maior atividade de ALP em CTMh sobre a superfície 

microtexturizada, em meio regular, aos 14 dias. Em células MC3T3E1 sob as mesmas 

condições, também se observou sobre as superfícies micro e nanotexturizadas, maior 

atividade de ALP comparadas à superfície lisa (p>0,05). O meio regular utilizado para 

cultivo das CTMc no ensaio de UFC-Ob e para o ensaio de atividade de ALP em CTMh 

e MC3T3E1 subclone 42, apresentou efeito semelhante sobre as células cultivadas 

sobre a superfície microtexturizada com relação a ALP. Bang et al. (2014) também 
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observaram maior atividade de ALP em superfícies microtexturizadas após 

condicionamento ácido, comparadas com superfícies lisas. 

Desde 1990, estudos têm se focado nas modificações em nanoescala, por 

alcançarem um ambiente semelhante ao natural, devido às alterações químicas e 

nanoestruturais que permitem uma relação biomimética entre o substrato e os tecidos 

(Mendonça G, 2008, 2010). Além disso, a possibilidade de investigar essa interação 

em nanoescala permitiria melhor entendimento do mecanismo de falha e sucesso dos 

implantes. A superfície nanotexturizada criada nesse estudo, é o resultado de 

características nanotopográficas obtidas sobre uma superfície microtexturizada. 

Essas modificações topográficas e químico-estruturais são responsáveis por 

sinalizações que levam a alterações nas funções celulares, como no processo de 

mineralização (Elias, Meirelles, 2010). 

O processo de mineralização ocorre em uma matriz extracelular rica em 

colágeno (Addison et al., 2007), grande quantidade de matriz mineralizada é 

depositada em topografias porosas (Rosa AL et al., 2009). Observaram-se melhores 

resultados de deposição de cálcio nas células sobre a superfície nanotexturizada, sob 

todas as condições avaliadas neste estudo. Os meios de cultivo utilizados não 

influenciaram os resultados obtidos em CTMh e em pré-osteoblastos, indicando que 

características isoladas da superfície nanotexturizada apresentaram papel importante 

nos resultados obtidos.  

No estudo de Andrade et al. (2015), foi possível verificar que a formação de 

matriz mineralizada foi associada à topografia porosa, juntamente com a modificação 

da composição química do titânio. Esses resultados também foram confirmados nos  

estudos de Buser et al. (2004), Zhao et al. (2005), Mendonça DB et al. (2011), nos 

quais os autores observaram maior mineralização em superfícies de TiCP submetidas 

a tratamentos ácidos, comparadas com superfícies sem tratamentos ácidos. Zhu W et 

al. (2015) observaram maiores índices de deposição de cálcio em CTM sobre as 

superfícies de TiCP com nanorecobrimento de plasma. As superfícies sem 

recobrimento apresentaram os menores níveis de mineralização. 

Em células MC3T3E1 subclone 42, os meios de cultivo celular não interferiram 

nos resultados obtidos para deposição de cálcio. As superfícies em micro e 

nanoescala apresentaram maior deposição de cálcio (p<0,05) quando comparadas às 

lisas, sob ambos os meios de cultivo regular e osteogênico 2, aos 28 dias. 
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Colágeno 5a3 (col5a3) é um gene que codifica uma cadeia de um dos 

colágenos fibrilares de baixa abundância, é encontrado em tecidos que contenham 

colágeno do tipo I, regulam as fibras de ambos os tipos I e V (Wu et al., 2010). 

Observou-se maior expressão de colágeno em MC3T3E1 subclone 14, sob meio 

regular na superfície nanotexturizada. Os suplementos utilizados no meio osteogênico 

2 parecem ter favorecido a expressão do colágeno na superfície micro, que 

apresentou maior expressão do que a nanotexturizada. Também foi encontrada maior 

produção de colágeno na matriz extracelular de acordo com a rugosidade da 

superfície de implantes no estudo de Mendonça DB et al. (2011), quando comparados 

com discos de titânio de superfície lisa. 

Avaliar efeitos da diferenciação de CTM em nanotopografias é um desafio, 

pois a maioria dos estudos não analisa separadamente esses efeitos na ausência de 

suplementos osteogênicos, dificultando o entendimento do real potencial osteogênico 

do biomaterial nesse processo. O papel da nanotopografia na diferenciação 

osteogênica em CTM ainda vem sendo estudado (Dobbenga et al., 2016).  

Estudos têm mostrado que mesmo na ausência de suplementos osteogênicos 

(Dalby et al., 2008; Dobbenga et al., 2016), CTM podem sofrer influência da 

nanotopografia de superfície e se diferenciar em osteoblastos. Sugere-se que 

populações de CTM sejam sensíveis às nanotopografias (Guo J et al., 2007; 

Mendonça G et al., 2010). Adicionalmente, o padrão de expressão de alguns genes 

osteogênicos tem sido diferente em superfícies micro e nanotexturizadas (Mendonça 

G et al., 2008; Vetrone et al., 2009). 

Os fatores de transcrição Runx2, Sp7, Satb2 e Prrx1 são importantes para 

diferenciação osteoblástica. O Satb2 também apresenta importante papel no 

desenvolvimento crânio-facial (Yan et al., 2011), o Prrx1 é um importante fator de 

transcrição na condrogênese e no desenvolvimento ósseo (Berge et al., 2001; 

Peterson et al., 2005; Hopwood et al., 2009). 

Os fatores de transcrição Runx2, Satb2 e Sp7 apresentaram-se mais 

expressos nas células cultivadas em meio regular do que em meio osteogênico 2, na 

superfície nanotexturizada, comparada ao grupo controle.  Portanto, houve uma 

influência negativa na expressão desses genes em meio osteogênico 2. 

As células apresentaram maior expressão do fator de transcrição Prrx1 sobre 

a superfície lisa, seguida da microtexturizada e da nanotexturizada, em meio 
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osteogênico 2. O inverso ocorreu com a expressão desse gene quando cultivadas em 

meio regular (maior expressão em superfícies rugosas comparadas à lisa). Nesse 

caso, o meio de cultivo osteogênico 2 influenciou negativamente a expressão do Prrx1 

nas células sobre as superfícies micro e nanotexturizadas. 

A expressão de Alp foi maior na superfície nanotexturizada em meio 

osteogênico 2 (p<0,05) do que em meio regular, comparada ao controle. A expressão 

da Bmp2 se apresentou semelhante nas células sobre a superfície nanotexturizada, 

nos dois tipos de meio de cultivo. Sobre a superfície microtexturizada, a expressão de 

Alp e de Bmp2 apresentou-se semelhante nas células cultivadas com os dois tipos de 

meio utilizados. 

A sialoproteína óssea (Ibsp) apresentou-se muito mais expressa nas células 

sobre a superfície nanotexturizada, em meio osteogênico 2 e em meio regular, 

comparadas ao grupo controle (p<0,05). Em ambos os meios de cultivo a Ibsp também 

foi mais expressa nas células sobre os discos microtexturizados, comparados ao 

controle. Em meio regular, observou-se, inclusive diferença estatística para esta 

superfície com relação ao controle. 

Embora não tenha sido encontrada significante correlação entre a expressão 

de fatores de crescimento e Runx2, uma correlação positiva e fortemente associada 

à expressão de Runx2 e de Alp e Ibsp foi encontrada em superfícies anodizadas e 

tratadas com ácido, comparadas à superfície usinada no estudo de Oliveira et al. 

(2013). Observou-se essa mesma correlação nas células sobre a superfície 

nanotexturizada, em meio regular e osteogênico 2, em relação ao grupo controle. 

Ainda, maior expressão dos genes Alp e Ibsp foi observada na superfície 

microtexturizada, sob os dois meios de cultivo celular avaliados nesse estudo.  

Guo J et al. (2007) encontrou maior expressão de genes como Runx2, Sp7, 

Alp e Ibsp em células MC3T3E1 sobre a superfície em nanoescala (TiO2/HF) 

comparadas com a expressão gênica em células aderidas na superfície em 

microescala (TiO2). O meio de cultivo osteogênico utilizado por esses autores também 

não incluiu a dexametasona. O mesmo padrão de expressão desses genes, sob os 

dois meios de cultivo celular, foi observado no presente estudo, com exceção do Sp7 

em meio osteogênico 2. 

Mendonça G et al. (2009) avaliaram a expressão de genes osteogênicos em 

superfícies de titânio lisa, microtexturizada (HCl) e nanotexturizada 
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(nanorecobrimento com alumina, com rutilo, com anatase e com zircônia). Os autores 

observaram maior expressão de Sp7 e Ibsp nas superfícies nanotexturizadas em 

relação às microtexturizadas. A superfície com nanorecobrimento de alumina 

apresentou os melhores níveis de expressão osteogênica no estudo. Os autores 

incluíram a dexametasona no meio de cultivo osteogênico utilizado. Foi observada 

maior expressão nas células dos mesmos genes, em meio regular, na superfície 

nanotexturizada no presente estudo. 

De forma geral, as células sobre a superfície micro e nanotexturizadas, 

apresentaram melhor expressão dos genes avaliados, em meio regular. Diferenças 

estatísticas foram encontradas somente para a Alp e para a Ibsp nas células cultivadas 

em meio osteogênico 2, sobre a superfície nanotexturizada com relação ao controle. 

Observou-se diferença estatística na expressão de Ibsp em células cultivadas em 

meio regular, sobre as superfícies micro e nanotexturizadas, comparadas ao controle. 

Padrões atuais de caracterização de implantes dentários apresentam técnicas 

e avaliações limitadas das propriedades das superfícies, muitas vezes não 

representando o que realmente ocorre após modificações (Elias, Meirelles, 2010). Isso 

pode ser visto em resultados com diferenças significantes de valores de rugosidade 

entre implantes com o mesmo tipo de tratamento (Rosa MB et al., 2013). A 

modificação química por exemplo, provavelmente resulta na adição de novas 

estruturas e, ao mesmo tempo, na alteração da molhabilidade da superfície do 

material, propriedades conhecidas por influenciar as interações entre as células e o 

substrato (Elias, Meirelles, 2010). 

Para possibilitar melhor interpretação e comparação de resultados biológicos 

obtidos das inúmeras topografias e modificações químicas e físicas existentes, se faz 

necessário um sistema de classificação com terminologia consensual baseada na 

padronização dos parâmetros utilizados na obtenção das superfícies de implantes 

(Ehrenfest et al., 2010; Elias, Meirelles, 2010). É importante que mesmo os 

tratamentos que já vêm sendo utilizados, sejam validados pelas empresas que os 

fornecem (Rosa MB et al., 2013). 

Os dados das superfícies devem permitir ao clínico informações relacionadas 

ao processo de fabricação para melhor seleção dos implantes. Um protocolo 

específico de análise da superfície, poderia ser estabelecido fornecendo diretrizes 

para futura fabricação de implantes (Ogle, 2015). 
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6 CONCLUSÃO 
 

 

Nas condições experimentais deste estudo, foi possível concluir que: 

 

- A diferenciação osteogênica é influenciada tanto pelos efeitos sinérgicos dos 

tratamentos empregados para a criação de superfícies micro e nanotexturizadas, 

quanto pelo tipo celular e pelos meios de cultivo utilizados nos testes biológicos; 

- A superfície nanotexturizada apresenta maior potencial de induzir 

mineralização e expressão gênica in vitro, comparada às superfícies lisa e 

microtexturizada, independente do tipo celular e/ou meio de cultivo utilizados;  

- As CTMh cultivadas em meio osteogênico 2 apresentam maior potencial 

osteogênico, expresso pela atividade de ALP, sobre superfície nanotexturizada do que 

a lisa ou microtexturizada. 
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