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RESUMO 

 
Superfícies de titânio apresentam importantes propriedades físico-químicas e 

morfológicas com aplicações em muitos dispositivos que requerem interação com o 

tecido ósseo. O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro utilizando-se cultura 

de células estaminais a interação da superfície de titânio irradiado com laser em 

menor fluência (L1); laser com maior fluência (L2) e superfície L2 com recobrimento 

de apatitas, (HA). A irradiação laser Yb:YAG em diferentes parâmetros ocasionou a 

formação de óxidos de titânio nas superfícies irradiadas, que podem influenciar 

diretamente a integração biológica. As superfícies obtidas foram caracterizadas por 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e Difração de raios X (DRX) e a camada 

de hidroxiapatita foi avaliada por espectroscopia no infra vermelho transformada de 

Fourier (FTIR) e medidas de ângulo de contato. As avaliações in vitro foram 

realizadas utilizando as superfícies L1, L2 e HA diretamente em contato com células 

humanas indiferenciadas. Os parâmetros biológicos avaliados foram: adesão, 

proliferação, e metabolismo celular. Foi determinada a concentração de fosfatase 

alcalina (ALP) e conteúdo total de proteína, produção de osteocalcina e 

diferenciação osteogênica pela associação das análises. A morfologia celular foi 

avaliada por MEV, e a micro análise por espectroscopia por energia dispersiva de 

raios X (EDS) e microscopia de fluorescência. Os resultados indicaram que todos os 

grupos experimentais apresentaram menor adesão e proliferação celulares nos 

estágios iniciais em relação ao grupo controle, com aumento da proliferação após 14 

dias. Também aos 14 dias houve aumento na taxa de metabolismo celular em todos 

os grupos experimentais. Os níveis de ALP/Proteína associados aos dados sobre 

metabolismo celular indicaram sinais bioatividade do grupo HA aos 21 dias. 

Conclusão: A irradiação por feixe de laser é um processo rápido, limpo e reprodutível 

para obtenção de micro e nano estruturas. A superfície L1 obteve o melhor 

desempenho considerando-se os níveis de osteocalcina e as avaliações MEV-EDS  

 

 

Palavras chave: Titânio, Laser, cultura de células.  



ABSTRACT 

 
Titanium surfaces have important physical-chemistry and morphological 

properties with many applications on biomedical devices whose have bone tissue 

interaction. The laser beam irradiation on titanium surfaces presented in this study 

was evaluated by the osseointegration of human mesenchymal stem cells. In this 

study was performed laser irradiation (Low fluency L1; high fluency L2; high fluency 

associated apatite treatment HA; and the control group machined surface). The laser 

irradiated structures were initially characterized by Scanning Electronic Microscopy 

(SEM) and x ray diffraction (DRX) the HA group was subjected apatites treatment 

following the characterization by DRX, contact angle measurements and Infra red 

spectroscopy. The biological evaluations were performed by primary culture and 

differentiation of human stem cell. The parameters of in vitro evaluations were: Cell 

adhesion and proliferation by DNA quantification, cell metabolism, and cell 

morphology by SEM and fluorescence microscopy. The osteogenic differentiation 

was determined by ALP/Osteocalcin levels associated with SEM-EDS comparison. 

Results: All the experimental groups show less cell adhesion and proliferation at the 

initial stage of experiments than control group between 1 - 7 days. After 7 days the 

proliferation and cell metabolism increase on all experimental groups. The SEM 

micrographies associated with ALP/osteocalcin levels showed significant osteogenic 

differentiation on L1 group with significance differences of ALP/protein levels at day 7 

(P<0.05), in addition, the HA group shows high levels ALP/Protein at 21 days. 

Conclusion: The laser beam irradiation process presented is clean, rapid and easy 

way to obtain a layer of oxides with micro and nanostructures. The best performance 

was found for L1 group with significant levels of osteocalcin and associated with 

morphological comparison, all experimental groups showed high cell proliferation 

than control group at the final periods of evaluation. 

 

Key words: Titanium, Laser, Cell culture. 
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1. Introdução e revisão da literatura 

 

O titânio é um biomaterial metálico utilizado em diversas aplicações bio 

funcionais em especial, na reparação óssea em vários tipos de dispositivos 

biocompatíveis. A resposta biológica favorável na presença de óxido de titânio 

envolve importantes propriedades de superfície tais como: composição química, 

molhabilidade, energia e morfologia de superfície (CURRAN, 2005; LI, 2007; RUPP, 

2004; TRAINI, 2008; ZHAO, 2007; ZHAO, 2005). A fina camada de óxido de titânio 

apresenta proteção à estrutura cristalina subjacente contra os efeitos corrosivos do 

ambiente biológico. O óxido de titânio apresenta boas propriedades mecânicas e 

químicas seu óxido é virtualmente inerte no organismo (SETO, 2001). 

Muitas técnicas têm sido empregadas para melhorar a superfície do titânio 

que são modificadas para aumentar a área de contato com o tecido ósseo, 

possibilitando a longo prazo um maior índice de sucesso, entretanto representam 

uma etapa a mais no processamento industrial, podendo apresentar em sua 

superfície, elementos contaminantes que vão interagir diretamente com o organismo 

(ALBREKTSSON, 2004; KARAGEORGIOU, 2005; LI 2004; LI, 1995; PETO, 2002; 

SCHLIEPHAKE, 2008; ZINGER, 2004). 

As superfícies rugosas parecem melhorar a organização da rede de fibrina, o 

que influencia positivamente as reações ocorridas na interface titânio/célula 

(ROMPEN, 2006).  

Em avaliação in vivo na tíbia de coelhos, observou-se que a resistência 

biomecânica de implantes com superfície tratada por laser.foi significantemente 

maior no grupo tratado em relação ao grupo controle. Após 12 semanas constatou-

se por análise histomorfométrica, haver maior quantidade de tecido ósseo formado 

nas roscas do implante irradiado quando comparado aos implantes não irradiados 

(CHO, 2003). 

As aplicações clínicas em odontologia e medicina que requerem o 

estabelecimento da interface rígida e calcificada apresentam um consenso quanto à 

necessidade clínica da ocorrência da osseointegração, constituída basicamente pela 

completa união entre a superfície do biomaterial e o tecido ósseo sem a formação de 

tecido fibroso, e é alvo de muitas pesquisas (BRÅNEMARK, 1983; ANSELME, 2000; 

BRÅNEMARK, 2001; ALBREKTSSON, 2004; MÜLLER, 2006; CHAI, 2007; 

OLIVEIRA, 2008; GRAF, 2008; HACKING, 2008). 



A morfologia da superfície pode influenciar e melhorar a resposta celular pelo 

controle das interações físicas e químicas no contato focal célula/superfície, a 

rugosidade da superfície influencia a adesão e o espalhamento celular, esses 

fatores podem influenciar as pesquisas o que melhoram o desempenho biológico por 

meio da fixação nano mecânica, (MÜLLER, 2006) o que requer o aperfeiçoando  do 

desenho estrutural e micro estrutural dos dispositivos biomédicos (CHEN, 2007; 

GUO, 2006; JANMEY, 2007; JAZEDJE, 2009; MASTROGIACOMO, 2005; 

PROTIVINSKY, 2007). 

O sucesso dos sistemas implantáveis no tecido ósseo depende da formação 

de uma interface mecanicamente estável entre o biomaterial e o hospedeiro, muitos 

processos bioquímicos ocorrem durante as fases iniciais de adesão (PULEO, 1999).  

Aos biomateriais são exigidos o melhor desempenho, buscando amenizar os 

distúrbios causados na homeostase no tecido ósseo, portanto os implantes devem 

de alta qualidade por que durante a formação óssea a liberação de produtos 

indesejáveis nos tecidos deve ser minimizada, de outra maneira ocorreria a 

formação de “debris” no local, podendo influenciar na interação biomecânica dos 

implantes (WILLIAMS, 2008). 

A utilização do feixe de laser como ferramenta modificadora de superfícies de 

implantes está baseada na criação de uma população de elétrons estimulados, a 

saírem do seu estado natural para um estado de maior energia, que ao retornarem 

ao seu estado original, emitem fótons com uma energia correspondente a energia de 

transição do elétron. Este processo em cadeia gera uma avalanche de emissões 

estimuladas formando um feixe de fótons o qual pode ser transportado através de 

um espelho semitransparente como uma luz altamente monocromática e direcional, 

permitindo assim se obter um foco extremamente preciso o que incide com uma 

determinada energia elevando a temperatura do titânio até uma fase de plasma, e 

gera a modificação físico química da superfície (BRAGA, 2007). 

As modificações de superfície do titânio por feixe de laser avaliadas no 

presente estudo apresentam características físico-químicas avaliadas previamente in 

vivo. Como o processo de obtenção de superfícies nano estruturadas a laser é 

controlado e não apresenta elementos contaminantes em sua estrutura, 

supostamente parece ser um método apropriado para aplicação clínica (TAVARES, 

2009; FAEDA, 2009; TAVARES, 2005). 



Para avaliar o efeito dos biomateriais no organismo são utilizados métodos de 

estudos in vitro previamente à aplicação clínica. As avaliações experimentais 

empregando-se culturas primárias apresentam vantagens em relação ao método in 

vivo, tais como: reprodutibilidade, rapidez de resultados, alta sensibilidade, sem 

utilizar de animais para a pesquisa. Sistemas in vitro possibilitam a obtenção de 

resultados rápidos e confiáveis devido à impossibilidade técnica de interferências na 

realização dos ensaios (BELOTI, 2008; DE OLIVEIRA, 2008; KAPLAN, 2005; 

KHADRA, 2005; LI, 2004; ROMPEN, 2006; ROSA, 2003a; b; RUPP, 2004; 

TALLHEDEN, 2005; WENNERBERG, 2004; XAVIER, 2003). O controle e a 

reprodutibilidade dos estudos in vivo apresentam maior número de variáveis que 

podem influenciar os resultados das pesquisas. 

Vários métodos de estudo foram padronizados em culturas celulares, para 

avaliação da biocompatibilidade, citotoxicidade, proliferação e viabilidade celular 

(ISO 10993). Previamente à aplicação in vivo, os biomateriais podem ser avaliados 

levando-se em consideração as reações bioquímicas que participam do processo 

inicial de adesão celular. Por ser um método sensível e possível obter respostas 

confiáveis e reprodutíveis observando-se os eventos biológicos que ocorrem na 

interface célula/substrato (BELOTI, 2005; BELOTI, 2008; BOYAN, 1996; ROSA, 

2003a; b; SCHWARTZ, 2003). Tem sido gradativamente maior a utilização de 

modelos de cultura de células obtidas da medula óssea para o estudo das 

interações osso/biomaterial e a regulação da osteogênese por diversos agonistas 

( OLIVEIRA, 2008; ROSA, 2003b). 

Os estudos de proliferação e diferenciação celulares sobre biomateriais 

contribuem para o desenvolvimento de novos dispositivos biomédicos. Os 

biomateriais que apresentam boa interação no processo de reparo ósseo e para a 

substituição de partes perdidas obtiveram um desenvolvimento rápido, tornando as 

reconstruções maxilo faciais, a colocação de próteses em fêmures, procedimentos 

cirúrgicos de rotina (BRUNSKI, 2000). 

As avaliações biológicas iniciais dos biomateriais pelo método in vitro podem 

apresentar uma rápida resposta. Em ambiente desfavorável, as células facilmente 

sofrem lise, o que sugere um biomaterial não ser adequado do ponto de vista 

celular. Diversos elementos liberados pelos biomateriais ao longo do tempo também 

podem induzir uma má resposta celular. Para se induzir a diferenciação em tecido 

ósseo é necessário que toda a cadeia de reações bioquímicas ocorra na faixa de 



tolerância vital da cultura em questão. O custo experimental é reduzido e existe um 

bom controle de variáveis no sistema in vitro.em comparação ao método in vivo. 

(HACKING, 2008). 

 O método de avaliação in vitro utilizando-se culturas de células 

mesenquimais indiferenciadas em biomateriais metálicos, foi utilizado por serem 

essas, as próprias células com as quais os implantes vão interagir quando utilizados 

in vivo (COOPER, 2000). Culturas de células humanas têm sido utilizadas em 

avaliações de biocompatibilidade proliferação e diferenciação celular em vários 

biomateriais, pode ser observado que atividade das células estaminais sofre 

influência de fatores físicos durante os processos de regeneração e diferenciação 

(BALL, 2001; BOSKEY, 2008; EVEN-RAM, 2006; KHADRA, 2005). 

As células que apresentam fenótipo osteoblástico formam em fases 

avançadas de mineralização, hidroxiapatita biológica, que está presente no tecido 

ósseo vivo e esta se diferencia da HA obtida por métodos sintéticos, por ser de 

menor cristalinidade, e apresentar substituições iônicas em sua estrutura. Considera-

se que estas características desempenham um papel importante em seu 

comportamento biológico. Superfícies com hidroxiapatita têm forte influência na 

bioatividade e biocompatibilidade de culturas celulares e a combinação de 

cristanilidade com fases específicas de Cálcio e Fósforo afetam fortemente a 

bioatividade in vitro (CHOU, 2005; JALOTA, 2007; SARGEANT, 2008; YONGGANG, 

2007; ZHENG, 2008). 

A deposição de matriz mineralizada é considerada o evento final no processo 

de diferenciação osteoblástica sendo essencial para que ocorra a osseointegração e 

a fixação nano mecânica à superfície do titânio. (SCHLIEPHAKE, 2008), 

 A fase de adesão celular ocorre em curto período e envolve eventos físico-

químicos, forças iônicas e forças de Van de Walls que atuam entre o citoplasma e a 

superfície do biomaterial. A adesão celular ao longo do tempo envolve a interação 

de várias moléculas biológicas além de proteínas da matriz extracelular, proteínas da 

membrana celular e cito esqueleto, que interagem juntas para induzir o sinal de 

transdução, promovendo à ação dos fatores de transcrição e consequentemente 

regular a expressão gênica (ANSELME, 2000). 

 A energia de superfície pode influenciar a adsorção e o arranjo estrutural das 

proteínas na superfície (BOYAN, 1996; GARCIA, 1999). As respostas de 

osteoblastos a superfícies quimicamente controladas indicam que superfícies 



hidrofílicas favorecem a adesão e consequentemente a síntese de matriz 

extracelular podendo influenciar o potencial osteogênico quando comparados a 

superfícies hidrofóbicas (KENNEDY, 2006; VALARMATHI, 2008; ZHAO, 2005). 

A interação laser/titânio/células proposta no presente trabalho teve como 

objetivo inicial o desenvolvimento para potencial aplicação clínica na área de 

implantes osseointegráveis, próteses ortopédicas, materiais de fixação óssea e 

dispositivos para utilização em neurocirurgia. Entretanto outras aplicações 

experimentais podem revelar uma boa interação, especialmente com sistemas de 

liberação controlada de fármacos, engenharia genética e tecidual, necessitando de 

mais estudos para comprovar sua eficiência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2.Objetivo Geral 

 

 

 

O objetivo do presente trabalho foi avaliação in vitro de quatro tipos de 

superfícies de titânio com e sem recobrimento de apatitas, empregando-se cultura 

de células estaminais humanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO I  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. Objetivo específico 

 

O objetivo do presente capítulo foi apresentar preparação e caracterização de 

superfícies de Ti cp irradiadas por feixe de laser em diferentes condições 

experimentais com e sem recobrimento de apatitas  

 

4. Materiais e Métodos  

 

Amostras de titânio comercialmente puro ASTM F-67 foram usinadas com 

dimensões de 13,7 mm de diâmetro 2 mm de espessura. As amostras polidas com 

lixa 600 mesh em seguida foram limpas em acetona em banho de ultrassom por 10 

min em seguida foram lavadas em água destilada (2x) seguido de secagem a 37ºC 

por 24 h. Para a irradiação as amostras foram posicionadas de maneira que o centro 

da área de irradiação apresentasse a menor inclinação do feixe.  

A energia do feixe de laser transferida para a superfície do titânio durante o 

processo apresenta intensidade e fluência controláveis. Cada condição paramétrica 

estabelecida produz uma superfície química e morfologicamente diferente. A 

interação feixe de laser-titânio conduz a efeitos térmicos durante a sequência de 

pulsos, e a superfície pode se fundir e até vaporizar criando um estado de plasma, o 

que define o fenômeno denominado de ablação o que caracteriza pela ocorrência de 

transporte de energia e massa de local para local na superfície irradiada. 

(HALLGREN, 2003; SETO, 2001; ULLMANN, 2002) O resultado do processo 

provoca a difusão de átomos para o titânio próximo à área irradiada, especialmente: 

oxigênio e nitrogênio presentes na atmosfera ambiente. Os processos de fusão e 

solidificação rápidas levam a um estado de não-equilíbrio com as reações químicas 

ocorrendo fora do equilíbrio termodinâmico, as quais dependem da temperatura e de 

outros fatores como comprimento de onda, intensidade, polarização, tempo de 

irradiação e atmosfera. (BRAGA, 2007) 

 

 

 

 

 

 



4.1. Irradiação das amostras 

 

Os procedimentos de irradiação laser foram realizados no equipamento laser 

pulsado Yb:YAG 20W do Departamento de Físico Química do Instituto de Química 

de Araraquara UNESP. Todas as amostras foram irradiadas com a mesma distância 

focal e pelo mesmo operador em atmosfera ambiente. Os parâmetros variáveis para 

a realização do presente estudo foram: frequência e a potência nominal.  

Variáveis como: tempo, velocidade de varredura, distância entre varreduras e 

atmosfera, influenciam o controle de fases e morfologia geradas na superfície 

irradiada pelo feixe, que representam o efeito térmico gerado pela a energia 

acumulada sobre área irradiada. 

 

Figura 1. Irradiação da amostra. 

 

4.2. Seleção das superfícies irradiadas com feixe de laser 

 

Foram selecionadas 8 superfícies por microscopia eletrônica de varredura 

entre 81 condições irradiadas experimentalmente. Os critérios de exclusão 

envolveram a observação de falhas de área irradiada, trincas, ausência de 

padronização ou áreas excessivamente irradiadas. O grupo de superfícies mais 

homogêneas foi obtido utilizando a potência referenciada no equipamento entre 100 

e 255 com variação da frequência entre 20 a 35 kHz. As amostras obtidas foram 

caracterizadas por MEV-EDS e então denominadas: 

 

Grupo controle superfície usinada: U 

Grupo experimental Laser :L1 



Grupo experimental Laser : L2 

Grupo experimental HA: Superfície L2 submetida ao recobrimento de apatitas.  

 

4.3. Preparo da superfície para deposição de Hidroxiapatita 

 

 Para o grupo de amostras recobertas com apatitas HA foi realizada a 

irradiação prévia na condição de maior fluência com o objetivo de aumentar a 

interação química de HA na superfície laser, seja pela presença de mistura óxidos 

de titânio estequiométricos e não estequiométricos, seja pela apresentação 

morfológica do titânio irradiado na superfície. O que favorece a formação de grupos 

de apatitas sobre a superfície nano estruturada de titânio (BHARATI, 2005; ZHANG, 

2008). O objetivo dessa etapa foi obter na superfície do titânio irradiado um 

recobrimento bioativo para ser avaliado in vitro. As amostras foram preparadas pelo 

mesmo operador, no mesmo período e utilizando as mesmas soluções. 

(APARECIDA, 2009)  

 

4.4. Deposição de Apatitas pelo Método Biomimético  

  

O método biomimético consiste basicamente em colocar o substrato a ser 

recoberto em uma solução sintética, denominada Simulated Body Fluid – SBF, de 

composição iônica e pH semelhantes ao do plasma sanguíneo, pelo período de 4 

dias a 37ºC. Este método permite recobrir o substrato com uma camada uniforme de 

hidroxiapatita semelhante à apatita biológica encontrada no tecido ósseo humano 

(ABE, 1990). 

Desde a sua primeira formulação, o Método Biomimético sofreu significantes 

variações, visando acelerar o processo de deposição e alterar a cristalinidade do 

recobrimento, incluindo pré-tratamentos do substrato e a utilização de soluções com 

concentração variada. Outra alteração consistiu na modificação da composição da 

solução biomimética, com o objetivo de possibilitar a obtenção de diferentes fases de 

apatitas. O método foi inicialmente desenvolvido com o propósito de se obter no 

recobrimento somente a Hidroxiapatita. Com o crescente interesse na utilização de 

outros fosfatos de cálcio como recobrimento, a autora desenvolveu soluções 

biomiméticas, as quais foram denominadas de SBF modificadas, possibilitando a 

obtenção das diferentes fases de apatita de importância biológica e o planejamento 



da composição do recobrimento de acordo com a solução utilizada. (APARECIDA, 

2006). 

A amostra modificada por feixe de laser L2 foi utilizada para o recobrimento 

de apatitas visando obter uma mistura de fosfatos de cálcio amorfo semelhante à 

composição do osso humano. As amostras foram primeiramente lavadas em álcool, 

acetona e água deionizada durante 10 min. em banho de ultra-som. Em seguida 

foram colocadas em solução de NaOH 5.0 M, e mantidas em estufa por de 24 horas 

a 60 ºC, com o objetivo de obter uma camada de titanato de sódio, a qual atua como 

sítios nucleantes para a deposição de apatitas. Após a imersão na solução de NaOH 

as amostras foram secas em estufa a 60 ºC por 3 horas e em seguida lavadas em 

água destilada e banho em ultra-som por 10 minutos, para fazer a remoção de 

NaOH residual da superfície evitando-se a contaminação das soluções seguintes 

Após o tratamento com solução de NaOH as amostras foram imersas em uma 

SBF modificada com o objetivo de se obter um recobrimento composto por HA 

carbonatada de baixa cristalinidade, tendo em vista sua semelhança com a fase 

mineral do tecido ósseo humano. As amostras foram mantidas em SBF modificada 

pelo período de 4 dias a 37 ºC. Os recobrimentos obtidos foram analisados por 

Microscopia Eletrônica de Varredura – MEV, Espectroscopia por Energia Dispersiva 

de Raios X – EDS, Espectroscopia no Infra Vermelho Transformada de Fourier - 

FTIR e Difratometria de Raios X – DRX.  

 

 

Tabela 1. Concentração iônica da solução SBF modificada (APARECIDA, 2009) (mmol.dm-3) 

 Na+ K+ Mg2+ Ca2+ Cl- HPO4
2- SO4

2- HCO3
- 

SBF  140,4 - - 3,1 142,9 1,86 - 5,0 

 

 

4.5. Caracterização físico-química das superfícies  

 

 A caracterização físico-química das superfícies: Usinada, L1, L2 e HA foi 

realizada por microscopia eletrônica de varredura MEV associada à análise semi 

qualitativa por espectroscopia por energia dispersiva de raios X - EDS. A 



composição cristalina assim como os tipos e fases de óxidos formados foram 

analisados via difratometria de raios X - DRX. Para a identificação dos tipos de 

apatitas ligadas à superfície foi realizada a análise por Espectroscopia no infra 

vermelho transformada de Fourier- FTIR, e medidas de ângulo de contato.   

  

4.5.1. Microscopia eletrônica de varredura e Espectroscopia por Energia 

dispersiva.de raios X. MEV-EDS 

 

No presente capítulo a caracterização por Microscopia Eletrônica de 

Varredura foi realizada no microscópio Philips XL Series, modelo XL 30 TMP, 

acoplado a um sistema de análise espectroscópica por energia dispersiva – EDS, 

utilizando-se ouro como material condutor. O EDS possibilita a observação do 

espectro inteiro de raios X de modo simultâneo à observação das imagens 

tridimensionais, o que permite a análise qualitativa rápida dos constituintes principais 

da amostra.  

 

4.6. Difratometria de Raios X – DRX 

 

As técnicas de difração de raios X são muito utilizadas na caracterização de 

materiais cristalinos, tais como metais, compostos intermetálicos, cerâmicas, 

minerais, polímeros, plásticos ou outros compostos orgânicos ou inorgânicos. As 

técnicas de difração podem ser usadas para identificar as fases presentes nas 

amostras de titânio. 

 Esta técnica cobre várias investigações, incluindo análises de fases 

qualitativas e quantitativas, determinação da cristalinidade, micro-identificação, 

determinação de parâmetros de rede, caracterização de filmes finos, e em alguns 

casos, análise da estrutura do cristal (CULLITY, 1978; DIETER, 1961). 

No presente trabalho, utilizou-se um difratômetro de raios X SIEMENS D5000 

com varredura angular entre 4 e 70º, na montagem de Bragg-Brentano, utilizando-se 

radiação de Cu (kα1) com passo de 0.05 (2θ), sendo que o tempo de passo foi de 

1,0 segundo para cada amostra. A identificação das fases de apatita presentes nos 

recobrimentos foi realizada comparando-se os dados obtidos com as fichas padrões 

da base de dados mantida pelo CPDS, “Commitee for Powder Diffraction Studies 

2003”. 



 

 
4.7. Espectroscopia no Infra Vermelho Transformada de Fourier - FTIR  
 

O espectro de infravermelho é constituído por bandas de absorção que 

correspondem às freqüências de ligações dos átomos que compõem o material. A 

intensidade dos picos nos espectros é uma indicação direta da quantidade do 

material presente. A intensidade é dada pela quantidade de energia absorvida pela 

amostra ao ser exposta a radiação infravermelha que é proporcional ao número de 

moléculas que interagem com a radiação. Um espectro de infravermelho é uma 

apresentação em duas dimensões das características de absorção de uma molécula 

que aparece como bandas ou picos. O equipamento utilizado neste trabalho foi 

Perkin Elmer, FTIR Spectrometer-Spectrum 2000 de reflectância difusa Drift 

Collector. 

 
4.8. Medidas de ângulo de contato  
  

A medida do ângulo de contato de uma gota de um líquido de interesse numa 

superfície tem sido usada para caracterizar a molhabilidade desta superfície, 

conforme apresentado na Tabela 3. A molhabilidade da superfície de um implante 

pode descrever a interação deste com as biomoléculas, células e organismos 

presentes no meio biológico (KENNEDY, 2006; RUPP, 2004).  

No presente trabalho foi utilizado um medidor vídeo-based Dataphysics, 

modelo OCA-15, controlado por software. As medidas foram realizadas à 

temperatura ambiente com umidade relativa do ar de 75% e a água destilada foi 

utilizada como líquido de medida. A leitura do ângulo de contato foi realizada 20 

segundos após deposição da gota na superfície das amostras para estabelecimento 

do equilíbrio das forças envolvidas. Cada valor de θ foi uma média de 3 medidas.  

 
Tabela 2: Referências de ângulos de contato e condições de molhamento (PARK, 

1992) 
θ = 0 molhamento completo 

0 < θ < 90° molhamento parcial 

θ > 90° não há molhamento 

 

 



 
5. Resultados 

 
5.1 Resultados MEV  

 
As imagens obtidas por microscopia eletrônica de varredura das diversas 

superfícies irradiadas (Figuras 2 a 9) apresentam o efeito da irradiação utilizando 8 

condições paramétricas pré selecionadas de ajuste do feixe de laser, com variação 

de frequência entre 20 e 35 kHz e potência referenciada no equipamento de 100 a 

255. Observa-se a que a variação da potência associada à diferentes frequências 

produz variação morfológica (Figuras 2 a 9) e química das superfícies (Figura 10) 

resultante da fusão e solidificação rápidas, com zonas irradiadas homogêneas sem 

trincas ou rachaduras. 

 

 
Figura 2: Morfologia da superfície da amostra 1 após a irradiação laser e seus 
respectivos aumentos: a) 500x, b) 1000x, c) 3000x e d) 5000x 
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Figura 3: Morfologia da superfície da amostra 2 após a irradiação laser e seus respectivos 
aumentos: a) 200x, b) 500x, c) 1000x e d) 3000x. 

 

 
Figura 4: Morfologia da superfície da amostra 3 após a irradiação laser e seus respectivos 
aumentos: a) 200x, b) 1000x, c) 3000x e d) 5000x. 
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Figura 5: Morfologia da superfície da amostra 4: a) 200x, b) 1000x, c) 3000x e d) 5000x.  

 
Figura 6: Morfologia da superfície da amostra 5 após a irradiação laser e seus respectivos 
aumentos: a) 1000x, b) 3000x e c) 5000x. 
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Figura 7: Morfologia da superfície da amostra 6 após a irradiação laser e seus respectivos 
aumentos: a) 500x, b) 1000x, c) 3000x e d) 5000x. 
 
 

 
Figura 8: Morfologia da superfície da amostra 7 após a irradiação laser e seus respectivos 
aumentos: a) 500x, b) 1000x, c) 3000x e d) 5000x. 
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Figura 9: Morfologia da superfície da amostra 8 após a irradiação laser e seus respectivos 
aumentos: a) 500x, b) 1000x, c) 3000x e d) 5000x. 
 
 

5.2. Difração de raios X das amostras selecionadas para aplicação in vitro: 

 

As análises por difração de raios X apresentam a estrutura cristalina presente 

nas superfícies de Ti cp das amostras 4 e 8 e denominadas respectivamente L1 e 

L2, para realização dos estudos in vitro. O efeito da irradiação laser aumentou a 

presença de óxidos formados na superfície durante o processo de irradiação em 

atmosfera ambiente. Os íons e moléculas presentes no ar foram incluídos à estrutura 

cristalina do Ti cp durante o processo de irradiação, o que consiste de um meio físico 

(laser) para se obter a reação de oxidação ou nitretação do titânio. 
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Figura 10.(a) O difratograma de raios X da superfície usinada. (b) Difratometria da superfície 
experimental L1 irradiada apresentando, picos de titânio metálico e seu óxido não 
estequiométrico Ti3O. (c) Difratograma da superfície L2 com maior presença de óxidos 
estequiométricos e (d) Difratograma da superfície HA com presença de apatitas. 
 

5.3. Resultados Grupo Hidroxiapatita 
 

As micrografias analisadas apresentam a microestrutura da camada de 

apatita obtida pelo método biomimético. Observa-se uma estrutura homogênea com 

a presença de macro e micro poros. O espectro de EDS, Figura 11d, apresenta a 

presença dos elementos Cálcio e Fósforo. O difratograma de raios X, Figura 12, 

indica que o recobrimento obtido é composto por HA carbonatada, OCP e β-TCP, 

sendo todas as fases de importância biológica. O espectro de infravermelho, Figura 

13, apresentou bandas dos grupos dos grupos PO4 (em 449, 661 e 1281 cm-1), P-

OH (em 846 e 1077 cm-1), OH livre característico de HA (em 632 e 3678 cm-1) e 

apatita carbonatada do tipo AB (em 1399, 1463 e 1617 cm-1). A banda em 1635 cm-1 

é devido à presença de moléculas de água. 

 

 

 



 
Figura 11: Recobrimento de apatita obtido sobre superfície L2: MEV (a)500X, (b) 1000X e (c) 

5000X e (d) espectro de EDS. 
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Figura 12 DRX do grupo HA  
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Figura 13. Espectro de FTIR do recobrimento de apatita obtido no grupo HA. 

 
 

5.4. Resultados de medidas de ângulo de contato  
 

A tabela 3 apresenta as médias das medidas (n=3) de molhabilidade das 

superfícies em estudo; observa-se que estas apresentaram molhamento total e 

instantâneo com exceção da superfície usinada. 

 

Tabela 3- Ângulo de contato das amostras experimentais 

Superfície ângulo / grau  

L1 0  

L2 0  

HA 0  

Usinado q = 72,73 

 

 

 

 

 

 

 



6 Estudo Piloto: Cultura celular 

 

Foi realizado um estudo piloto no Laboratório de Bioquímica Faculdade Medicina 

Universidade São Paulo. 

As amostras estudadas foram: Usinada, L1 e L2 considerando o controle como a 

placa de cultura de poliestireno (TCPS). A avaliação da proliferação celular utilizou o 

método MTT para cultura de células da linhagem osteossarcoma MG 63 no período 

de avaliação após 7 dias. Os parâmetros observados foram proliferação e viabilidade 

celulares. As densidades ópticas das soluções foram mensuradas por 

espectrofotômetro ELx 800 com leitura ajustada a 570ηm de comprimento de onda, 

os valores obtidos foram substituídos em uma curva padrão. 

 

 

 
O estudo piloto indicou bom desenvolvimento celular com maior proliferação 

celular no grupo L1. 

 
 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7. Objetivo específico 

O objetivo desta fase foi avaliar a proliferação, diferenciação e morfologia 

celulares empregando-se cultura de células estaminais obtidas da medula óssea 

humana sobre superfícies irradiadas L1, L2 e HA considerando o grupo controle a 

superfície usinada (U). 

 O estudo relacionada a cultura de células apresentado no presente 

capítulo, foi realizado no Centro de Química da Universidade da Madeira, 

Portugal sob a co-orientação da Professora Doutora Helena Tomás e apoio 

financeiro concedido pelo Programa de Doutorado com Estágio no Exterior 

PDEE Capes. 

 

8.Materiais e Métodos 

 
8.1 Cultura de células estaminais de medula óssea humana - hBMSC 
 
 Após a aprovação pelo comitê de ética local, foi selecionado um doador do 

gênero feminino de idade 16 anos, 67 Kg de peso corpóreo com bom estado de 

saúde geral que foi submetida à redução cirúrgica de fraturas fechadas em ambas 

as tíbias.  

 Após o acesso ao canal medular foi introduzido uma cânula de sucção com 

o objetivo de aspirar o conteúdo medular (30 mL). O aspirado medular foi 

ressuspendido imediatamente em α-MEM (Invitrogen; UK) contendo soro fetal 

bovino 10% (FBS, GIBCO), penicilina 100 U/ml e streptomicina 100 mg/L (Invitrogen; 

UK) e então mantidos em incubadora umidificada a 37°C com 5% CO2. Após 5 a 6 

dias as placas contendo partículas ósseas, células hematopoéticas e fragmentos 

medulares foram então cuidadosamente lavadas com tampão fosfato salino PBS 

com o objetivo de remover as células não aderentes. Após 10 dias, as células foram 

enzimaticamente destacadas das placas com uma solução de tripsina/EDTA 

(Invitrogen; UK). Em seguida foi procedida à contagem com o auxílio de uma câmara 

de Newbauer, a suspensão contendo as células foi semeada novamente com a 

finalidade de proceder à expansão in vitro e a seguir foram armazenadas em 

criopreservador obtendo assim o número de células suficiente para execução de 

toda a pesquisa. 

 



8.2 Adesão e proliferação celular 
 
Adesão Celular 

 
 A adesão celular foi avaliada pela quantificação do DNA de células viáveis 

aderidas às superfícies das amostras após 12 e 24 horas. Três amostras de cada 

grupo foram utilizadas seguindo o protocolo abaixo. 

 

Proliferação 

 

As avaliações de adesão e proliferação celulares foram realizadas pela quantificação 

do DNA total (OLIVEIRA, 2009; PROTIVINSKY, 2007; SARGEANT, 2008). As 

células foram semeadas com a mesma densidade (5 x 105 células/poço) nas 

diferentes amostras de titânio. Os períodos de avaliação foram 12h, 1, 2, 3, 5, 7 e 14 

dias, e a quantificação da concentração do DNA foi mensurada utilizando o método 

PicoGreen (Molecular probes Eugene, OR). As células foram lavadas 2x em PBS e 

lisadas utilizando água ultra pura e armazenadas a -80ºC. No dia da análise a 

solução foi gradativamente descongelada em seguida vortexada por 10 segundos 

para homogeneizar a solução. Soluções padrão e amostras foram então adicionadas 

em cada poço com o volume de 50µL/poço. O reagente Picogreen foi adicionado em 

cada poço com o volume de 150µL/poço e em seguida foram encubados por 5 

minutos no escuro. A fluorescência de emissão a 480nm e de excitação 520nm foi 

mensurada via espectrofotômetro de fluorescência (Victor 3 PerkinElmer 1420), 

determinando-se concentração por amostra. Os valores foram então substituídos em 

uma equação de curva padrão. 

 

8.3. Avaliação do metabolismo celular 

 

 A avaliação do metabolismo celular foi realizada utilizando o método 

fluorescente Alamar Blue (SUN, 2006; RYAN, 2008) de acordo com as instruções do 

fabricante (Sigma-Aldrich Inc, USA). O sinal fluorescente monitorado representa o 

metabolismo celular após a redução do reagente rezazurin em rezorufin durante o 

ciclo de respiração celular. A suspensão foi semeada cuidadosamente em placas de 

24 poços contendo as amostras estéreis, em seguida foram mantidas em incubadora 

a 37ºC e 5% CO2 em meio de cultura acrescido de 100µL do reagente Alamar Blue. 



Os experimentos foram realizados nos períodos de 1, 3, 7, 14, 21 dias. Após 4 horas 

da adição do reagente foram retiradas alíquotas de 100µL de meio de cultura 

metabolizado. Em seguida as amostras foram transferidas para uma microplaca para 

leitura em espectrofotômetro de fluorescência (Victor 3 PerkinElmer 1420) a 570 e 

600 nm de comprimento de onda. Amostras sem células foram analisadas da 

mesma maneira como controle vazio.  

 

 8.4. Diferenciação celular e osteogênese 

 

 Para induzir diferenciação osteogênica as células foram cultivadas em meio 

osteogênico: α-MEM suplementado com FBS 10%, ácido L-ascórbico 50 mg/mL, β-

glycerofosfato 10 mM, dexametasona 100 nM e antibióticos penicilina-streptomicina 

(Sigma; St. Louis, MO). O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias, e em todos os 

experimentos foi utilizada a densidade de 5 x 105 células/poço. 

 

  8.4.1. Produção de fosfatase alcalina ALP 

 

 As amostras foram inseridas em placas de 24 poços e semeadas cultivadas 

e sacrificadas após 3, 7, 14 e 21 dias. As células foram lavadas duas vezes com 

PBS e congeladas em 400µL de triton-x 0.1%. Alíquotas de 20 µL de cada amostra 

foram pipetadas em uma placa com 96 poços e então foi adicionado o substrato p-

nitrophenyl. As amostras foram incubadas a 37ºC por 60 min. A reação foi 

neutralizada com adição de 10 µL de NaOH 0.02M, e a absorbância mensurada a 

405 nm, usando um leitor de microplacas (Victor 3 PerkinElmer 1420). Os valores 

foram então substituídos em uma equação de curva padrão. 

 

8.4.2. Conteúdo de proteína total 

 
 A quantificação de proteína foi realizada pelo método BCA (SMITH, 1985), 

que utiliza a detecção colorimétrica enzimática via espectrofotômetro e os valores 

são ajustados a uma curva padrão obtendo-se a concentração de proteína em cada 

amostra. O volume de lisado celular foi transferido para uma placa de 96 poços, em 

seguida, 200 µL de reagente BCA foi adicionado em cada poço. As amostras foram 



incubadas a 37ºC mantidas por 60 min. no escuro. A absorbância foi lida a 590 nm 

em leitor de microplacas (Jupiter x ELISA).  

  

  8.4.3. Produção de osteocalcina  

 

 A produção de osteocalcina foi avaliada utilizando o kit Intact Human 

Osteocalcin EIA Kit BT 46. (Stougton, MA. USA). Os períodos de avaliação 

analisados foram 14 e 21 dias. O meio de cultura foi coletado e armazenado a -80 ºC 

até o dia da análise. As amostras foram então descongeladas até a temperatura 

ambiente. O volume 25 µL de meio de cultura e amostras de meio de cultura sem 

soro fetal bovino foram então adicionados a placa de leitura do kit. (CHOU, 2005) 

Em seguida foi adicionado o anti soro de osteocalcina (100 µL) e então encubados 

no escuro a 37°C durante 2,5 horas. A solução foi então aspirada e lavada (3x) com 

tampão fosfato salino (PBS) 0,3 mL. Após a lavagem, 100 µL do reagente 

Streptavidin-Horseradish Peroxidase foi adicionado às amostras, e encubado a 

temperatura ambiente por 30 min. As amostras foram novamente lavadas (3x) em 

PBS, a seguir foi adicionado o Tetramethy benzidine associado à solução de 

peróxido de hidrogênio (1:1). A placa foi novamente encubada no escuro por 15 min. 

Uma solução de ácido sulfúrico (100 µL) foi adicionada às amostras, para parar a 

reação. A absorbância foi imediatamente lida a 450 nm usando o leitor de 

microplacas (Victor 3 PerkinElmer 1420). As concentrações de osteocalcina foram 

determinadas substituindo-se os valores em uma equação de uma curva padrão.  

 
8.5. Morfologia celular por MEV  

 
 As células foram semeadas sobre as amostras nos períodos de 1, 3, 7, 14, 

21 e 28 dias mantidas em incubadora conforme o protocolo descrito anteriormente. 

Para a observação via MEV as células foram fixadas em paraformaldeído 3,7% em 

0,14 M de solução tampão cacodilato por 20 min (PROTIVINSKY, 2007). As 

amostras fixadas foram então desidratadas em séries de etanol (50%, 60%, 70%, 

80%, 90% e 99%) por 10 min. Para melhor visualização via MEV, as amostras foram 

recobertas com uma fina camada de ouro obtida por pulverização a vácuo (20 mA 

por 2 minutos) e observadas a 15 KV. A adesão celular e a topografia das 

superfícies foram avaliadas utilizando Microscópio eletrônico de varredura ambiental 

(ESEM FEI QUANTA 400 CEMUP-Universidade do Porto). A Análise semi 



quantitativa foi realizada por espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDAX 

PEGASUS X4M Holland) objetivando localizar zonas onde houve deposição de 

matriz mineralizada pelas células.  

 

 8.6. Morfologia celular por Microscopia de Fluorescência 

 

 A microscopia de fluorescência foi realizada empregando-se o método de 

coloração dos núcleos em azul pelo reagente DAPI associado à coloração do cito 

esqueleto em verde pelo reagente Alexafluor 488 Phaleoidin, seguindo as instruções 

do fabricante. As micrografias foram obtidas utilizando-se um microscópio invertido 

Nikon TE 2000E. Os períodos de análise por microscopia de fluorescência foram 1, 3 

e 7 dias.  

O DAPI 4'-6-Diamidino-2-phenylindole, é um complexo fluorescente que apresenta 

natural especificidade pelo DNA e dupla fita do RNA e foi utilizado para a coloração 

dos núcleos celulares (CHOU, 2005). O Alexa Fluor 488 phalloidin é altamente foto 

estável e apresenta grande afinidade pelas fibras actínicas. As células foram fixadas 

com formaldeído 3,7% e a seguir permeabilizadas com Triton-x. Os cito esqueletos 

celulares foram corados e observados por fluorescência. A seguir procedeu-se a 

coloração dos núcleos para que pudessem ser realizadas fotomicrografias utilizando-

se as mesmas células para as duas colorações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9. Tratamento estatístico 

 

Os dados obtidos foram inicialmente analisados pelo teste de normalidade de 

Lilliefors. Uma vez que os dados apresentaram uma distribuição normal utilizou-se o 

teste ANOVA a um critério, sendo aplicado post hoc o teste de Dunnett, 

considerando-se significativas as diferenças com p<0,05. O trabalho foi realizado em 

triplicata exceto para os experimentos analisados por MEV-EDS e microscopia de 

fluorescência. Os dados foram tabulados e analisados utilizando-se o programa 

GraphPad Prism 5.0. 

 

 

10. Resultados 

 

10.1. Adesão celular 

 

 A adesão celular está baseada na quantificação do DNA presente nas células 

vivas após 12 e 24 horas. Observa-se menor adesão celular nas primeiras 12 horas 

principalmente nos grupos L2 e HA (P<0.05). Após 24 horas foi observada maior 

adesão celular sobre o grupo controle usinado (Figura 15). 
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Figura.15 Adesão celular após 12h e 1 dia  

 
 
 
 
 

 



10.2. Proliferação celular 
 
 O perfil de proliferação celular foi avaliado pela quantificação do DNA após os 

períodos de 12h, 1, 3, 5, 7, 14 e 21 dias. Observou-se nos períodos iniciais de 

cultura sobre as superfícies, 12h, 1, 3, 5 e 7 dias, um decréscimo de células viáveis 

verificado nos grupos experimentais L1, L2 e HA até 5 dias em cultura (Figura 16). 
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Figura.16 Proliferação celular, quantificação do DNA  
 

 10.3. Metabolismo celular  

 

 O metabolismo celular foi avaliado pela realização do ensaio Alamar Blue. 

Por se tratar de uma avaliação não destrutiva foi possível avaliar o perfil de 

metabolismo celular em todas as amostras onde verificou-se diferenças significativas 

(p<00.5) entre os grupos. No primeiro dia houve maior taxa de metabolismo celular 

(RFU) no grupo HA e o grupo com menor taxa de metabolismo foi L1. Nota-se 

decréscimo da taxa de metabolismo celular em todos os grupos entre os períodos de 

1 e 3 dias, com maio adesão na superfície do grupo Usinado que pode indicar uma 

preferência inicial de adesão em superfícies planas. Aos 7 dias houve aumento na 

taxa de metabolismo celular sem diferenças estatísticas intra grupo, exceto para o 

grupo HA, que apresentou menor metabolismo nesse período. No período de 14 



dias notou-se significante aumento no metabolismo celular nos grupos L2 e HA 

comparativamente ao grupo controle.  
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Figura.17 Metabolismo celular 

 
10.4. Fosfatase Alcalina e Proteína total 
 
A fosfatase alcalina óssea é uma glicoproteína específica encontrada na 

superfície dos osteoblastos, é um marcador bioquímico do metabolismo,e também é 

considerada uma substância que retrata a formação ou a reabsorção óssea. Como a 

formação é dependente da ação dos osteoblastos, os marcadores de formação na 

realidade mensuram indiretamente os produtos decorrentes da ação destas células 

nas fases de diferenciação celular. No período de 3 dias houve diferença 

significativa nos níveis de concentração de ALP por proteína nos grupos L2 e HA 

indicando fase inicial de diferenciação em todos os grupos. No período de 7 dias 

houve aumento na produção de ALP/proteína em todos os grupos experimentais. No 

período de 14 dias observou-se maior concentração de ALP/proteína no grupo L1. 

Por fim, no período de 21 dias foi observada maior concentração de ALP/proteína 

em todos os grupos experimentais com melhor desempenho para o grupo HA 

(Figura 18). 
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Figura 18. Concentrações de ALP por proteína. 
 
 
 
10.5. Produção de Osteocalcina 
 
A osteocalcina é um peptídeo secretado pelos osteoblastos maduros, 

condrócitos hipertrofiados e odontoblastos que são marcadores da fase de 

mineralização celular. A função ou funções da osteocalcina não estão totalmente 

esclarecidas, e sua estrutura indica interação com cálcio e com cristais de 

hidroxiapatita. Adicionalmente, estudos indicam que o aparecimento e aumento de 

produção da proteína são coincidentes com o início do processo de mineralização. A 

produção de osteocalcina é considerada um marcador do osteoblasto maduro. A 

avaliação da osteocalcina intacta realizada no período de 14 dias indicou diferença 

estatística (p<0.05) com maior produção de osteocalcina pelo grupo L1. Aos 21 dias 

este comportamento se repetiu sendo que os outros grupos experimentais não 

tiveram diferença em relação ao grupo controle (Figura 19). 
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Figura 19. Produção de osteocalcina. 
 

 
 10.6. Resultados MEV-EDS 

 

 A análise por MEV das amostras de titânio contendo células aderidas em 

seus respectivos períodos foi realizada, sendo os campos de interesse 

documentados por micrografias. Os períodos avaliados foram 1, 3, 7, 14, 21 e 28 

dias. A morfologia das superfícies e o desenvolvimento das células sobre as 

amostras estão apresentados nas Figuras 17 a 26. Após a análise das micrografias 

obtidas por MEV, observou-se a adesão celular após 1 dia. As superfícies do grupo 

Usinado foram analisadas no modo elétrons retro-espalhados, devido à dificuldade 

de se obter imagens nítidas de estruturas muito finas (até 6000 x). Após 3 dias 

(Figura 22) observam-se interligações citoplasmáticas nas superfícies L1 e L2. Entre 

os dias 7 e 14 houve grande proliferação celular, em menor intensidade no grupo L2 

(Figura 21). Observa-se após 21 dias (Figura 25) a camada celular sobre as 

superfícies, com maior número de espaços remanescentes na superfície L2. aos 28 

dias (Figura 26-29). 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
Figura 20. MEV em alta magnificação após 1 dia em cultura, (a) Superfície usinada 
escala 4µµµµm, (b) L1 escala 2µµµµm, (c) L2 escala 2µµµµm e HA escala 2µµµµm. 
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Figura 21. MEV após 1 dia em cultura das superfícies,(U,L1,L2,e HA) e seus respectivos 
aumentos. 
 
 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
Figura 22. MEV após 3 dias em cultura das superfícies,(U,L1,L2,e HA) e seus respectivos 
aumentos. 
 
 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 
Figura 23. MEV após 7 dias em cultura das superfícies,(U,L1,L2,e HA) e seus respectivos 
aumentos. 
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Figura 24. MEV após 14 dias em cultura das superfícies,(U,L1,L2,e HA) e seus respectivos 
aumentos. 
 
 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 
Figura 25. MEV após 21 dias em cultura das superfícies,(U,L1,L2,e HA) e seus respectivos 
aumentos. 
 
 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
Figura 26. MEV após 28 dias em cultura das superfícies,(U,L1,L2,e HA) e seus respectivos 
aumentos. 
 
 

10.7. Resultados: EDS 

 

Os espectros de EDS foram identificados picos de Cálcio e Fósforo no 

período de 14 dias. Na Figura 27 após a análise em (a) micro análise na superfície 



usinada. Nas Figuras (c,d) observa-se picos de Cálcio e Fósforo com intensidade 

semelhante. Na Figura (c) observou-se menor intensidade dos picos de Cálcio e 

Fósforo 

 

 

 

Figura .27. MEV Profiferação celular aos 14 dias ,e seus respectivos EDS 
 

 
 
 
 
 



 

Os espectros de EDS apresentam picos de Cálcio e Fósforo no período de 21 dias.  

 

 

 

 

 

Na Figura 28 após a micro análise em (a,b,c) foi observada a presença de 

cálcio e fósforo em todas as superfícies. 

Figura .28. MEV proliferação celular aos 21 dias, à direita seus respectivos EDS. 
 



  

 

 

Figura.29. MEV colonização celular aos 28 dias a direita seus respectivos EDS. 
 

Na Figura 29 após a análise em (a,b,c) foi observada a completa colonização 

celular que preenxeu totalmente todas as superfícies. Na Figura 28 após a análise 

em (a,b,c) foi observada a presença de cálcio e fósforo em todas as superfícies. 

 

 



 

10.8. Resultados de Microscopia de Fluorescência - MF 

 

Os períodos de análise por MF foram 1, 3 e 7 dias. Os núcleos celulares 

foram corados por DAPI em azul e o cito esqueleto por Alexafluor 488 Phaleoidin em 

verde. 

A análise após MF apresentam imagens sobre o padrão de adesão e 

proliferação celulares nas diferentes superfícies (Figura 30). Na micrografia (Figura 

30 a,b) observa-se a tendência de alinhamento do citoplasma celular observado em 

1 e 3 dias. Na micrografia (Figura 30c) observa-se o padrão de alinhamento celular 

com cobertura total do substrato aos 7 dias. Nas micrografias L1 (Figura 30 d,e,f) 

observa-se a proliferação celular no sentido vertical e horizontal, seguindo o padrão 

morfológico do substrato. 

Nas micrografias L2 (Figura 30 g,h,i) observa-se a presença de maiores 

espaços inter celulares o que pode indicar uma tendência para adesão celular em 3 

dimensões, o que fornece indiretamente informações sobre a maior área para 

proliferação. Nas micrografias HA (Figura 30 j,k,l) observa-se comportamento similar 

ao do grupo L2. Todos os grupos avaliados apresentaram completa colonização das 

superfícies pelas células até os 7 dias em cultura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Microscopia de fluorescência superfície Usinada nos períodos (a) 1, (b) 3 e (c) 7 
dias; L1 nos períodos (d) 1, (e) 3 e (f) 7 dias; L2 nos períodos (g) 1, (h) 3 e (i) 7 dias; HA nos 
períodos (j) 1, (k) 3 e (i) 7 dias. 
 

 

 

 



11. Discussão 

 

 O objetivo do presente estudo foi avaliar comparativamente a viabilidade, 

proliferação e diferenciação celular de células estaminais da medula óssea humana 

quando cultivadas sobre Ti cp em diferentes condições experimentais de irradiação 

laser e laser associado ao recobrimento de HA. As superfícies experimentais L1 e L2 

sofreram modificação físico-químicas e morfológicas sob a ação do feixe de laser e a 

superfície HA sofreu a mesma modificação físico-química que o grupo L2 com 

posterior recobrimento de HA. (APARECIDA, 2009) O que apresentou composição 

semelhante à do tecido ósseo humano com presença de fases de apatitas de grande 

interesse biológico. 

A interação do laser com a superfície de Ti cp em atmosfera ambiente levou à 

integração de elementos como oxigênio, nitrogênio e carbono que reagem física e 

quimicamente fora do equilíbrio termodinâmico, ocasionado pelo aquecimento e 

resfriamento rápidos da superfície. A estrutura cristalina do titânio e apresentou uma 

mistura de óxidos estequiométricos e não estequiométricos com diferentes 

morfologias e propriedades. As superfícies do Ti cp avaliadas previamente e 

apresentadas no Capítulo I objetivaram a seleção dos parâmetros de irradiação 

preparação e caracterização das superfícies. 

A morfologia das superfícies obtidas foi analisada por MEV-EDS constatando 

o efeito da irradiação como método eficiente, reprodutível, rápido e limpo de se obter 

micro e nano estruturas de compostos provenientes da interação titânio/laser em 

atmosfera ambiente. As análises via DRX evidenciaram que as estruturas obtidas 

continham uma mistura de óxidos de titânio e no grupo HA os grupos fosfatos 

formados foram analisados por DRX e FTIR após o recobrimento biomimético.  

O recobrimento de apatitas foi realizado no intuito de obter uma superfície 

bioativa, o qual apresentou promissores resultados por avaliações in vivo realizados 

anteriormente (FAEDA, 2009). 

O método utilizado para isolar e obter células mesenquimais indiferenciadas 

seguiu um protocolo descrito por vários autores (AGRAWAL, 2005; ANSELME, 

2000; CHAI, 2007; HACKING, 2008; HENDERSON, 2008; MEINEL, 2004). As 

células utilizadas em todos os experimentos seguiram as normas éticas do 

laboratório do Centro de Química da Universidade da Madeira em parceria com o 

Hospital do Funchal .  



O metabolismo celular foi avaliado pelo método Alamar Blue que apresenta 

alta sensibilidade e baseou-se na detecção da atividade metabólica celular no ciclo 

da respiração celular. É, portanto uma forma indireta de detectar a viabilidade celular 

em contato com diferentes biomateriais. Após a análise dos dados foi observada 

maior proliferação celular entre os 7 e 21 dias sobre as superfícies experimentais L1, 

L2 e HA quando comparados ao controle de superfície Usinada, este fato pode estar 

relacionado à maior área para proliferação e desenvolvimento celular proporcionada 

pelas superfícies experimentais. 

A adesão e proliferação celulares foram determinadas pela quantificação do 

DNA das amostras com células viáveis. Os resultados indicaram maior adesão e 

proliferação para o grupo controle até os 7 dias de avaliação. Aos 14 dias os grupos 

experimentais L1, L2 e HA apresentaram maior concentração de DNA por amostra 

quando comparados ao grupo controle (P<0.05) com melhor desempenho para os 

grupos experimentais em questão. 

A diferenciação osteogênica foi avaliada pela associação das informações de 

concentração da relação ALP/Proteína e níveis de osteocalcina que indicam 

respectivamente: fases iniciais e fase madura de diferenciação celular óssea. Esses 

resultados indicaram níveis de ALP/proteína aumentados para o grupo L2 no 

período de 14 dias quando comparados ao grupo controle (P<0.05), o que pode 

estar relacionado com a presença de maior quantidade de células em diferenciação 

osteoblástica. Para o período final de avaliação 21 dias, os dados indicaram maior 

concentração em todas as amostras experimentais estudadas com forte significância 

para o grupo HA o que pode indicar relação com a bioatividade do recobrimento 

(JALOTA, 2007; ZHENG, 2008). Os níveis de osteocalcina analisados no presente 

trabalho indicaram significante diferença de concentração entre L1 e controle aos 14 

e 21 dias. 

Após as análises por MEV-EDS observou-se que as células apresentaram o 

comportamento de alinhamento do citoplasma em todas as superfícies, entretanto 

esse padrão facilitou a adesão celular na superfície controle (grupo Usinado) pelo 

motivo de ser mais fácil proliferar e aderir em superfície plana quando comparado às 

superfícies experimentais. Portanto os resultados de quantificação de DNA nos 

períodos iniciais não indicam necessariamente ser melhor o desenvolvimento em 

superfícies planas. Nos períodos tardios de avaliação (14 e 21 dias) as amostras de 

superfície usinada não tinham mais espaço para proliferação em comparação com 



as superfícies experimentais. Portanto as concentrações de proteínas e enzimas são 

mais elevados na amostras experimentais quando comparadas ao grupo controle.  

Análises por EDS indicaram a presença de Cálcio e Fósforo nas amostras. 

Inicialmente para os grupos L1 e controle (14 dias). No decorrer dos períodos os 

espaços criados pela irradiação laser nas superfícies L2 e HA foram gradativamente 

preenchidos por colônias celulares, que após os 14 dias apresentaram indícios de 

depósito de matriz mineralizada. Este fato só pode ser considerado para os grupos 

L1 e L2 em virtude da amostra HA, conter previamente Cálcio e Fósforo na sua 

superfície. A microscopia de fluorescência forneceu dados sobre o padrão de 

adesão e proliferação celulares. No grupo usinado as células seguem um 

alinhamento horizontal que por sua vez induz outras células das imediações a 

seguirem o mesmo padrão. No grupo L1, L2 e HA a distribuição foi heterogênea e as 

células dispõem de maior área para proliferar-se, esse fato concorda com os dados 

de análises bioquímicas obtidas. As respostas celulares na superfície das amostras 

são cruciais parâmetros para a proliferação, diferenciação e mineralização 

participando também como parte do processo de regeneração óssea (ANSELME, 

2000; BRÅNEMARK, 2001; MÜLLER, 2006) 

A ferramenta laser, que foi utilizada para modificar a superfície do titânio 

mostrou ser um eficiente método para se produzir modificações físico-químicas na 

superfície do Ti cp (HACKING, 2008), propiciando um nicho adequado para o 

desenvolvimento celular. As avaliações in vitro apresentadas na segunda parte do 

presente trabalho participam do desenvolvimento e testes iniciais de dispositivos 

biocompatíves, possibilitando ainda estudos como carreadores para sistemas de 

liberação controlada de drogas ou genes (OLIVEIRA, 2009; SCHLIEPHAKE, 2008; 

GUO, 2006). Os resultados obtidos são indicativos de que o tratamento de superfície 

de Ti cp por laser apresenta condições biológicas favoráveis para aplicação e 

desenvolvimento de dispositivos para aplicação óssea. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



12 Conclusão 
 
 

a) A irradiação laser Yb:YAG é um processo limpo, rápido, reprodutível, e 

economicamente viável para se obter modificações físico-químicas e 

morfológicas  na superfície do Ti cp. 

 

b) O grupo L1 obteve o melhor desempenho considerando-se as etapas 

de proliferação e diferenciação celulares. 

 
 

c) O grupo HA apresentou sinais de bioatividade pelas análises de níveis 

de ALP/Proteína e metabolismo celular, e pode ser verificado comparando-se as 

superfícies L2 e HA. 

 

d) Houve diferenciação osteogênica em todos os grupos estudados. 
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