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RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi analisar in vitro o efeito de três superfícies de titânio disponíveis 

comercialmente: usinada (USI), ataque ácido (AA) e bioanodizada com CaP (BIO), sobre a 

viabilidade e adesão celulares, bem como sobre a secreção das interleucinas IL-1β e IL-12 por 

osteoblastos hFOB 1.19. A viabilidade foi determinada pelo método colorimétrico MTT-

Formazan após 1, 7 e 14 dias de cultura. Nos períodos de 7 e 14 dias, a adesão celular foi 

avaliada por meio da contagem de núcleos marcados por Hoechst ao microscópio confocal. 

Os sobrenadantes de 1, 7 e 14 dias de cultivo foram submetidos ao teste ELISA Sanduíche 

para dosagem de IL-1β e IL-12. Após 1 dia de cultura, USI apresentou maior número de 

células viáveis, sendo estatisticamente diferente apenas do grupo AA (p<0,001). Após 7 dias, 

houve aumento significativo na viabilidade para AA e BIO quando comparados a USI 

(p=0,047 e p=0,003, respectivamente), o que não permaneceu aos 14 dias, período no qual 

nenhuma diferença estatística significante foi observada entre os grupos avaliados. Mesmo 

não tendo a maior viabilidade após 7 e 14 dias de cultura quando comparada às outras 

superfícies, USI apresentou significante aumento no número de células aderidas (p<0,05). A 

secreção de IL-1β e IL-12 não foi afetada pelo tratamento de superfície nem pelo tempo 

experimental. As superfícies usinadas influenciaram positivamente os eventos iniciais da neo-

osteogênese in vitro, como viabilidade e adesão celulares, não desencadeando uma produção 

exacerbada de citocinas envolvidas com a remodelação óssea e a inflamação. 
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IN VITRO EVALUATION OF THE VIABILITY, ADHESION AND CYTOKINES 

PRODUCTION OF HUMAN OSTEOBLASTS CULTURED ON DIFFERENT 

TITANIUM SURFACES 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to analyze in vitro the effect of three commercially available 

titanium surfaces: machined (USI), acid etching (AA), and anodization with CaP (BIO), on 

cellular viability and adhesion, as well as on the secretion of IL-1β and IL-12 by hFOB 1.19 

osteoblastic cell line. The viability was determined by MTT-Formazan assay after 1, 7, and 14 

days of cell culture. At 7 and 14 days, the proliferation was evaluated by counting cell nuclei 

stained by Hoescht at confocal microscope. The supernatants from 1, 7 and 14 days were 

submitted to the Sandwich ELISA test for measurement of IL-1β and IL-12 levels. After 1 

day of cell culture, USI showed a higher number of viable cells than the other groups but 

statistically different only from AA (p<0.001). At 7 days, there was a significant increase in 

cell viability for AA and BIO when compared to USI (p=0.047 and p=0.003, respectively), 

what did not happen after 14 days, which no significant difference was observed among the 

evaluated groups. Even though USI did not show significant high viability at 7 and 14 days 

when compared to other surfaces, it presented the highest number of adhered cells (p<0.05) at 

these periods. The secretion of IL-1β and IL-12 was affected neither by surface treatment nor 

by experimental time. The machined surfaces positively influenced the early events of neo-

osteogenesis in vitro, such as cell adhesion and viability, not triggering an exacerbated 

production of cytokines involved in bone remodeling and inflammation. 

 

Keywords: Implant surface, Osseointegration, Cell culture. 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

O procedimento cirúrgico para instalação de implantes envolve uma cascata de 

eventos biológicos que culminam na conexão direta entre tecido ósseo e implante de titânio 

sem interposição de tecidos moles, ou seja, na osseointegração (FRANCISCHONE e 

MENUCI-NETO, 2009). Mas, para que a osseointegração ocorra, deve haver um balanço 

entre vários aspectos vasculares, humorais e celulares da inflamação (REFAI et al., 2004), 
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bem como de eventos iniciais relacionados à neo-osteogênese, como viabilidade, adesão, 

proliferação e diferenciação de osteoblastos (LAVENUS et al., 2010). Esse balanço é 

influenciado pela biocompatibilidade do material, pelo desenho e a superfície do implante, 

pela qualidade do leito ósseo receptor, pela técnica cirúrgica e pelas condições de carga 

(FRANCISCHONE e MENUCI-NETO, 2009). Dentre estes fatores, a superfície do implante, 

por estar em íntimo contato com os tecidos biológicos na área de implantação, torna-se um 

fator determinante na sua biocompatibilidade e no processo de osseointegração (NANCI et al. 

1998). 

 Desta maneira, diversas modificações das superfícies de implante têm sido 

desenvolvidas, ou por alteração na topografia ou por alteração na composição química, ou por 

ambos (ENHENFEST et al., 2010). Essas alterações têm como objetivo acelerar o processo de 

reparo ósseo e melhorar a ancoragem óssea, principalmente em situações de quantidade e 

qualidade ósseas ruins (FRIBERG et al., 2000). As modificações físicas na topografia das 

superfícies compreendem alterações na morfologia e rugosidade das mesmas, tanto em escala 

micrométrica quanto nanométrica. Já as modificações químicas, compreendem a incorporação 

de moléculas inorgânicas à superfície (como as diversas fases de cálcio fosfato), ou moléculas 

orgânicas (peptídeos, enzimas, proteínas e fatores de crescimento) (SCHLIEPHAKE E 

SCHARNWEBER, 2008; ENHENFEST et al., 2010). 

O ponto de partida das superfícies de implante foram as superfícies usinadas. 

Comercialmente, elas são conhecidas como superfícies lisas, mas apresentam micro-ranhuras 

resultantes do próprio processo de torneamento do metal. Apesar de terem sido utilizadas 

como padrão ouro por décadas na implantodontia, inclusive constituindo referência como 

controle em estudos de novas superfícies, eram necessários vários meses para a 

osseointegração do implante, de acordo com protocolos clássicos (COELHO et al., 2009).  

Atualmente tem sido demonstrado que a modificação no padrão de rugosidade da 

superfície aumenta não somente o contato osso-implante, mas também a interação 

biomecânica da interface em curtos períodos depois da implantação, acelerando o processo de 

osseointegração (BUSER et al., 2004; ELIAS et al., 2008a; ROCCI et al., 2008; BONFANTE 

et al., 2011). Por isso, as superfícies rugosas (sejam micro ou nanotexturizadas) têm se 

difundido na implantodontia oral e substituído frequentemente os implantes com superfícies 

usinadas nas aplicações clínicas (SCHLIEPHAKE et al,. 2005).  

Neste sentido, emergiram diversas técnicas de modificação física, algumas das quais 

ainda se encontram disponíveis comercialmente, como: o plasma spray de titânio (também 

conhecida como TPS – Titanium Plasma Spray); o jateamento com sílica, alumina (Al2O3), 
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dióxido de titânio (TiO2) ou biocerâmica reabsorvível (RBM – Resorbable Blast Media) 

seguidos ou não pelo ataque ácido; e o ataque ácido propriamente dito, que se utiliza da 

imersão em apenas um ácido ou em uma combinação de ácidos fortes (clorídrico, fluorídrico, 

nítrico e sulfúrico) (COELHO et al., 2009). Com exceção do primeiro tipo de tratamento 

citado, que caiu em desuso devido a possibilidade de delaminação das partículas durante 

instalação ou carregamento funcional (LE GUÉHENNEC et al., 2007), existe uma variedade 

de morfologias topográficas assumidas tanto para o jateamento quanto para o ataque ácido, 

dependendo das condições nas quais os tratamentos são realizados (LE GUÉHENNEC et al., 

2007; COELHO et al., 2009). 

Até o presente, muitas investigações experimentais têm demonstrado claramente que a 

resposta do tecido ósseo é influenciada pela topografia da superfície do implante (TOMSIA et 

al., 2010; GITTENS et al., 2011). As superfícies com ataque ácido, assim como os implantes 

jateados, demonstram melhor osseointegração comparadas às usinadas (WENNERBERG e 

ALBREKTSSON, 2009; BONFANTE et al., 2011). Além disso, estudos mais recentes têm 

sugerido que modificações químicas na superfície do titânio usando moléculas bioativas 

melhoram e/ou aceleram o processo de diferenciação osteoblástica (LINCKS et al., 1998; 

BUSER et al., 2004; LIU et al., 2007). Como as moléculas são integradas na estrutura do 

implante, elas são liberadas gradualmente, agindo como um sistema lento de liberação de 

agentes osteogênicos no sítio de implantação (LIU et al., 2004).  

Dentre todas as modificações químicas de superfície de implante, a cobertura com 

diferentes fases de fosfato de cálcio (CaP), principalmente hidroxiapatita (HA), tem recebido 

significante atenção (YANG et al., 2005). O interesse em usar esse material é devido à sua 

similaridade química com a matriz óssea mineralizada e pelo fato de que essas coberturas 

podem ser aplicadas ao longo da superfície do implante por diferentes métodos industriais 

(COELHO et al., 2009). A biocobertura de CaP aumenta a osteocondutividade dos implantes 

(BARRÈRE et al., 1999), além de serem biocompatíveis, não tóxicas e capazes de formar 

uma união bioquímica com o tecido ósseo, conhecida como “bone-bonding” (MENDES et al., 

2007). 

Coberturas com CaP ou HA podem ser obtidas por diferentes métodos: plasma spray, 

deposição por pulverização catódica, deposição sol-gel, deposição a laser pulsado, deposição 

assistida de feixe iônico (DAFI), deposição cristalina discreta (DCD), deposição 

eletroquímica (também conhecida como anodização ou oxidação anódica), deposição 

eletroforética, tratamento hidrotérmico e precipitação biomimética (NARAYANAN et al., 

2008). Dentre eles, a cobertura biocerâmica mais disponível comercialmente é a obtida por 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wennerberg%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Albrektsson%20T%22%5BAuthor%5D
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plasma spray de hidroxiapatita (PSHA). Entretanto, a possibilidade de delaminação da 

cobertura a partir da superfície de titânio e falha adesiva na interface biocerâmica-substrato 

metálico, fez com que esse tratamento caísse em desuso na prática odontológica (COELHO et 

al., 2009). 

Apesar da grande variedade de tratamentos de superfície que são atualmente propostos 

pela comunidade científica, ainda não há um consenso sobre qual seria o melhor tratamento 

para acelerar a resposta biológica e alcançar um melhor reparo ósseo (DOS SANTOS et al., 

2009). Métodos capazes de produzir superfícies micro-rugosas, como jateamento, ataque 

ácido e anodização eletroquímica, continuam a ser usados pela indústria de implante para 

confeccionar superfícies de implantes dentais (ELIAS et al., 2008a; ELIAS et al, 2008b; DOS 

SANTOS et al., 2009). Assim é importante que essas superfícies comercialmente disponíveis 

continuem a ser avaliadas para determinar os efeitos das características de superfície sobre o 

comportamento celular e o reparo ósseo e, ainda, sobre a inflamação, evento crucial para 

determinar se o reparo caminhará para formar tecido ósseo (sucesso) ou tecido mole (falha). 

Estudos in vitro, tais como modelos de cultura de células, são rotineiramente utilizados 

para avaliar a resposta de osteoblastos em contato com diferentes substratos de implantação 

no tecido ósseo (MOURA et al., 2009; GITTENS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013). As 

culturas de células geralmente focam no aspecto morfológico, na viabilidade, adesão, 

proliferação e diferenciação dos osteoblastos frente a implantes com diversos tratamentos de 

superfície (ANSELME et al., 2000; COELHO et al., 2009). No entanto, para o 

desenvolvimento ósseo fisiológico, além da necessidade de ocorrer esses eventos celulares 

iniciais, os osteoblastos devem sinalizar, de maneira controlada e coordenada, para que ocorra 

a reabsorção óssea (SPYROU et al., 2002): ou por ativação dos osteoclastos ou pelo estímulo 

à proliferação de células progenitoras de osteoclastos (LERNER, 2000). Esta sinalização é 

amplamente mediada por interleucinas assim como por outras moléculas, como a 

osteoprotegerina (OPG) (SPYROU et al., 2002). 

A maioria dos estudos que relacionam diferentes tratamentos de superfícies à síntese 

de citocinas e interleucinas focam na maneira como mediadores pró e anti-inflamatórios 

secretados por células inflamatórias (e não osteoblastos) influenciariam na magnitude e 

duração da reação inflamatória, desencadeada após a injúria causada pela instalação de um 

implante (REFAI  et al., 2004; GÖRANSSON et al., 2006; OMAR  et al., 2010; OMAR  et 

al., 2011; MOURA et al., 2011). Poucas são as pesquisas (SPYROU et al., 2002) sobre a 

influência dos tratamentos de superfície na sinalização para remodelação in vitro, via secreção 

de interleucinas pelos próprios osteoblastos. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi 
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analisar in vitro o efeito de três superfícies de titânio disponíveis comercialmente, usinada, 

ataque ácido e bioanodizada com CaP, sobre a viabilidade e adesão celulares, bem como 

sobre a secreção de interleucinas (IL-1β e IL-12) por osteoblastos fetais humanos 

imortalizados.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Obtenção e caracterização dos discos de titânio  

 

  

Os discos de titânio utilizados nesta pesquisa foram produzidos, embalados e 

gentilmente doados pela empresa Conexão Sistemas de Prótese (Arujá, SP, Brasil). Os 

espécimes (n=6 discos/grupo) foram construídos em titânio comercialmente puro, com 8 mm 

de diâmetro e 4 mm de altura, os quais receberam três tipos de tratamentos de superfície: 

usinado (USI) – controle de heterogeneidade, ataque ácido (AA) e bioanodizado com 

incorporação de CaP (BIO) (Fig.1). Os discos USI foram obtidos a partir do torneamento de 

barras de titânio e não receberam qualquer tratamento adicional que possibilitasse a 

modificação da textura ou composição química do metal. Os discos tratados com ácido foram 

imersos em uma mistura contendo ácido nítrico (HNO3), clorídrico (HCl)  e sulfúrico 

(H2SO4), o que resultou em superfícies com rugosidade superficial em torno de 0,67 µm. As 

amostras bioanodizadas foram preparadas pelo método de oxidação anódica a microarco em 

solução eletrolítica contendo Ca e P sob altas tensões, no modo galvanostático, resultando em 

superfícies com rugosidade superficial em torno de 0,87μm (ELIAS, 2010). A rugosidade, 

molhabilidade, morfologia e composição dessas superfícies foram previamente determinadas 

utilizando rugosímetro a laser, goniômetro, microscópio eletrônico de varredura (MEV) e 

espectroscopia fotoeletrônica de raios-X (XPS), respectivamente (ELIAS et al., 2008b). 

 

 



7 

 

Fig.1: Discos de titânio com diferentes tratamentos de superfície: A- usinado (USI), B- ataque 

ácido (AA) e C- bioanodizado com CaP (BIO). 

 

2.2 Cultura dos osteoblastos 

 

 Osteoblastos fetais humanos da linhagem hFOB 1.19 (ATCC, American Type Culture 

Collection, Rockville, MD, EUA) foram cultivados em placas de petri estéreis contendo uma 

mistura de 1:1 de meio Eagle modificado por Dulbecco (alta glicose) e Hams F12 

(DMEM/F12) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), suplementada com 10% de soro fetal bovino 

(Gibco Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) e 1% de antibiótico/antimicótico 

(penicilina/estreptomicina/anfotericina) (Invitrogen). As culturas foram mantidas em estufa 

umidificadora a 37ºC, 5% de CO2 e 95% de ar até atingirem confluência.  

Para que o plaqueamento fosse realizado, as células foram soltas do fundo da placa por 

descolamento enzimático com solução de tripsina e EDTA por 5 minutos a 37°C. Após este 

tempo, as células desprendidas foram coletadas e a ação proteolítica da tripsina foi inibida 

pela adição de soro fetal bovino à suspensão. Em seguida, a suspensão celular foi centrifugada 

a 1500rpm, a 22°C e o “pellet” obtido foi ressuspendido em DMEM/F12. As células foram 

contadas em hemocitômetro e plaqueadas na densidade de 2x104 células/poço sobre os discos 

de titânio em placas de poliestireno de 24 poços (Corning Incoporated, Corning, NY, EUA). 

Cada poço foi completado com 1 mL de meio, sendo que a cada três dias o mesmo era 

trocado e a progressão da cultura avaliada por microscopia de fase.  

Após 1, 7 e 14 dias de cultura, os sobrenadantes foram coletados para dosagem das 

citocinas IL-1β e IL-12. Nos mesmos tempos experimentais, foi avaliada a viabilidade dos 

osteoblastos. A adesão celular foi analisada após 7 e 14 dias de cultura. 

 

2.3 Determinação da viabilidade celular 

 

 A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico MTT-Formazan, que 

testa a atividade de uma enzima mitocondrial em células viáveis. Essa enzima, chamada 

lactatus desidrogenase, é capaz de clivar o MTT, o que demonstra então a integridade e 

atividade da mitocôndria e, por consequência, a viabilidade celular. De cada poço, 600 µL de 

meio de cultura foram aspirados e armazenados a -70 ºC até a utilização, restando 400 µL. A 

atividade enzimática foi determinada adicionando 40 μL/poço de MTT (M-2128, Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, EUA), na concentração de 5 mg/ml, seguida de incubação das placas a 
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37 °C por 4 h. Após o período de incubação, os cristais de formazan resultantes foram 

dissolvidos com 400 μL/poço de dimetil sulfóxido (DMSO, Labsynth, Diadema, SP, Brasil). 

Em seguida, o conteúdo de cada poço foi homogeneizado utilizando um micropipetador e 

uma alíquota de 100 μL de cada um foi transferida para poços separados em uma placa de 96 

poços (Corning Incoporated). A viabilidade celular foi então medida como absorbância em 

leitor de microplacas a 570 nm (Instrutherm Espectrofotômetro UV-2000A, São Paulo, SP, 

Brasil). A densidade óptica de cada poço foi proporcional à quantidade de cor que por sua vez 

era proporcional ao número de células viáveis. Para todos os tempos experimentais, os testes 

foram realizados em triplicata. 

 

2.4 Determinação da adesão celular 

 

 A avaliação da adesão celular foi realizada por meio da contagem dos núcleos 

marcados com Hoechst Dye H33258 (Invitrogen), um marcador específico de DNA. O meio 

de cultura foi removido de cada poço e as células foram fixadas em paraformaldeído a 4% por 

24 horas. Posteriormente, os discos contendo as células aderidas foram lavados duas vezes 

com solução salina tamponada com fosfato a 1% (PBS 1x) por 3 minutos cada. Então, foi 

adicionado aos poços, 1 ml de PGN, solução composta por PBS 1x, 0,25% de gelatina em pó 

(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) e 0,1% de azida sódica (Sigma-Aldrich) durante 15 

minutos. Em seguida, as células cultivadas sobre os discos foram permeabilizados com Triton 

1% por 15 minutos e, na sequência, lavadas com PBS 1x por 3 minutos. O PBS foi retirado e 

o Hoechst Dye H 33258 diluído em uma solução de PGN mais 0,1% de saponina, na 

concentração de 1:1000μl. Foram adicionados 10 μl da solução contendo Hoechst sobre cada 

disco e deixados por 5 minutos. Na sequência, os discos foram lavados novamente duas vezes 

com PBS 1x, por 30 segundos cada. A montagem dos discos sobre as lâminas foi feita com 

adesivo a base de cianoacrilato (Super Bonder®, Loctite, São Bernardo dos Campos, São 

Paulo, Brasil) de um lado do disco e lamínulas com uma gota de reagente antidecaimento 

(Prolong® Gold Antifade Reagent, Invitrogen) do outro. As lâminas foram analisadas ao 

microscópio confocal (Zeiss 510 Meta, Carl Zeiss, Stuttgart, Alemanha) acoplado com 

câmera digital Motic Cam (Motic, Richmond, BC, Canadá). Com auxílio do software Motic 

Image Plus 2.0 ML, dezenove campos em cada disco foram fotografados para posterior 

contagem das células aderidas (núcleos marcados com Hoechst) (Fig.2) no software Adobe 

Photoshop CS5. 
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Fig.2: Fotomicroscopia de núcleos celulares marcados por Hoechst (em azul).  

 

2.5 Dosagem das citocinas 

 

 Os sobrenadantes previamente coletados e congelados foram utilizados para dosagem 

dos níveis de IL-1β e IL-12 pelo método ELISA Sanduíche. Para tanto, foi utilizado o kit 

comercial Peprotech (Rocky Hill, NJ, EUA) conforme recomendação do fabricante e em 

triplicata. Brevemente, microplacas de 96 poços (Corning Incorporated) foram sensibilizadas 

com 100 µl de anticorpo de captura, para cada citocina, diluídos em PBS na concentração de 

1µg/ml para posterior incubação “overnight” em temperatura ambiente. Após a incubação, as 

placas foram lavadas com solução de PBS-T a 0,05% e bloqueadas com 300 µl de solução de 

bloqueio (1% BSA) por pelo menos 1 hora à temperatura ambiente. Em seguida, as placas 

foram lavadas e incubadas por 2 horas à temperatura ambiente com 100 µl das amostras testes 

e citocinas padrões (a concentração inicial da curva foi de 1ng/ml e 2ng/ml para IL1-β e IL12, 

respectivamente). As placas foram lavadas e 100 µl de anticorpo de detecção diluído em 

diluente (0,05% Tween, 0,1% BSA em PBS) na concentração de 0,25 µg/ml foram 

adicionados a cada poço para incubação à temperatura ambiente por 2 horas. Posteriormente, 

as placas foram novamente lavadas e 100 µl de avidin-HRP conjugado foram adicionados por 

poço para incubação por 30 minutos à temperatura ambiente. Após nova lavagem das placas, 

100 µl de substrato enzimático foi adicionado a cada poço e então as placas foram incubadas 

para o desenvolvimento da coloração. As leituras foram efetuadas em leitora de placa 405 nm 

com correção de comprimento de onda estabelecido em 650 nm. A concentração de cada 

630x 
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citocina foi determinada de acordo com a curva de regressão linear obtida pelas respetivas 

citocinas padrões.   

  

2.6 Análise estatística 

 

 A estatística descritiva foi calculada utilizando o software SigmaPlot 11.0 (Systat 

Software Inc., Chicago, IL, EUA). Os dados obtidos foram submetidos aos testes de 

normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade de variâncias (Levene). Os parâmetros de 

viabilidade celular após 1 dia foram comparados pelo teste Kruskall-Wallis, seguidos pelo 

pós-teste de Dunn. As comparações dos valores de viabilidade e adesão celulares após 7 e 14 

dias foram realizadas pela Análise de Variância univariada (ANOVA one-way), seguida pelo 

teste Tukey quando necessário. Para todas as análises estatísticas, o nível de significância foi 

estabelecido em p<0,05. 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Viabilidade celular 

 

Os resultados de viabilidade celular foram medidos como absorbância pelo ensaio de 

MTT (Fig.3). No primeiro dia, USI apresentou maior viabilidade que os outros grupos, porém 

com diferença significante apenas em relação ao grupo AA (p<0,001). Após 7 dias, houve um 

aumento significativo na viabilidade para AA e BIO em relação ao grupo controle (p=0,047 e 

p=0,003, respectivamente), mas nenhuma diferença significativa quando comparados entre si. 

Apesar do aumento nos níveis de absorbância dos três grupos observado aos 14 dias, não 

houve diferença estatística entre eles. 
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Fig.3: Viabilidade celular medida como absorbância (ensaio MTT) de células hFOB 1.19 

cultivadas sobre as superfícies USI (usinada), AA (ataque ácido) e BIO (anodizada com CaP) 

após 1, 7 e 14 dias. Valores representados pela média ±DP (desvio-padrão). *Diferenças 

estatísticas significantes entre os grupos. 

 

3.2 Adesão celular 

 

Observando-se a adesão ao longo dos dois períodos experimentais estudados, nota-se 

que houve aumento no número de células aderidas para os grupos USI e BIO entre 7 e 14 dias 

e diminuição para AA (Fig.4).  Após 7 dias de cultivo, USI teve uma alta quantidade de 

células aderidas comparado aos outros grupos, mas com diferença significativa apenas em 

relação a AA (p=0,006).  Aos 14 dias, o número de células aderidas do grupo controle foi 

significativamente maior do que os outros dois grupos avaliados (p<0,001). AA e BIO 

também apresentaram diferença significativa entre si aos 14 dias, com maior adesão celular 

sobre as superfícies BIO (p=0,001). 
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Fig.4: Adesão das células hFOB 1.19 sobre as superfícies USI (usinada), AA (ataque ácido) e 

BIO (anodizada com CaP) após 7 e 14 dias. A adesão celular é apresentada como a média ±DP 

do número de núcleos marcados com Hoescht nas amostras dos diferentes tratamentos. 

*Diferenças estatísticas significantes entre os grupos. 

 

3.3 Dosagem de citocinas 

 

O contato das células hFOB 1.19 com as diferentes superfícies de titânio causou a 

secreção de IL-1β e de IL-12 de maneira idêntica entre os grupos, em todos os tempos 

experimentais em questão (Fig.5).  

 

 

Fig.5: Níveis de IL1-β (A) e IL12 (B) secretados pelas células hFOB 1.19 cultivadas sobre as 

superfícies USI (usinada), AA (ataque ácido) e BIO (anodizada com CaP) após 1, 7 e 14 dias. 
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Durante o cultivo, o sobrenadante foi coletado e a dosagem das citocinas realizada por 

ELISA. Valores representados pela média ±DP. 

 

4. DISCUSSÃO 

 

Diversos trabalhos mostraram a influência da rugosidade da superfície do implante na 

resposta celular (BOWERS et al., 1992; LE GUÉHENNEC et al., 2007; LEE et al., 2010; 

NOVAES-JÚNIOR et. al., 2010; KUBIES et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013), em 

particular dos osteoblastos, os quais exibem características fenotípicas dependentes da 

rugosidade. No presente trabalho, buscou-se avaliar além da rugosidade, o efeito da 

composição da superfície sobre eventos celulares bem documentados em estudos in vitro, 

como a viabilidade e adesão de osteoblastos, bem como sobre eventos que sucedem a adesão, 

como a secreção de interleucinas, relatadas como importantes tanto na resposta inflamatória 

desencadeada, quanto na remodelação óssea.  

A viabilidade celular de osteoblastos hFOB 1.19 mostrou ser influenciada pela 

modificação da superfície. Inicialmente (após 1 dia), as células tendem a ser mais viáveis nas 

superfícies lisas, mas logo as superfícies mais rugosas e hidrofílicas passam a ser favorecidas. 

Estes resultados estão em desacordo com os achados de Lee et al. (2010) que encontraram 

significativa viabilidade celular favorável às superfícies mais rugosas (anodizadas e 

jateadas/ataque ácido) logo após 1 dia de cultura, que se manteve nos tempos experimentais 

seguintes (2 e 3 dias). Entretanto, a comparação com esses resultados deve ser feita com 

cautela uma vez que outros materiais e tipos celulares foram utilizados. Oliveira et al. (2013) 

ao avaliarem as mesmas superfícies estudadas no presente estudo, após 3 e 7 dias, observaram 

uma maior viabilidade celular para as superfícies rugosas (ataque ácido e anodizada com CaP) 

em ambos os tempos experimentais mas significativamente apenas aos 7 dias. Talvez se estes 

autores tivessem avaliado o período de 24h, pudessem ter encontrado resultados favoráveis 

para as superfícies usinadas, tal qual no presente trabalho. 

Considerando que as células podem estar viáveis, mas não estarem aderidas ao 

substrato, a adesão celular é um importante parâmetro a ser avaliado. A maior adesão de 

osteoblastos 1.19 encontrada nas superfícies lisas em ambos os tempos experimentais 

estudados confirma esta preocupação. Apesar de as superfícies AA e BIO terem um maior 

número de células viáveis aos 7 e 14 dias, estas células estão mais desaderidas do que no 

grupo controle. Considerando que as células só iniciam sua proliferação após estarem 



14 

 

aderidas, este estudo falhou em mostrar que superfícies mais rugosas ou com modificação em 

sua composição favorecem positivamente os eventos iniciais da neo-osteogênese. 

Diferentemente dos nossos achados, outros estudos mostraram que superfícies mais rugosas 

apresentam maior adesão e proliferação celular (TAKEBE et al., 2000; ZHANG et al., 2004; 

KUBIES et al., 2011; PAE et al., 2011).  

Ainda, de acordo com Anselme e Bigerelle (2005), os osteoblastos se aderem, 

distribuem e proliferam mais rapidamente em superfícies usinadas do que em rugosas, assim 

como encontrado no presente estudo. Superfícies mais rugosas parecem influenciar 

positivamente parâmetros como a diferenciação osteoblástica, a mineralização da matriz e a 

produção de fatores de crescimento (Cooper et al., 1998). Em relação à influência da 

composição química no caso das superfícies anodizadas, Lee et al. (2010) sugerem que a 

organização e o estado cristalino das coberturas de CaP parecem ter papel crucial no 

comportamento celular, podendo ser mais ou menos favorável à proliferação celular. No 

entanto, estudos químicos específicos sobre distribuição do tamanho do poro, porosidade e 

cristalinidade seriam necessários para determinar qual a estrutura e fase do cristal a superfície 

usada neste trabalho apresenta, o que a priori não foi o foco deste estudo.  

Uma vez aderidas, as células hFOB 1.19 proliferam e diferenciam em osteoblastos 

maduros que secretam moléculas sinalizadoras a fim de estimular a remodelação óssea. Desta 

maneira, duas citocinas com ações antagônicas neste processo foram analisadas, IL-1β e IL-

12. A IL-1β atua na ativação de osteoclastos estimulando a reabsorção óssea (GARLET et al., 

2004) por meio da regulação positiva de RANKL, o ligante para o fator nuclear Kappa B 

produzido por osteoblastos e células estromais que induz a diferenciação osteoclástica 

(GARCÍA-LÓPEZ et al., 2005). Esta citocina ainda está relacionada com a produção de 

metaloproteinases (CHANG et al., 2002), importantes no processo de degradação das fibras 

colágenas, contribuindo assim tanto para o “turn over” ósseo quanto para a progressão de uma 

possível periimplantite. Já a IL-12 tem sido relacionada como inibidora da osteoclastogênese 

in vitro, isto é, da formação de osteoclastos e consequente reabsorção óssea (GARCÍA-

LÓPEZ et al., 2005). Diferentemente da IL-1β, a IL-12 inibe a expressão de RANKL via 

mediação por IFN-ɣ, inibindo a diferenciação de osteoclastos (NAGATA et al., 2003). Desta 

forma, os níveis destas interleucinas com papéis antagônicos em células osteoblásticas 

cultivadas sobre diferentes superfícies de titânio são úteis na predição se a reabsorção óssea 

ou deposição óssea estaria sendo induzida em maior ou menor grau por cada tratamento. 
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A produção de IL-1β e IL-12 mostrou-se abaixo da sensibilidade de detecção dos kits 

comerciais em todos os tempos experimentais e independente do tipo de tratamento de 

superfície. Esse resultado pode estar relacionado com a também baixa adesão das células aos 

discos de titânio, o que teria contribuído para os níveis reduzidos de secreção das citocinas. 

No entanto, esperaria-se então que pelo menos nas superfícies usinadas, que tiveram uma 

maior adesão celular, isto se refletisse na síntese dos mediadores analisados, o que não 

ocorreu. Assim, acreditamos que os baixos níveis de secreção se devem à linhagem de células 

utilizadas neste estudo, uma linhagem de células osteoprogenitoras que requerem mais etapas 

até sua diferenciação em osteoblastos maduros e cujos períodos de tempo avaliados podem 

não ter sido suficientes para o término da mesma.  

Spyrou et al. (2002) observaram que a síntese das interleucinas IL-1, IL-6 e IL-18 

(cuja atividade é sinérgica à IL-12) por osteoblastos mostrou-se influenciada pela rugosidade 

e tratamento de superfície, após 1, 3, 5 e 7 dias de cultura. No entanto, diferentemente do 

nosso trabalho, os autores utilizaram uma linhagem de osteoblastos maduros imortalizados 

originalmente isolados a partir de osteosarcoma (SaOS-2), o que pode explicar  esses 

resultados conflitantes. Células provenientes de tumores malignos supostamente proliferam-se 

mais que osteoblastos humanos normais (PAUTKE et al., 2004), como os utilizados nesta 

pesquisa.  

Sob o aspecto da inflamação, é interessante notar que sendo IL-1β e IL-12 citocinas 

pró-inflamatórias, nenhum tratamento de superfície estimulou uma secreção exacerbada das 

mesmas. A secreção destas citocinas também pode ter sido baixa porque não houve estímulo 

externo, em consonância com estudos prévios que utilizaram cultura de macrófagos não 

estimulados (GRETZER et al., 2003; MOURA et al., 2011). Foi encontrado que macrófagos, 

por exemplo, aumentam a secreção de citocinas pró-inflamatórias após a estimulação por LPS 

(lipopolissacarídeo) em diferentes materiais de superfície (THOMSEN e GRETZER, 2001; 

REFAI et al., 2004; GÖRANSSON et al., 2006).  Parece ainda haver uma correlação entre 

maior secreção de citocinas pró-inflamatórias por macrófagos estimulados com o aumento da 

rugosidade de superfície (REFAI et al., 2004).  

Levando em consideração que este estudo avaliou três superfícies de implante 

disponíveis comercialmente, a maior rugosidade de AA e BIO ou mesmo a modificação da 

composição química de BIO não influenciaram positivamente os parâmetros biológicos 

iniciais avaliados (viabilidade e adesão celulares) como era de se esperar.  A linhagem 

osteoprogenitora estudada foi mais viável e se aderiu mais à superfície usinada (controle) e, 

independente do tempo experimental e da superfície, não sintetizou quantidade significativa 
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das interleucinas IL-1β e IL-12. Estes resultados confirmam a importância de se continuar 

avaliando as superfícies disponíveis no mercado que tanto focam nas modificações físicas e 

químicas, até mesmo para validação de seu uso clínico. Assim, outros estudos in vitro são 

necessários utilizando tempos experimentais maiores e uma linhagem de osteoblastos 

maduros, em co-cultura com macrófagos, estimulados ou não, a fim de melhor avaliar a 

síntese das interleucinas em questão.  Além disso, considerando que a rugosidade e a 

composição da superfície parecem influenciar muito mais a diferenciação do que viabilidade e 

adesão, a diferenciação osteoblástica também deve ser avaliada, assim como a estrutura e fase 

do cristal de CaP formado. 

 

 

5. CONCLUSÃO 

 

 De acordo com a metodologia empregada neste estudo e com os resultados obtidos, 

pode-se concluir que dentre as superfícies estudas, o grupo controle (usinado) influenciou 

positivamente os eventos iniciais da neo-osteogênese in vitro, como viabilidade e adesão 

celulares, não desencadeando uma produção exacerbada de citocinas envolvidas com a 

remodelação óssea e a inflamação.  
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