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RESUMO 

 

A interface entre a superfície do implante e o tecido ósseo desempenha um papel crítico 
na estabilidade e no sucesso do implante. Diversas técnicas de modificação da superfície 
do titânio vêm sendo propostas e implementadas comercialmente, sendo as mais comuns 
o jateamento combinado ao ataque ácido, a oxidação eletrolítica a plasma (Plasma 
Electrolytic Oxidation, PEO), e a deposição de biocerâmicas (principalmente a 
hidroxiapatita) por plasma spray. Entretanto, a técnica de plasma spray tem algumas 
desvantagens devido à alta temperatura envolvida neste processo, a qual altera a estrutura 
da HAp, e além disso, a camada depositada é heterogênea, com muitos defeitos, podendo 
ocasionar o desplacamento da HAp. O objetivo deste trabalho foi produzir uma superfície 
modificada no titânio, combinando a técnica de PEO, que resulta em uma camada de 
óxido porosa e bem aderida ao subtrato, com a incorporação mecânica de biocerâmicas 
dentro desses poros e avaliar a adesão dessas partículas após um ensaio de inserção, e a 
bioatividade. As partículas biocerâmicas testadas foram dois materiais bastante utilizados 
comercialmente, a hidroxiapatita e o Bioglass 45S5®, e um biovidro experimental à base 
de fosfato de cálcio (PBG – Phosphate Based Glass). Amostras de titânio grau 4 foram 
previamente lixadas e limpas ultrassonicamente, e anodizadas para a produção da camada 
porosa de TiO2. Em seguida, partículas do PBG, HAp e Bioglass foram incorporadas à 
camada porosa através de deposição mecânica. A adesão e manutenção dessas partículas 
foram caracterizadas pela inserção do implante em poliuretano de alta densidade e 
posterior avaliação em MEV. A bioatividade foi testada através de ensaios com cultura 
de células. Foram utilizadas células tronco de tecido adiposo (ADSC) e foi avaliada a 
citotoxicidade, adesão, proliferação e a diferenciação celular. Os resultados mostraram 
que a combinação da superfície de óxido porosa com a incorporação de partículas de 
biocerâmicas produziram uma superfície bioativa, e que as partículas permanecem 
aderidas ao implante após a sua inserção. Os resultados de células mostraram que a 
incorporação das partículas biocerâmicas promovem uma melhor resposta de viabilidade 
celular e um alto crescimento na diferenciação em células ósseas, comparado ao titânio 
sem tratamento e somente com a superfície PEO. Dentre as partículas biocerâmicas, o 
Bioglass 45S5 é o que apresenta o melhor resultado para tempos curtos de ensaio, e o 
vidro PBG o que apresenta o melhor resultado de diferenciação celular para tempos 
longos. Concluímos que a combinação de técnicas de PEO e deposição mecânica 
utilizando vidro à base de fosfato fornece uma superfície ideal para implantes dentários e 
ortopédicos. 
 
Palavras-chave: Titânio, biovidro, oxidação anódica, bioatividade, ADSC 
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ABSTRACT 

 

The interface between the implant surface and the bone tissue plays a critical role in the 
stability and success of the implant. Several techniques for modifying the surface of 
titanium have been proposed and implemented commercially, being the most common 
blasting combined with acid etching, plasma electrolytic oxidation (PEO), and the 
deposition of bioceramics (mainly hydroxyapatite) by plasma spray. However, the plasma 
spray technique has some disadvantages due to the high temperature involved in this 
process. The structure of HAp changes, and in addition, the deposited layer is 
heterogeneous, with many defects which can lead to displacement of HAp. The objective 
of this work was to produce a modified titanium surface, combining the PEO technique, 
which results in a porous oxide layer and well adhered to the substrate, with the 
mechanical incorporation of bioceramics, within these pores and evaluate the adhesion of 
these particles after an insertion assay, and bioactivity properties. The bioceramic 
particles tested were two commercially widely used materials, hydroxyapatite and 
Bioglass 45S5®, and an experimental absorbable phosphate based glass (PBG) bioglass. 
Grade 4 titanium samples were previously sanded and ultrasonically cleaned and 
anodized for the porous TiO2 layer. Thereafter, PBG, HAp and Bioglass® particles were 
incorporated into the porous layer by mechanical deposition. The adhesion and 
maintenance of these particles was characterized by the insertion of the implant in high 
density polyurethane and subsequent evaluation in SEM. Bioavailability was assessed by 
cell culture assays. Adipose tissue stem cells (ADSC) were used and cytotoxicity, 
adhesion, proliferation and cell differentiation were evaluated. The results showed that 
the combination of the porous oxide surface with the insertion of bioceramic particles 
produced a bioactive surface, and that the bioactive particles remain adhered to the 
implant after its insertion. The cell results showed that the incorporation of the bioceramic 
particles promoted a better cell viability response and a high growth in the differentiation 
in bone cells, compared to the titanium without treatment and only with the PEO surface. 
Among the bioceramic particles, the Bioglass 45S5 is the one that presents the best result 
for short test periods, and the PBG glass, which presents the best result of cell 
differentiation for long times. We conclude that the combination of PEO techniques and 
mechanical deposition using phosphate glass provides an ideal surface for dental and 
orthopedic implants. 
Keywords: Titanium, bioglass, PEO, bioactivity, ADSC. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O titânio e suas ligas são os biomateriais metálicos mais utilizados para implantes 

dentários e ortopédicos, devido às suas excelentes propriedades mecânicas, de resistência 

à corrosão e sua alta biocompatibilidade (Li et al., 2004; Geetha et al., 2009). 

A razão que leva o Titânio a possuir maior biocompatibilidade quando comparado a 

outros materiais metálicos, é a formação espontânea de uma camada amorfa de óxido 

quando em contato com meios ricos em oxigênio (Catledge, 2002).  

A camada de óxido de titânio (TiO2) também pode ser obtida artificialmente, através 

de diferentes métodos de modificação superficial, entre eles o processo de oxidação por 

plasma eletrolítico (PEO) que produz uma camada porosa de óxido bem aderida sobre a 

superfície do material (Gupta et al., 2007; Das, K., 2008). Além disso, essa técnica torna 

possível alterar a composição da camada durante sua formação, incorporando elementos 

capazes de aumentar a velocidade do processo de osseointegração (Kung et al., 2010; 

Hussein e Northwood, 2014). 

Outro método de modificação de superfície comumente utilizado para melhorar a 

osseointegração de implantes metálicos é a deposição de hidroxiapatita (HAp) ou vidros 

bioativos. A hidroxiapatita possui composição química semelhante ao tecido ósseo, 

tornando-a excelente em bioatividade. O biovidro mais utilizado comercialmente é o 

45S5 (45 wt% SiO2, 24,5 wt% CaO, 24,5 wt% Na2O, and 6,0 wt% P2O5), conhecido 

como Bioglass® (Knowles et al., 2001). Esses materiais cerâmicos são depositados 

através de diferentes técnicas na superfície do substrato metálico. Entre as técnicas mais 

utilizadas comercialmente estão o plasma spray, além da deposição eletroforética, sol-gel 

e deposição eletroquímica (Park, 2007). 

No entanto, o uso clínico dos revestimentos depositados por plasma spray são 

limitados por apresentarem uma grande diferença de propriedades mecânicas com relação 

ao substrato metálico. Isso ocasiona falhas na interface titânio-HAp ou titânio-biovidro, 

trazendo problemas de baixa adesão e alto risco de delaminação do revestimento, gerando 

instabilidade e consequente baixa vida útil do implante (Catledge, 2002). 

Além disso, quando analisamos o revestimento comercial (deposição de partículas de 

HAp por plasma spray) encontramos outros problemas limitantes do seu uso a médio e 

longo prazo (Ong et al., 2000). Devido à alta temperatura envolvida no processo, a 

estrutura inicial de algumas partículas de HAp se modifica, tornando possível encontrar 

partículas amorfas e cristalinas em um mesmo revestimento. A falta de homogeneidade 
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altera as propriedades de dissolução do material, tornando-a desigual e aumentando ainda 

mais o risco de desplacamento de parte do revestimento (Iamoni et al., 1999). 

A fim de evitar as desvantagens desse tipo de revestimento, desenvolvemos um 

método que combina a técnica de PEO com a deposição de materiais cerâmicos bioativos. 

Neste estudo, utilizamos a HAp que é o material cerâmico mais utilizado para 

recobrimento de materiais metálicos atualmente, um vidro bioativo comercial – o 45S5, 

e propomos o uso de biovidro à base de fosfato de cálcio, desenvolvido em trabalhos 

anteriores em nosso grupo de pesquisa (Weiss et al., 2014). São vidros que podem se 

dissolver em dias ou semanas, liberando íons de cálcio, fósforo e estrôncio, atraindo 

células ósseas que aceleram o processo de osseointegração (Best et al., 2009). 

 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral  

 

O objetivo deste trabalho foi produzir um revestimento bioativo, combinando as 

técnicas de oxidação por plasma eletrolítico e a deposição mecânica das biocerâmicas: 

HAp, Bioglass® 45S5 e biovidro a base de fosfato de cálcio. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

a) Avaliar a permanência das partículas das biocerâmicas inseridas nos poros de 

óxido de TiO2, após o teste de inserção em poliuretano; 

b) Avaliar a dissolução dos biovidros incorporados na camada de óxido de titânio; 

c) Avaliar a bioatividade das superfícies através de ensaios de viabilidade, 

proliferação, adesão e diferenciação celular, utilizando células tronco derivadas de tecido 

adiposo. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1  BIOMATERIAIS 

Os biomateriais são aqueles utilizados na área da saúde com objetivo de dar suporte 

temporário ou substituir tecidos, órgãos ou funções do corpo humano visando a melhor 

adequação e menor rejeição do organismo (National Institutes of Health, 1982). 

Esses materiais podem ser metálicos, cerâmicos ou poliméricos, de acordo com sua 

aplicação. Os biomateriais metálicos são bastante utilizados em implantes endósseos que 

exigem resistência a elevadas cargas mecânicas, como próteses dentárias, ou ortopédicas 

(Figura 1) (Ratner, 2004).  

 
        Figura 1. Ilustração de um implante endósseo (<https://senseodonto.com.br/implante-

dentario/> acesso em: 28/04/19). 

 

Os biomateriais são classificados em três grandes classes quanto à sua interação com 

o organismo humano: bioinertes, bioativos ou bio-absorvíveis (Figura 2) (Heness e 

Nissan, 2004). 

• Materiais bioinertes são aqueles que possuem a mínima interação possível com o 

organismo (Figura 2a); geralmente ocorre a formação de um tecido fibroso ao seu redor, 

fazendo com que o corpo humano não expulse e nem interaja com o material; 

• Materiais bioativos (Figura 2b e 2c) possuem uma maior interação com o 

organismo, os quais favorecem e auxiliam no crescimento do tecido circundante; 

• Materiais bioabsorvíveis (Figura 2d) são materiais que, após a sua colocação no 

interior do corpo humano, começam a se dissolver e a ser lentamente substituído pela 

formação do novo tecido (Heness e Nissan, 2004).  
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Figura 2. Esquema representando a interação dos grupos de biomateriais com o organismo 

humano: a) biomaterial bioinerte, b) e c) biomateriais bioativos e d) biomateriais bioabsorvíveis 
(Heness e Nissan, 2004). 

 

 

2.2  TITÂNIO EM IMPLANTES 

O titânio e suas ligas são os materiais mais utilizados na indústria dos biomateriais, 

devido às suas excelentes propriedades mecânicas, elevada resistência à corrosão e 

biocompatibilidade (Li et al., 2004; Geetha et al., 2009).  

Além disso, o principal diferencial do titânio quando comparado a outros materiais 

metálicos é a formação espontânea de uma camada passiva de óxido, quando em contato 

com o ar atmosférico e sua rápida capacidade de repassivação quando em contato com 

ambiente corrosivo (Cheng et al., 2006). 

A presença dessa camada passiva de óxido de titânio (TiO2) explica as excelentes 

propriedades biológicas que esse material possui (Shih et al., 2007). Apesar disso, ele é 

um material bioinerte, ou seja, não possui rápida integração com o tecido ósseo, o que 

resulta no desenvolvimento de um tecido fibroso ao redor do implante, levando ao seu 

isolamento e consequente afrouxamento (Das et al., 2008). 

Um dos principais fatores ligados ao sucesso clínico do implante é a qualidade e a 

velocidade do processo de osseointegração. A osseointegração está ligada ao 

comportamento da interface entre a superfície do implante e do tecido ósseo e para isso é 

necessária uma superfície bioativa (Brunette, 2012).  

Para melhorar a osseointegração, e criar uma interface que evite esse afrouxamento, é 

necessário favorecer o crescimento das células ósseas na superfície do implante (Liu et 
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al., 2004). Para isso são utilizadas técnicas de modificações superficiais (Chu et al., 

2009).  

 

2.3  TÉCNICAS DE MODIFICAÇÃO DE SUPERFÍCIES 

 

Diferentes técnicas de modificação de superfície foram desenvolvidas para melhorar 

a composição química, a morfologia, a topografia e a rugosidade dos implantes metálicos, 

sempre visando melhorar a velocidade e a qualidade do processo de osseointegração (Upp 

et al., 2006). 

Dentre essas técnicas, destacam-se o jateamento combinado com ataque ácido, 

oxidação eletrolítica à plasma (PEO) e revestimentos cerâmicos em substratos metálicos, 

como HAp por plasma spray (Pardo et al., 2009, Shrestha, 2010, Hornberger et al., 2012). 

 

 

2.3.1 Oxidação Eletrolítica a Plasma  

 

A camada de óxido de titânio pode ser obtida artificialmente através de várias técnicas 

de modificação superficial, entre elas a Oxidação Eletrolítica a Plasma (PEO) (Yerokin, 

1999). 

Essa técnica, também conhecida como oxidação por micro-arco, é considerada uma 

das melhores técnicas de modificação superficial, pois produz uma camada porosa bem 

aderida à superfície do titânio (Li et al., 2004). 

Durante o processo de anodização, ocorre a formação de uma camada interna 

compacta e densa sob a camada porosa externa, diminuindo o risco de desplacamento 

(Suminov, 2005; Goueffon et al., 2009; Walsh, 2009). Estudos anteriores realizados em 

nosso grupo comprovam a resistência a tribocorrosão (desgaste associado à corrosão) da 

camada de TiO2 obtida através do PEO sobre o substrato de titânio (Laurindo et al., 2017). 

Essa camada melhora não só a resistência à corrosão e ao desgaste, como também 

melhora as propriedades de integração do material com o tecido ósseo (Li et al., 2004). 

A presença dos poros leva ao aumento da rugosidade da superfície, fazendo com que as 

células tenham maior capacidade de adesão (Elias et al., 2007).  Além disso, durante o 

processo, é possível alterar a composição da camada, incorporando elementos, como Ca 

e P, capazes de aumentar a velocidade do processo de osseointegração (Kung, 2010). 
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2.3.1.1 Obtenção da camada de TiO2 

 

A técnica de PEO consiste em uma oxidação anódica, composta por uma célula 

eletroquímica que possui eletrodo de trabalho, contra-eletrodo, eletrólito e fonte de 

tensão, como mostra a figura 3. Aplicando uma diferença de potencial no sistema, através 

da fonte elétrica, temos o eletrodo de trabalho ligado ao polo positivo (cátodo) e o contra 

eletrodo ao polo negativo (ânodo). A partir disso ocorre uma reação de oxirredução: a 

superfície do ânodo é oxidada enquanto a superfície do cátodo é reduzida, levando ao 

crescimento da camada de óxido na superfície do titânio (Yerokhin et al., 1999; Li et al., 

2004; Santos 2005; Hussein e Northwood, 2014).  

 

 

Figura 3. Diagrama esquemático da célula eletroquímica para realizar PEO. 

 

Existem dois métodos pelos quais a técnica de PEO pode ser realizada. O método 

potenciostático, no qual é aplicada uma tensão constante ao processo, e o método 

galvanostático, no qual é aplicado um valor constante para a densidade de corrente (Liu 

et al., 2006). 
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Figura 4. Imagem esquemática da formação de poros no óxido de TiO2  pelo processo de PEO 

(Shin et al., 2011). 

 

A camada de óxido se comporta como uma camada isolante sobre o substrato, e 

quando a diferença de potencial aplicada ao sistema excede um valor crítico, ocorre a 

ruptura dielétrica da mesma. A ruptura dielétrica dessa camada isolante ocorre na forma 

de descargas elétricas, como é mostrado na figura 4, gerando a formação de “micro-

arcos”, ou seja, canais de plasma, que podem ser observados pela da presença de faíscas 

na superfície do material. A alta temperatura no local dos micro-arcos faz com que a 

camada de óxido se funda, formando os poros (Yerokhin et al., 1999; Dunleavy et al., 

2009; Nominé et al., 2015). 

Além da tensão e da densidade de corrente, o processo sofre influência da 

composição e concentração do eletrólito. A adição de íons de diferentes elementos no 

eletrólito faz com que estes sejam incorporados e afetem a composição da nova superfície 

(Diamanti e Pedeferri, 2007). A incorporação desses elementos ocorre na resolidificação 

da camada fundida (Nominé et al., 2015; Shokouhfar e Allahkaram 2016). 

Muitos estudos usam a adição de íons de cálcio e fósforo na composição do 

eletrólito, durante o PEO, para que formem uma camada rica em elementos que são 

presentes no tecido ósseo humano, favorecendo o processo de osseointegração (Zhu et 

al., 2001, Ishizawa et al., 1995, Laurindo et al., 2014). Também podem ser utilizados íons 

de boro, prata e zinco para formar uma camada rica em elementos funcionais, como os 

bactericidas (Sopchenski et al., 2018a; Sopchenski et al., 2018b; Santos et al., 2018). 
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2.3.2 Deposição de Hidroxiapatita/Biocerâmicas 

 

Outro método de modificação superficial usado para melhorar o processo de 

osseointegração em implantes é revestir metais com hidroxiapatita sintética ou 

biocerâmicas (Kim et al., 2005). Esses revestimentos formam uma superfície 

osteocondutora que facilita a ligação do implante com o tecido ósseo (Li et al., 2003). 

A matriz óssea é composta de hidroxiapatita e fibras de colágeno. A hidroxiapatita 

representa cerca de 70% do peso e 50% do volume dessa matriz (Wei et al., 2001). Isso 

explica sua excelente biocompatibilidade, porém suas propriedades mecânicas não são 

adequadas para serem usadas como um implante, o que leva serem utilizadas como 

revestimento em substratos metálicos (Wei et al., 2001). 

Além disso, muitos problemas relacionados ao desplacamento deste revestimento são 

relatados, incluindo falhas na interface titânio-HAp, o que causa problemas de baixa 

adesão e diminuição da vida útil do implante (Catledge et al., 2002).  O desplacamento 

deste revestimento é justificado pela grande diferença entre propriedades mecânicas da 

HAp  e do material metálico do substrato (Catledge et al., 2002). 

Várias técnicas são utilizadas para a deposição desse revestimento, como por plasma 

spray, sol-gel e eletroforese (Park et al., 2007), sendo o mais utilizado comercialmente o 

revestimento por plasma spray. Essa técnica consiste na pulverização do pó de HAp 

através de um spray de plasma em alta temperatura em direção ao substrato metálico 

(Ergun et al., 2003), como mostrado na figura 5. 

 
Figura 5. Desenho esquemático da técnica de revestimento por Plasma Spray (Adaptado de 

<https://www.ofic.co.jp/en/r_and_d/thermalspraying/> Acesso: 21/03) 
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A fonte de aquecimento é um arco-elétrico que aquece um gás ou uma mistura de 

gases até que uma temperatura muito elevada seja atingida, cerca de 8000 ºC.  Com a 

expansão do gás, a velocidade da chama do plasma aumenta na direção ao metal. Quando 

o pó entra em contato com o plasma ele se funde e então começa a ser depositado sob o 

substrato (Davis et al., 1997). 

A nova superfície formada, além de não possuir a adesão necessária, é irregular. Além 

disso, com as altas temperaturas envolvidas no processo, a HAp se decompõe (Wei et al., 

2005). A estrutura inicial de algumas partículas se modifica, formando um revestimento 

com estruturas cristalinas e amorfas, alterando as propriedades de dissolução do material 

e tornando-a desigual (Iamoni et al., 1999).  

 

2.4  BIOVIDROS 

 

 Assim como a HAp, os biovidros são bastante utilizados como biomateriais. Além de 

sua bioatividade, esses materiais podem ser bioabsorvíveis, ou seja, possuem a 

capacidade de atuar como implantes temporários no organismo, dando espaço ao 

crescimento de um novo tecido à medida que se dissolvem. 

Porém, assim como a HAp, os biovidros possuem propriedades mecânicas muito 

diferentes à dos metais quando se trata de tenacidade à fratura, pois são materiais frágeis, 

tornando seu uso inviável para próteses endósseas (Verne et al., 1999). Isso pode ser 

resolvido através de sua deposição como revestimento em um substrato metálico (Verne 

et al., 1999). 

Atualmente, o biovidro mais comercializado é o biovidro 45S5, conhecido como 

Bioglass® (Hench et al., 1991). Ele é composto por 45% (porcentagem em peso) de SiO2, 

24,5% de CaO, 24,5% de Na2O e 6% de P2O5 (Best et al., 2009). 

Seu grande sucesso clínico se deve à capacidade osteocondutora, ou seja, o material 

possui a capacidade de se ligar rapidamente ao tecido ósseo, devido à formação de uma 

camada de HAp ao seu redor, como mostra a figura 6 (Rahaman et al., 2011). 
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Figura 6. Diagrama da formação de HAp em torno da partícula do Biovidro. (Adaptado de 

<https://ryortho.com/2014/10/bioglass-is-back-in-an-incredible-new-form/> Acesso:21/03/19) 

 

Quando a partícula de biovidro entra em contato com o fluídos corpóreos (I), reações 

de troca iônica entre íons modificadores de rede de vidro (Na+ e Ca2+) com íons H+ 

presentes no meio, promovem a hidrólise da sílica, permitindo a formação de silanol (Si-

OH) na superfície do vidro. A ligação de Si-OH atrai e íons de Ca2+ e PO4- que permitem 

a formação de uma camada de fosfato de cálcio, a qual se consolida em HAp (II). Os 

osteoblastos, células formadoras de tecido ósseo, são atraídos para essa camada (III). Com 

o crescimento e maturação das células, forma-se uma matriz óssea que dá origem ao novo 

tecido (IV) (Hench et al.,1993, Ostomel et al., 2006, Rahaman et al., 2011, Islam et al., 

2017 ). 

 

2.4.1 Biovidro à base de fosfato de cálcio 

 

Outro grupo de biovidro que vem ganhando muita importância são os biovidros à base 

de fosfatos. Eles despertaram grande interesse da área de biomateriais e de regeneração 

de tecidos ósseos por possuir uma composição química semelhante à fase mineral do osso, 

rica em fósforo e cálcio. Sua principal diferença com o biovidro comercial 45S5 é a 

capacidade de se dissolver em semanas ou até mesmo em dias, conforme a sua 

composição (Weiss et al., 2014; Skelton et al., 2007). 

Dentro do organismo humano, enquanto ocorre a formação do novo tecido, as 

partículas do biovidro à base de fosfato de cálcio se dissolvem e liberam íons de cálcio e 

fósforo no organismo, atraindo células ósseas para a superfície e acelerando a 

osseointegração (Zhang et al., 2011). Estudos anteriores mostram que esse material 
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possui ótima bioatividade através de ensaios biológicos (Abou Neel et al., 2014; Weiss 

et al., 2014). 

 

2.5 RESPOSTA BIOLÓGICA E INTERAÇÃO IMPLANTE/ORGANISMO 

 

 Logo após a inserção de um implante no corpo humano, ocorre a adsorção de proteínas 

em sua superfície, ou seja, as proteínas presentes no sangue e em fluídos corpóreos se 

aderem sobre o implante. Elas formam uma camada que é capaz de interagir e atrair 

células mesenquimais (células tronco), que posteriormente se diferenciam em células de 

tecidos circundantes, como é possível observar na figura 7. Conforme a topografia e a 

composição da superfície do implante, as células mesenquimais podem se diferenciar em 

células ósseas (osteoblastos), formando um novo tecido ósseo ao seu redor (Mavrogenis 

et al., 2009). 

A primeira proteína encontrada durante a diferenciação das células mesenquimais em 

osteoblastos é a fosfatase alcalina (Stein et al., 1990). Sua presença indica a proliferação 

das células ósseas e o começo da formação de um novo tecido. Já na fase de mineralização 

do tecido, pode-se encontrar três principais proteínas: osteocalcina, osteopontina e 

osteonectina, sendo a osteocalcina a mais abundante (Grafenau et al., 2000). 

 

 

 
Figura 7 Processo da interação da interface material/corpo humano. a) camada de água; b) 

adsorção de proteínas na superfície do implante; c) atração, adesão e proliferação de células 
mesenquimais; d) diferenciação em osteoblastos e formação do tecido ósseo (Tagaya et al, 

2012). 
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 Estudos mostram a bioatividade de camadas de óxido de titânio obtidas através do 

PEO (Ribeiro et al., 2015; Wu et al., 2015). Wu et al. (2015) avaliaram as camadas com 

diferentes concentrações de cálcio no eletrólito, durante o processo de PEO. A 

bioatividade foi caracterizada utilizando-se células MC3T3-E1 (Osteoblastos) e através 

de ensaios de morfologia e de diferenciação celular por atividade de fosfatase alcalina. 

Ribeiro et al. (2015) avaliaram camadas de TiO2 com incorporação de Ca e P, com 

anodização realizada durante 1 min a 300 V. Os testes biológicos foram realizados com 

osteoblastos através da citotoxicidade, expressão gênica, imunocitoquímica e avaliação 

da morfologia celular. Os dois estudos mostram que a superfície obtida por PEO contendo 

íons de Ca e P, melhora a biocompatibilidade do material, levando a uma rápida adesão 

e proliferação dos osteoblastos. 

 Muitos estudos comprovam a bioatividade do Bioglass® 45S5 (Hench et al., 2002; 

Lai et al., 2002; Xynon et al., 2000a; Xynos et al., 2000b). Xynos et al. (2000b) utilizou 

osteoblastos para avaliar a proliferação celular, interação célula/superfície e 

diferenciação. Xynon et al., (2000a) avaliou a bioativade através da expressão gênica, e 

mostram que o material possui ótima biocompatibilidade e que atrai células acelerando 

sua adesão e proliferação. 

  A bioatividade de quatro composições diferentes de biovidros à base de fosfato de 

cálcio, produzidos utilizando-se os elementos NaH2PO4, CaCO3 e P2O5 e TiO2 foi 

avaliada com células humanas de osteosarcoma (Human Osteosarcoma HOS). Os ensaios 

de proliferação celular foram feitos através do AlamarBlue®, e diferenciação celular 

através de testes de expressão gênica, atividade de fosfatase alcalina e concentração de 

Osteocalcina por absorbância espectométrica (Abou Neel et al., 2014). Os autores 

concluíram que os biovidros permitem a viabilidade, adesão e alta proliferação celular, 

além de promover a diferenciação de células de osteossarcoma. 

  

2.5.1 Células ADSC (Adipose Derived Stem Cells) 

 

 As células-tronco são caracterizadas por sua capacidade de sofrer autorrenovação e 

de se diferenciar em múltiplas linhas para formar células de diferentes tecidos do corpo 

humano (Gimble, 2005). Elas podem ser derivadas de órgãos específicos, como cérebro, 

intestino, pulmão, fígado, tecido adiposo e medula óssea (Wei et al., 2000).  

 Especificamente, as células-tronco mesenquimais adultas podem ser isoladas da 

medula óssea ou do tecido adiposo. Com o aumento da incidência de obesidade, o tecido 
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adiposo subcutâneo é abundante e de fácil acesso, além de ser descartado rotineiramente 

em processos de lipoaspiração (Bray, 2000). As células-tronco isoladas desse tecido são 

conhecidas como ADSC (Adipose Derived Stem Cells) e são capazes de se diferenciar em 

células de diversos tecidos, como em células ósseas (Bunnell et al., 2008). 

 Em estudos in vitro realizados com esse tipo de célula, meios de diferenciação 

específicos são utilizados para cada tipo de células desejado. Pesquisas visando 

comprovar e avaliar o comportamento de biomateriais capazes de acelerar o processo de 

osseointegração utilizam células ADSC para avaliar sua diferenciação em células ósseas. 

Sua diferenciação é avaliada através da análise da atividade de fosfatase alcalina e da 

produção de osteocalcina (Soares et al., 2018; Trujillo e Popat, 2014; Cowden et al., 2019; 

Pulyala et al., 2017). 
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

Esse trabalho foi desenvolvido e realizado seguindo a sequência mostrada pelo 

fluxograma da figura 8 abaixo. 

 

 
Figura 8. Fluxograma que representa a sequência dos procedimentos utilizados na metodologia 

desse trabalho. 

 

 

3.1  PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

Dois tipos de amostras foram utilizados: Grupo 1 - discos de Titânio Grau 4 (Ti-G4) 

com 6 mm de diâmetro e 2 mm de espessura foram cortados por eletroerosão a fio e em 

seguida, lixados com lixas SiC de granulometria de #500 e #800. Depois de lixadas, as 

amostras foram limpas no ultrassom com acetona, álcool e água deionizada. Grupo 2 - 

implantes dentários modelo Alvim da Empresa Neodent/SA, fabricados em Titânio Grau 

4, sem tratamento de superfície. As amostras do grupo 2 foram utilizadas somente nos 

ensaios de inserção. 
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3.2  OXIDAÇÃO POR PLASMA ELETROLÍTICO 

 

O processo de oxidação por plasma eletrolítico foi realizado no Laboratório de 

Caracterização e Ensaios de Materiais da Pontifícia Universidade Católica do Paraná 

(LaCEM-PUCPR). 

As amostras foram oxidadas pelo método potenciostático. Estudos anteriores 

realizados pelo nosso grupo avaliaram os parâmetros do PEO e concluíram que para 

obtenção de uma camada porosa e bem aderida ao substrato, a tensão deveria permanecer 

constante no valor de 350 V pelo tempo de 60 s. O tamanho médio dos poros da camada 

é de 2 µm (Laurindo et al., 2017). O eletrólito utilizado foi uma solução aquosa composta 

por 4,20 g/l de Glicerofosfato de Cálcio e 26,42 g/l de Acetato de Cálcio (Laurindo et al., 

2017). 

 

 

 
             Figura 9. A) Esquema da Célula eletroquímica B) Célula eletroquímica utilizada na 

oxidação dos discos de Ti. 

 

A célula eletroquímica utilizada para oxidar os discos de Titânio (figura 9) é 

composta por uma cuba, fonte elétrica de corrente contínua (62012P-600-8/Chroma) e 

contra-eletrodo de titânio. Para a oxidação dos implantes dentários, foi utilizada a mesma 

fonte elétrica, um Becker e um contra eletrodo circular de Titânio (figura 10).  

 

A) B) 
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Figura 10. Célula eletroquímica utilizada na oxidação dos implantes dentários. 

 

Após o processo de oxidação, as amostras foram lavadas com água deionizada e 

secas em uma estufa a 40 ºC, onde foram armazenadas até os ensaios subsequentes.  

 

 

3.3  DEPOSIÇÃO DE BIOCERÂMICAS 

 

Após a realização da oxidação anódica, as amostras foram divididas em três 

grupos para a deposição das biocerâmicas: 

1- Hidroxiapatita Sintética (PEO + HAp) 

2- Bioglass® 45S5 (PEO + 45S5) 

3- Biovidro a base de fosfato de cálcio (PEO + PBG) 

 

A hidroxiapatita (em nanopartículas) utilizada foi a do fabricante Sigma Aldrich® 

com composição Ca5HO13P3; o Bioglass 45S5 (SiO2-CaO-Na2O-P2O5 ) utilizado foi do 

fabricante Sylc®; e o biovidro à base de fosfato de cálcio (P2O5-CaO-Na2O-SrO2) foi 

desenvolvido no LaCEM-PUCPR com base em estudos anteriores do grupo (Weiss et al., 

2014). 

As figuras 11 e 12 abaixo mostram o tamanho médio das partículas de cada grupo 

de biocerâmicas e sua composição química. No grupo 45S5, as medidas foram feitas 
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somente das menores partículas, pois as maiores ultrapassam o tamanho do poro obtido 

por PEO e não seriam depositas dentro dos poros na camada de óxido. 

 

 
Figura 11. Tamanho médio das partículas de cada grupo de biocerâmicas. 

 

 
Figura 12. A) C) E) Imagens de MEV das partículas de cada grupo de biocerâmicas e B) D) F) 
Análise química por EDS das partículas de cada grupo. Sendo A) e B) HAp, C) e D) 45S5 e E) 

e F) PBG. A escala corresponde a 5 µm. 
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A incorporação das biocerâmicas foi realizada manualmente, utilizando luva, 

através da fricção das partículas sobre a superfície oxidada. A intenção é que as partículas 

penetrem nos poros de TiO2, como mostra a figura 13, para permanecerem protegidas e 

para que não ocorra seu desplacamento durante o processo de inserção no osso.  

 

 
      Figura 13. Esquema da deposição das biocerâmicas sob a superfície obtida através do PEO 

antes e após inserção no osso. 

 

3.4  CARACTERIZAÇÃO DAS SUPERFÍCIES PRODUZIDAS  

 

3.4.1 Morfologia e Composição Química 

 

A caracterização das amostras quanto à morfologia e composição química da 

superfície obtida pelo processo de oxidação por plasma eletrolítico e após a deposição 

das biocerâmicas foi realizada utilizando a técnica de Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV, Vega3 – Tescan) e de Espectroscopia de raios X por Dispersão de 

Energia (EDS, Oxford), localizado no Laboratório de Microscopia Eletrônica da PUCPR. 

 

3.4.2 Adesão das partículas 

 

Os testes de adesão das partículas nos poros de TiO2 foram realizados utilizando os 

implantes dentários (Titânio grau 4, modelo Alvim - Neodent) anodizados e com 

incorporação das partículas. Para simular as condições e esforços sofridos pelo tecido ósseo 

foi realizada a inserção do implante em um poliuretano de alta densidade (Sawbones 20 

Pcf – Pound per ft – unidade utilizada para quantificar a densidade do material), com 

estrutura e densidade similar ao osso do maxilar. 
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A inserção do implante no poliuretano (figura 14) foi realizada utilizando um 

torquímetro Neodent, aplicando um torque médio de 40 N.mm, que é o valor utilizado por 

dentistas durante procedimento cirúrgico. 

 

 
Figura 14. Inserção do implante com superfície modificada no osso sintético - Sawbones. 

 

Para avaliar, após a inserção do implante, se as partículas permaneceram dentro dos 

poros de TiO2, o poliuretano foi cortado transversalmente, conforme mostrado na figura 

15, e a análise foi feita utilizando o MEV/EDS. Para comparação, os testes foram realizados 

nas superfícies dos implantes com e sem a oxidação por plasma eletrolítico.  

 

 

 
Figura 15. Osso sintético cortado transversalmente, após a inserção no implante, para análise no 

MEV. 
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3.4.3 Dissolução das biocerâmicas 

 

A dissolução foi feita utilizando a norma ISO 10993-14. Neste ensaio, 0,150 g de 

cada um dos grupos das biocerâmicas foram colocados em um tubo de ensaio com 30 ml 

de solução TRIS (hidroximetil)aminometano ((HOCH2)3CNH2) + HCl, com pH de 7,4, 

em um banho-maria à temperatura de 37 °C, em constante movimentação. As amostras, 

em discos, foram retiradas da solução em 7, 14 e 21 dias e a análise foi feita através da 

perda de massa, pela equação abaixo. 

𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃 𝑃𝑃𝑃𝑃 𝑀𝑀𝑃𝑃𝑀𝑀𝑀𝑀𝑃𝑃 (%) =  (𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝑀𝑀𝐼𝐼−𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 𝐹𝐹𝐼𝐼𝐼𝐼𝑀𝑀𝐼𝐼)
𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀𝑀 𝐹𝐹𝐼𝐼𝐼𝐼𝑀𝑀𝐼𝐼

   × 100  (1) 

 

As amostras foram pesadas em uma balança (AG200, Gehaka) com precisão de 

0,0001 g. 

A dissolução das partículas também foi analisada colocando-se os discos de Ti G4 

oxidados com as respectivas biocerâmicas em meio de cultivo celular. As amostras foram 

analisadas após 1, 7 e 14 dias de imersão, por espectrometria de emissão óptica com 

plasma individualmente acoplado (ICP – PerkinElmer Optima 7300 DV). Esse teste foi 

realizado no Laboratório de Solos, Águas e Plantas no núcleo de Ciências Naturais e 

Ambientais na Colorado State University em Fort Collins, CO - EUA. 

 

3.5   CARACTERIZAÇÃO DA BIOATIVIDADE 

 

Os ensaios de bioatividade in vitro foram realizados no Laboratório de Micro e 

Nanotecnologia do departamento de Engenharia Mecânica da Colorado State University 

em Fort Collins, CO - EUA. Para as análises, foram utilizadas células tronco derivadas 

de tecido adiposo humano (Adipose Derived Stem Cells, ADSC). As amostras, discos de 

titânio com oxidação eletrolítica a plasma e com incorporação de biocerâmicas, foram 

submetidas à exposição de radiação UV, durante uma hora, para a esterilização. Como 

grupo de controle foram utilizadas amostras de titânio, somente com PEO, sem a 

incorporação das biocerâmicas. 

As células foram usadas e replicadas até a segunda passagem e cultivadas em meio 

MEM-Alpha Modificacion (Hyclone®), suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB) contendo 100 IU/mL de penicilina (Hyclone®) e 0,1 mg/mL de estreptomicina, 

em estufa a 37 ºC. A troca do meio foi realizada a cada dois dias.  
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Para a contagem, as células foram desaderidas da superfície do recipiente, com 

solução de 0,25% de tripsina, centrifugadas a 280 G por 10 minutos e contadas em câmara 

de Neubauer. As células cultivadas foram transferidas para placas de 48 poços contendo 

as superfícies de titânio modificado. O plaqueamento foi realizado utilizando 10.000 

células/poço, sendo colocados 500 mL em cada poço. 

A bioatividade foi analisada quanto à viabilidade, proliferação, adesão celular em até 

sete dias e quanto à diferenciação celular em até três semanas. 

 

3.5.1 Viabilidade Celular 

 

A viabilidade celular foi analisada após 4 e 7 dias de cultivo sob as superfícies de 

titânio modificadas, utilizando o reagente CellTiter-Blue® Cell Viability Assay. Esse 

teste se baseia na habilidade das células vivas em converter um corante de redução 

(Resazurina) em um produto fluorescente (Resorufina). Células não viáveis (mortas) 

perdem rapidamente a capacidade metabólica e não geram o sinal fluorescente. Após a 

incubação das superfícies, o meio de cultivo foi aspirado e então foi adicionado 500 μL 

de meio fresco + 50 μL da solução de (10%) CellTiter-Blue®. Em seguida, foi realizada 

uma nova incubação por 8 horas em uma estufa a 37 ºC. Após isso, 100  μL da solução 

foram transferidos para uma placa de 96 poços para ser realizada a leitura da densidade 

óptica em espectrofotômetro (FLUOstar Omega). O comprimento de onda utilizado para 

a análise foi de 570 e 600 nm. O percentual de redução de CellTiter-Blue® foi calculado 

e descrito seguindo as instruções do fabricante. 

 

3.5.2 Proliferação Celular 

 

As células foram fixadas nas superfícies modificadas, após 4 e 7 dias de cultivo, com 

solução de 3,7% de formaldeído e permeabilizadas com solução de 1% de Triton X-100 

diluído em PBS (Phosphate Buffered Saline). Após isso as células foram marcadas com 

as sondas fluorescentes Rodamina (1:200) por 25 minutos, para corar os filamentos que 

evidenciam o citoesqueleto, e com Dapi (105 μL/mL), para marcação do núcleo, por 5 

minutos. Em seguida foram lavadas e mantidas em PBS até a análise com microscópio 

de fluorescência (Zeiss Imager.A2).  
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Foram capturadas 5 imagens de cada amostra usando 10x de magnitude. A contagem 

do número de células em cada superfície foi feita através do software ImageJ,  contado 

pelo número de núcleos, marcados por Dapi. 

 

3.5.3 Interação Célula/Biomaterial 

 

Após 4 e 7 dias de cultivo, as células foram fixadas nas superfícies das amostras 

através do fixador primário, uma solução composta por 3% de gluteraldeído + 0,1 M de 

cacodilato de sódio + 0.1 M de sucrose por 45 minutos. Em seguida as amostras foram 

incubadas em uma solução tampão, composta por 0.1 M de cacodilato de sódio + 0.1 M 

de sacarose por 10 minutos. Após serem fixadas, as células foram desidratadas utilizando 

solução de 35, 50, 70 e 100% de álcool etílico, por 10 minutos, respectivamente. Em 

seguida foram incubadas por 10 minutos em solução de hexametildisilazano (HMDS). As 

superfícies foram então metalizadas com ouro e analisadas através do Microscópio 

Eletrônico de Varredura (MEV). 

 

3.5.4 Diferenciação Celular 

 

3.5.4.1 Fosfatase Alcalina 

 

A concentração de fosfatase alcalina, que é indicadora da diferenciação das células 

mesenquimais em osteoblastos, foi analisada após 1, 2 e 3 semanas de cultivo. As células 

foram lisadas com 0,2% de Triton X-100 por 20 minutos em temperatura ambiente. Após 

esse tempo, 50 μL da solução foi transferida para uma placa de 96 poços com mais 150 

μL da solução de trabalho do kit (ALP - Quantichrom Bioassay System). A análise foi 

feita através da leitura da placa no espectrofotômetro com comprimento de onda de 405 

nm, no tempo 0 e após 4 minutos e através do cálculo indicado pelo fabricante. 

 

3.5.4.2 Osteocalcina 

 

A expressão das células ósseas diferenciadas foi feita através da quantificação da área 

de Osteocalcina, avaliada por imunofluorescência, após 1, 2 e 3 semanas de cultivo. Para 

isso, as células foram fixadas com 3,7% de formaldeído e incubadas por 15 minutos em 

temperatura ambiente. Em seguida, foram incubadas com 1% de Triton X-100 diluído em 
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PBS, por 3 minutos. Após isso foram incubadas por 30 minutos com BSA e em seguida 

incubadas com anti-osteocalcina (1:100) por 60 minutos em temperatura ambiente.  

Na sequência, após lavagem com PBS, as amostras foram novamente incubadas por 

45 minutos, com anticorpo secundário FITC (1:200 em PBS com 1% de BSA) e então 

marcadas com Rodamina (1:200) por 30 minutos, nos últimos 5 minutos foi acrescentado 

o marcador Dapi (105 μL/mL).  

As amostras foram armazenadas em PBS, no escuro e a 4 ºC, até a análise no 

microscópio de fluorescência. As imagens foram capturadas com 10x de magnitude e a 

porcentagem da área de Osteocalcina foi calculada através do software ImageJ. 

 

3.6  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todas as análises experimentais dos ensaios de bioatividade foram realizadas com 3 

repetições para cada grupo e foram apresentados como média e desvio padrão. Para 

determinar a diferença estatística entre os grupos foi realizada a análise estatística de 

variância (ANOVA) e teste de comparação Tukey. A significância foi considerada com 

os seguintes valores de p: (*) para p < 0,05; (**) para p < 0,01; e (***) para p < 0,001. 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o software Microcal Origin 8.0. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 CARACTERIZAÇÃO DAS SUPERFÍCIES PRODUZIDAS 

 

4.1.1 Morfologia e Composição Química 

 

A figura 16A mostra a morfologia, ampliada por MEV, da camada de óxido de TiO2 

obtida através da PEO, sobre o Ti-G4. A superfície está de acordo com as superfícies 

obtidas por Laurindo et al. (2017), que utilizou as mesmas condições de ensaio, e 

Yerokhin et al. (1999) que explica a presença dos poros, causada pela ruptura dielétrica 

da camada de óxido.  

A composição química foi avaliada por EDS para confirmar a incorporação de íons 

de cálcio e fósforo na nova superfície, como mostra a figura 16B. A literatura avalia a 

quantidade desses elementos por uma razão de Ca/P e considera o valor de 1.67/1 (razão 

encontrada no tecido ósseo) como razão mínima para melhorar as propriedades de 

bioatividade do titânio (Terleeva et al., 2010; Abbasi et al., 2011). Laurindo et al. (2014) 

mostra que essa razão permanece acima do valor mínimo em processos de PEO que 

utilizam tensão maior que 300 V. 

A figura 17 mostra a superfície após a deposição das biocerâmicas. É possível 

observar que em todos os grupos, apesar das diferenças de tamanho e de morfologia, as 

partículas foram incorporadas dentro dos poros. A literatura mostra resultados da 

incorporação de HAp através da técnica de eletroforese na camada TiO2 obtida por PEO. 

Kim et al. (2009) avaliou a variação de concentração de etanol (em volume) no eletrólito 

durante o processo e a superfície obtida com 25% do mesmo, onde é encontrada a maior 

quantidade de HAp, mostra similaridade com a superfície que obtivemos através da 

deposição mecânica manual, que tem a vantagem de ser um processo mais simples que a 

eletroforese. 
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Figura 16. A) Análise da superfície de TiO2, em discos de Ti-G4, obtida após o PEO. A escala 

corresponde a 20 µm; B) Análise química através de EDS da superfície de óxido de TiO2, obtida 
após PEO. 

 

 
Figura 17. Eletromicrografia da superfície após deposição das partículas de biocerâmicas. A) 

HAp; B) Biovidro 45S5 e C) PBG. A escala corresponde a 5 µm. 

 

4.1.1 Adesão das partículas biocerâmicas 

 

A análise por MEV/EDS dos implantes foi feito antes e depois da inserção no 

poliuretano, como é mostrado pela figura 18. São implantes com superfície modificada 

por PEO e com deposição de biovidro PBG.  
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Figura 18. Imagens de MEV dos implantes  A) e B) antes da inserção, C) depois da inserção no 

poliuretano. A escala corresponde a A) 2 mm B) e C) 1 mm. 

 

Após a inserção dos implantes no poliuretano, foi feito a EDS pontual para 

comprovar que as partículas dentro dos poros eram de biocerâmicas e não resíduos do 

poliuretano. A figura 19 mostra eletromicrografia do implante antes e depois da inserção, 

com HAp, biovidro 45S5 e biovidro PBG, respectivamente. Os resultados foram 

comparados com titânio usinado, implante sem tratamento de superfície, onde se observa 

o desplacamento total das partículas em sua superfície. Em todos os grupos, as partículas 

foram protegidas do desplacamento pelos poros obtidos através do PEO.  
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Figura 19. Imagens de MEV para verificar a permanência das partículas dentro dos poros antes 

e após a inserção no poliuretano, com o respectivo EDS após a inserção. A) e B) Titânio 
usinado; C) e D) HAp;  E) e F) 45S5 e G) e H) PBG. A escala corresponde a 1 µm. 

 

4.1.2 Dissolução 

 

O resultado obtido através do ICP, na dissolução em meio de cultivo celular, do 

biovidro PBG, 45S5 e HAp é apresentado nas figuras 20, 21 e 22, respectivamente. Os 

gráficos mostram linhas tracejadas como o controle (só meio de cultivo) e o meio de 
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cultivo com as respectivas superfícies nas linhas cheias. É possível observar o início da 

dissolução logo a partir do primeiro dia, em todos os grupos, pelo aumento do número de 

íons dos elementos presentes nas respectivas biocerâmicas. Apesar disso os resultados 

foram inconclusivos, pois o aumento da concentração de íons foi muito baixo, 

apresentando pouca diferença com o controle. 

 

 
Figura 20. Análise de ICP da dissolução do biovidro PBG em meio de cultivo celular. As linhas 
tracejadas representam íons liberados pelo controle e as linhas cheias pelo meio de cultivo com 

PBG. 

       
Figura 21. Análise de ICP da dissolução de HAp em meio de cultivo celular. As linhas 

tracejadas representam íons liberados pelo controle e as linhas cheias pelo meio de cultivo com 
HAp. 



40 
 

      
Figura 22. Análise de ICP da dissolução do biovidro 45S5 em meio de cultivo celular. As linhas 
tracejadas representam íons liberados pelo controle e as linhas cheias pelo meio de cultivo com 

45S5. 

 

Como os resultados obtidos através da análise de ICP foram inconclusivos, 

resolvemos testar o método de dissolução de partículas que segue a norma ISO 10993-

14, utilizando meio de dissolução de TRIS+HCl. A figura 23 compara a dissolução do 

biovidro comercial 45S5 e do biovidro PBG. É possível observar que o biovidro 45S5 

começa a se dissolver rapidamente, enquanto o biovidro PBG tem um aumento na 

dissolução somente depois de 21 dias. O comportamento do PBG está de acordo com o 

estudo de Weiss et al. (2014), que mostra o resultado da sua dissolução, com a mesma 

composição, através de porcentagem de perda de massa. Os resultados mostram um 

crescimento notável depois de 21 dias de dissolução. Isso se deve a presença de Sr na 

composição do biovidro, que é um elemento modificador de rede. Estudos mostram que 

biovidros a base de fosfato de cálcio com composição P2O5 – CaO – Na2O, sem presença 

de Sr, possuem menor durabilidade química e maior taxa de dissolução (Kiani et al., 

2012). Além disso, a presença de alumina (proveniente do cadinho para a fusão do vidro 

PBG) pode também retardar sua dissolução.  

De acordo com Pryce e Hench (2003), que avaliaram a dissolução do biovidro 45S5 

através da análise de ICP, o biovidro 45S5 possui uma rápida degradação durante as horas 

iniciais do teste, mas tende a estabilizar seu comportamento, o que pode ser observado 

também, nos nossos resultados. Essa redução na taxa de dissolução ocorre devido aos 
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íons de cálcio que possuem dificuldade de atravessar a camada rica em sílica para o meio 

aquoso. 

A dissolução da HAp não foi possível de ser realizada no mesmo teste, pois as 

partículas usadas no trabalho são pequenas, sendo difícil filtrar para a pesagem de perda 

de massa. Porém estudos mostram que sua dissolução é lenta e quase inexistente (Lower 

et al., 1998, Wu et al., 2001, Tang et al., 2003). 

 

 
Figura 23. Dissolução do biovidro 45S5 e do PBG em solução TRIS+HCL. 

 

 

4.2  CARACTERIZAÇÃO BIOLÓGICA 

 

4.2.1 Viabilidade e Proliferação Celular 

 

A viabilidade celular é calculada pela porcentagem de redução do reagente CellTiter-

Blue®. A figura 24 mostra o gráfico da viabilidade no dia 4 e no dia 7 de cultivo celular. 

Os únicos grupos que apresentaram diferença estatística com o controle (PEO) foram o 

grupo 45S5 e o grupo PBG no dia 7 de cultivo celular.  

O grupo 45S5 apresentou a maior média de crescimento entre os dias, mas apesar 

disso é possível observar que em nenhum dos grupos a superfície foi tóxica e que todos 

se apresentaram viáveis para o crescimento celular. 
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 O comportamento das amostras de PEO durante cultivo celular é mostrado por Wu 

et al. (2015), o qual mostra que, apesar das superfícies apresentarem uma maior tendência 

a proliferação e diferenciação celular, durante os primeiros dias de cultivo ela pode 

apresentar pouco crescimento. Segundo esse estudo, essas diferenças no comportamento 

celular podem ser devido a uma sinergia geral da rugosidade superficial, tamanho dos 

poros, energia superficial, composição química e outras características. 

 

 
Figura 24. Viabilidade celular feita através da redução de CellTiterBlue. Análise estatística 

representada por (**) p < 0,01 e (***) p < 0,001. 

 

A contagem do número de células presentes na superfície no dia 4 e no dia 7 de 

cultivo foram feitas através de imagens de microscopia de fluorescência utilizando o 

software ImageJ e apresentadas na figura 25. Os únicos grupos que apresentaram 

diferença estatística entre os dias 4 e 7 foram o 45S5 e o PBG.  

Podemos observar que a média do grupo do biovidro PBG diminuiu 

consideravelmente no dia 7 de cultivo celular, essa perda pode estar relacionada a adesão 

de células no fundo do poço da placa de cultivo e não na superfície da amostra. Sugerimos 

que com a maior dissolução do grupo 45S5 nos primeiros dias de cultivo celular, a ligação 

Si-OH formada pela hidrólise da sílica tenha favorecido a proliferação e a viabilidade 

(Hench et al.,1993, Ostomel et al., 2006, Islam et al., 2017, ). 
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Figura 25.  Número de células presentes nas superfícies dos grupos, no dia 4 e 7 de cultivo 

celular. Análise estatística representada por (**) p < 0,01 e (***) p < 0,001.  

 

4.2.2 Interação Célula/Superfície 

 

A interação das células com a superfície é mostrada através de imagens de MEV nos 

dias 4 e 7 de cultivo celular (estudo curto) e semana 1 e semana 3 (diferenciação). A 

figura 26 mostra imagens do estudo curto (setas indicam a presença das células). É 

possível observar que todos os grupos mostraram baixa densidade de células, o que pode 

ser explicado por estarem em poucos dias de cultivo. Wu et al. (2015) mostram imagens 

de MEV da interação da superfície de PEO com células de osteosarcoma, são mais 

arredondadas nos primeiros dias de cultivo celular e tendem a se alongar, melhorando a 

interação com a superfície.  

Xynos et al. (2000) avaliaram a interação de osteoblastos na superfície do biovidro 

45S5, que estão de acordo com os resultados obtidos nesse trabalho. Com dois dias de 

cultivo elas ainda eram mais arredondadas, porém com seis dias elas já se apresentavam 

mais espalhadas e fixadas, entendendo que o substrato auxiliou em sua ancoragem e 

espalhamento.  

Já no estudo de diferenciação (figura 27) todos os grupos apresentaram crescimento 

da interação celular com a superfície. Em todos os grupos, ocorreu a formação de uma 

“camada celular” sobre a superfície, não apresentando diferença aparente entre eles na 

semana 3. 
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Figura 26. Superfícies após cultivo celular em 4 e 7 dias. 
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Figura 27. Superfícies durante a diferenciação celular em 1 e 3 semanas. A escala corresponde a 

20 µm. 
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4.2.3 Diferenciação Celular 

 

4.2.3.1 Fosfatase Alcalina 

 

A fosfatase acalina (ALP) é a primeira proteína que indica a presença de células 

ósseas na superfície do implante. Sua análise é feita comparando a quantidade dessa 

proteína, específica de osteoblastos, com todas as proteínas presentes na superfície.  

A figura 28 mostra o aumento da quantidade de ALP durante a semana 1 e semana 

3. Somente o grupo 45S5 não apresentou diferença estatística com o controle durante a 

primeira semana de cultivo celular. Já na terceira semana, todos os grupos apresentaram 

diferença estatística com o controle. O grupo que apresentou a maior média de ALP em 

sua superfície foi o biovidro PBG. Estudos mostram que quanto maior a atividade de ALP 

maior proliferação e diferenciação das células ADSC em células ósseas (Stein et al.,1990; 

Grafenau et al., 2000). Kim et al. (2009) também observaram o crescimento da atividade 

de ALP em uma superfície com HAp em poros de TiO2 através da técnica de eletroforese 

em relação às superfícies de Ti puro e PEO. Abou Neel et al. (2014) mostram uma alta 

atividade de ALP em vidros à base de fosfato de cálcio com TiO+ em sua composição, o 

que pode ser comparado ao resultado obtido pelo biovidro PBG em nosso estudo. Esse 

comportamento pode ser explicado pela liberação de íons de Ca e P durante sua 

dissolução, que altera o comportamento e a resposta celular da superfície, podendo 

favorecer a adesão e proliferação de células e, consequentemente, melhor a capacidade 

de osseointegração (Maeno et al., 2005; Abou Neel et al., 2009; Hoppe et al., 2011). 



47 
 

 
Figura 28. Quantidade de Fosfatase Alcalina nas superfícies, durante a semana 1 e semana 3 da 

diferenciação celular. Diferença estatística representada por (*) p < 0,05, (***) p < 0,001. 

 

 

4.2.3.2 Osteocalcina 

 

A osteocalcina é a proteína mais abundante durante a formação da matriz óssea, e 

indica o início do processo de mineralização. A produção de osteocalcina é um marcador 

do osteoblasto maduro, ou seja, na formação do tecido ósseo. Nas imagens de microscopia 

de fluorescência (figura 29), sua presença é marcada pela cor verde (anticorpo secundário 

conjugado ao FITC, utilizado no protocolo de preparação das amostras para 

immunofluorescência).  

É possível observar uma formação significativa de osteocalcina em todos os grupos 

após 3 semanas de ensaio, sendo que no grupo do biovidro PBG sua quantidade é 

visivelmente maior. Isso pode ser explicado pela dissolução do biovidro PBG, que tem 

início somente após 7 dias no organismo, com crescimento elevado da dissolução a partir 

de 21 dias, como mostra Weiss et al. (2014). Estudos mostram que com sua dissolução, 

são liberados íons de Ca e P no meio que podem favorecer a diferenciação celular (Abou 

Neel et al., 2014; Maeno et al., 2005; Abou Neel et al., 2009; Hoppe et al., 2011; Julien 

et al., 2009). O cálcio é um elemento essencial para a formação óssea e ele, como íon, é 

capaz de realizar ligações com moléculas de proteínas da matriz óssea que desempenham 

um papel muito importante para atrair osteoblastos à superfície do implante (Sul et al., 

2004), o que pode justificar a maior quantidade de osteocalcina.  
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Os bons resultados obtidos pelo grupo 45S5 podem ser justificados pelas ligações Si-

OH que permitem a formação de uma camada de apatita ao redor de sua superfície, que 

atrai células formadoras de tecidos ósseos e acelera o processo de osseointegração (Islam 

et al., 2017). 

 
Figura 29. Microscópio de Fluorescência durante a semana 1 e semana 3 da diferenciação 

celular. Ampliação 10x e escala 60 µm. 
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A porcentagem da área de osteocalcina normalizada pelo número de células em cada 

superfície é mostrada na figura 30. Na primeira semana da diferenciação celular, o único 

grupo que apresentou diferença estatística com o controle foi a HAp, a qual não 

apresentou quantidade significativa da proteína. Quando comparamos o aumento da área 

na semana 3, observamos que os únicos grupos que nenhum grupo apresentou diferença 

estatística com o controle. 

Apesar disso, a maior média de crescimento de área foi do grupo biovidro PBG, que 

confirma que sua dissolução e liberação de íons para o meio ou o organismo favorecem 

o crescimento de células ósseas ao seu redor. 

 

 
Figura 30. Área de Osteocalcina normalizada pelo número de células em cada superfície, 

durante a diferenciação celular em 1 e 3 semanas. Diferença estatística representada por (*) p < 
0,05, (**). 
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5. CONCLUSÕES 

 

A combinação da técnica de PEO com a deposição mecânica de biocerâmicas foi 

utilizada com sucesso para produzir uma camada de revestimento bioativo na superfície 

dos implantes de Ti, sem a ocorrência de desplacamento. As partículas permaneceram 

protegidas dentro poros, mesmo após inserção do implante no poliuretano. 

O comportamento celular das superfícies durante o cultivo foi afetado pela presença 

de partículas de biovidros. Principalmente para as amostras de PEO+45S5 e PEO + PBG, 

que apresentaram uma maior atividade de ALP e de produção de osteocalcina em 

comparação com a superfície somente com PEO e PEO+HAp após a semana 3. Esta 

melhora foi atribuída à incorporação bem sucedida de partículas de biovidro nos poros da 

camada de TiO2 e devido à dissolução dessas partículas, que favoreceram o crescimento 

de células formadoras de tecido ósseo. 

Isso sugere que todos os grupos que combinaram a técnica de PEO com a deposição 

de biovidros formam uma superfície bioativa, e poderá ser utilizada para melhorar a 

osseointegração de implantes biomédicos. 
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6. SUGESTÃO PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

• Avaliar a possibilidade de outros métodos de deposição das biocerâmicas nos poros 

de TiO2 obtidos através do PEO; 

• Avaliar o impacto da mudança do pH pela dissolução das biocerâmcias durante o 

cultivo celular; 

• Realizar os testes de cultivo celular utilizando outras combinações de biovidros a 

base de fosfato de cálcio, com diferentes níveis de degradação; 

• Avaliar uma possível técnica de dissolução mais efetiva para HAp. 
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