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RESUMO 

Modificações na superfície do titânio (Ti) aumentam a rugosidade superficial e a área de contato 

do material com o tecido ósseo receptor. Apesar dos resultados promissores destas modificações 

sobre os tecidos peri-implantares, sua influência na adesão de produtos bacterianos ainda não foi 

completamente elucidada, sendo necessário a análise não só da rugosidade e topografia, mas 

também da adesão de lipopolissacarídeos (LPS) de Escherichia coli (E.coli) e na adesão e 

metabolismo de osteoblastos humanos.. Este estudo avaliou os efeitos da adesão de 

lipopolissacarídeos (LPS) sobre a superfície de discos de Ti puro tipo IV, sendo eles polidos e 

modificados por alcalinização (NaOH 5M) e ácido fluorídrico (HF 10%), sendo avaliado também 

a adesão de osteoblastos e a viabilidade destes. Os discos foram submetidos à análise de topografia 

e rugosidade superficiais através de MEV (microscopia eletrônica de varredura). Então, uma 

solução com LPS de Eschericha coli (1μg/mL) foi aplicada por 24 horas sobre a superfície de cada 

disco, seguido de análise da adesão do LPS por meio de microscopia de fluorescência (qualitativa) 

e intensidade de fluorescência em fluorímetro (quantitativa). A seguir, osteoblastos humanos 

(SaOs-2 – 2 x 104 células) foram cultivados sobre cada superfície. Após este período, foram 

determinadas a adesão celular, viabilidade e síntese de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). Os 

dados de rugosidade, adesão quantitativa, viabilidade celular e síntese de TNF-α foram submetidos 

aos testes de ANOVA a dois critérios e Tukey (α=0,05), enquanto os dados de topografia, adesão 

qualitativa do LPS e adesão celular foram analisados descritivamente. Os tratamentos alcalino e 

ácido resultaram em alteração da topografia e aumento significativo da rugosidade superficial 

média dos discos de titânio (p<0,05). Maior adesão de LPS ocorreu nos discos submetidos aos 

tratamentos ácido e alcalino, sendo que a superfície alcalinizada apresentou maior adesão 

qualitativa de LPS. Maior intensidade de fluorescência ocorreu nos discos tratados em comparação 

com os polidos.  A adesão dos osteoblastos foi notadamente superior nas superfícies tratadas, 

porém, essa adesão foi prejudicada na presença de LPS. No que diz respeito à viabilidade celular, 

constatou-se um impacto negativo apenas nas células cultivadas sobre os discos tratados com 

NaOH na presença de LPS. Entretanto, a síntese de TNF-α foi mais elevada nas células expostas 

ao LPS em todas as superfícies testadas; contudo, as células cultivadas sobre a superfície polida 

foram as que apresentaram uma síntese mais acentuada desta citocina. Concluiu- se que os 

tratamentos ácidos e alcalinos da superfície de Ti favorecem a adesão do LPS além de modular a 

resposta de osteoblastos.  
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ABSTRACT  

Modifications to the surface of titanium (Ti) increase the surface roughness and the contact 

area of the material with the receiving bone tissue. Despite the promising results of these 

modifications on peri-implant tissues, their influence on the adhesion of bacterial products has not 

yet been completely elucidated, making it necessary to analyze not only the roughness and 

topography, but also the adhesion of lipopolysaccharides (LPS) from Escherichia coli ( E.coli) and 

on the adhesion and metabolism of human osteoblasts. This study evaluated the effects of the 

adhesion of lipopolysaccharides (LPS) on the surface of type IV pure Ti discs, which were polished 

and modified by alkalinization (5M NaOH) and acid fluoride (HF 10%), and the adhesion of 

osteoblasts and their viability were also evaluated. The discs were subjected to topography and 

surface roughness analysis using SEM (scanning electron microscopy). Then, a solution with LPS 

from Eschericha coli (1μg/mL) was applied for 24 hours on the surface of each disc, followed by 

analysis of LPS adhesion through fluorescence microscopy (qualitative) and fluorescence intensity 

in a fluorimeter (quantitative ). Next, human osteoblasts (SaOs-2 – 2 x 104 cells) were cultured on 

each surface. After this period, cell adhesion, viability and synthesis of tumor necrosis factor alpha 

(TNF-α) were determined. Roughness, quantitative adhesion, cell viability and TNF-α synthesis 

data were subjected to two-way ANOVA and Tukey tests (α=0.05), while topography data, LPS 

qualitative adhesion and cell adhesion were analyzed. descriptively. The alkaline and acid 

treatments resulted in changes in the topography and a significant increase in the average surface 

roughness of the titanium discs (p<0.05). Greater adhesion of LPS occurred on discs subjected to 

acid and alkaline treatments, with the alkalized surface showing greater qualitative adhesion of 

LPS. Greater fluorescence intensity occurred in treated discs compared to polished ones. Osteoblast 

adhesion was notably higher on treated surfaces, however, this adhesion was impaired in the 

presence of LPS. With regard to cell viability, a negative impact was found only in cells cultured 

on discs treated with NaOH in the presence of LPS. However, TNF-α synthesis was higher in cells 

exposed to LPS on all surfaces tested; however, the cells grown on the polished surface were those 

that showed a greater synthesis of this cytokine. It was concluded that acid and alkaline treatments 

of the Ti surface favor the adhesion of LPS in addition to modulating the osteoblast response. 

Key-words: Titanium; Sodium hidroxyde; Hydrofluoric acid; Lipopolysaccharides; Osteoblasts. 
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INTRODUÇÃO 

 

Os implantes dentários são utilizados para a substituição de elementos dentais, na 

reabilitação de áreas edêntulas, sendo elas parciais ou totais. Atualmente, este é o elemento 

reabilitador mais utilizado na Odontologia, sendo que aproximadamente 12 milhões de implantes 

são utilizados para reabilitação dentária todos os anos em todo o mundo. (Albrektsson et al., 2014). 

De acordo com o Centro Nacional de Estatísticas de Saúde (NCHS) em 2019, mais de 36 milhões 

de americanos eram edêntulos e em sua maioria totais. Além disso, 120 milhões de pessoas 

necessitavam de reabilitação de ao menos um dente; estima-se ainda que 200 milhões de indivíduos 

sofrerão de perdas dentárias nos próximos 15 anos. 

Após a instalação dos implantes, espera-se que ocorra a osseointegração dos mesmos aos 

ossos maxilares, representada por meio do contato direto estrutural da superfície do implante de 

titânio com o osso vivo e organizado, sem a interposição de tecido de granulação entre a superfície 

do implante e o osso, e que esteja recebendo a carga funcional (BRANEMARK., 1977), de forma 

a atingir a resistência necessária para suportar as próteses dentárias e as forças mastigatórias 

(JAVED et al., 2010).  

O Titânio (Ti) e suas ligas são amplamente utilizados na área médica e odontológica devido 

às suas propriedades físicas e mecânicas, como alta resistência à fadiga e desgaste, excelente 

resistência à corrosão, além de ter citocompatibilidade (SIVARAMAN K et al., 2018). Desta 

forma, diversos estudos realizados a longo prazo, nos mostram que o Ti é considerado o material 

de implante dentário padrão ouro na implantodontia moderna, pois hoje é o material com maior 

volume de estudos e com maior número de casos de sucesso. (SIVARAMAN K et al., 2018).  

Alguns fatores locais e sistêmicos podem interferir no reparo ósseo peri-implantar 

(ROMANOS et al., 2019). Como fatores locais inerentes ao paciente, podemos citar a quantidade 

de osso disponível no sítio receptor, vascularização local, a condição odontológica avaliada na 

oroscopia do paciente, com principal relação à saúde periodontal, devido à estreita relação entre o 

implante e os tecidos de sustentação orais (KULLAR & MILLER, 2019). Considerando os fatores 

sistêmicos, estes incluem a capacidade de resposta imune inata do indivíduo, doenças sistêmicas 

como diabetes, cardiopatias, as discrasias sanguíneas, hepatopatias, alterações metabólicas como a 

osteoporose (KULLAR & MILLER, 2019), além do uso de medicamentos, como os bisfosfonatos 

e outros reabsortivos (ROMANOS, 2019).  
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Historicamente, as modificações de superfície dos implantes de titânio começaram a ser 

aplicadas na década de 1980, por meio de recobrimento com partículas de hidroxiapatita e 

aplicação de plasma; então, nos anos 1990, outras modificações surgiram como aplicação de óxido 

de titânio, ataque ácido, alcalinização e anodização. A partir dos anos 2000, materiais orgânicos 

foram testados como recobrimento, como fatores de crescimento e componentes da matriz 

extracelular, além de medicamentos. Então, em 2010, implantes por impressão e manufatura aditiva 

também foram inclusos (MOHAMMAD-RAHIMI et al., 2022). 

Estudos anteriores demonstram que modificações na estrutura da superfície do titânio de 

forma a promover alterações em micro e nanoescala favorecem a osteogênese de contato e as 

interações de substrato – célula, acelerando o processo de osseointegração (ZAHRAN et al., 2016, 

FLAMANT et al., 2016; WENNERBERG; ALBREKTSSON, 2009; WENNERBERG; 

ALBREKTSSON, 2010; WENNERBERG  et al.; 2018). As técnicas mais utilizadas para promover 

aumento da rugosidade superficial do titânio são baseadas em métodos mecânicos (jateamento 

granulado), químicos (ataque ácido ou alcalino), eletroquímicos (anodização) e métodos físicos 

(spray de plasma) (DURACCIO et al., 2015). 

Uma destas modificações, baseada na alcalinização superficial, visa a criação de uma 

superfície hidrofílica e de maior rugosidade, que melhora a adesão e o metabolismo dos 

osteoblastos (NISHIGUCHI et al.,2003; KOKUBO et al., 2004; TUGULU et al., 2010; KAWAI 

et al., 2012; CARMARGO et al., 2017). O tratamento alcalino também pode atuar favorecendo a 

adesão de moléculas orgânicas a estas superfícies, funcionalizando-as e possibilitando a modulação 

da resposta das células do tecido ósseo e dos tecidos circunjacentes (CAI et al., 2006; ENGLE et 

al., 2008; MIAO et al., 2017; ZENG et al., 2019). 

As modificações por corrosão, utilizando ácidos fortes também têm sido aplicadas com o 

objetivo de aumentar a rugosidade superficial e a superfície de contato dos implantes com o tecido 

ósseo receptor (KOKUBO et al., 2004). Neste contexto, o tratamento com ácido fluorídrico tem 

demonstrado efetividade nas alterações de superfícies de titânio, bem como na resposta de 

osteoblastos (TRENTO et al., 2020). 

No entanto, o aumento da rugosidade das superfícies dos implantes também pode resultar 

em maior adesão e colonização por microrganismos que estão associados ao desenvolvimento das 

doenças peri-implantares, como a peri-implantite (TEUGHELS et al. 2006; HAN et al., 2016). 

Apesar de haver uma relação direta entre a rugosidade e a adesão bacteriana, a formação de um 
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biofilme maduro também depende das interações moleculares destes microrganismos e seus 

produtos e as diferentes superfícies (NOUNEH et al., 2001). 

A peri-implantite é uma doença multifatorial, causada pela colonização dos tecidos peri-

implantares por biofilmes, cuja etiopatogênese pode ser influenciada por hábitos como tabagismo, 

disfunções metabólicas como o diabetes, histórico de infecções associadas a bactérias como a 

periodontite e a má higienização. Considerado como uma infecção crônica localizada, pode atingir 

cerca de 5% a 10% dos implantes instalados (MOMBELLI et al., 2002), ocasionando a perda 

irreversível da crista óssea, perda da função dos tecidos e a perda do implante (ROMANOS et al., 

2019). Além disso, a evolução da periimplantite também está associada a uma disbiose, isto é um 

desequilibrio da microbiota local, associado à presença e patogenicidade de agentes infecciosos, 

como bactérias envolvidas na doença (GOMES et al., 2019). 

Avaliações microbiológicas de doenças peri-implantares demonstraram a presença e 

prevalência de patógenos como Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus 

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus 

e Tannerella forsythia (NOCITI JR. FH et, al 2001).  

A presença destes biofilmes nos tecidos peri-implantares resulta na liberação de 

lipopolissacarídeos (LPS), que atuam como potentes indutores da resposta inflamatória e podem 

estar direta ou indiretamente relacionados ao metabolismo e remodelação óssea.  

Além das bactérias mais prevalentes, temos também bactérias comensais, cuja ativação de 

patogenicidade pode estar relacionada a falhas e perdas de implantes precoces, como a E. coli, que 

foi encontrada em vários casos de falhas depois de um curto período após o procedimento cirúrgico 

e relacionadas a peri-implantite juntamente com Pseudomonas gingivalis (RAMS et al., 2014; 

ROSENBERG; TOROSIAN, 1991). Esses patógenos apresentam uma resistência importante aos 

antibióticos comuns encontrados e utilizados dentro da odontologia clínica; além disso, os LPS 

desta espécies são amplamente utilizados para a indução da resposta inflamatória e como simulação 

do contato celular com produtos bacterianos (MEDINA; VILLA-CORREA, 2015). 

Estudos anteriores demonstraram que a ativação da resposta imunogênica celular e tecidual 

é dependente de espécie origem do LPS (PULENDRAN et al., 2001), que pode ser derivado da  

diferença molecular entre esses produtos para cada microrganismo (LAU et al., 2009). Além de 

atuar na resposta imunogênica, o LPS também pode participar da adesão da bactéria a diferentes 

substratos, bem como na formação do biofilme (ATABEK et al., 2008). 
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Portanto, as propostas de modificações de superfície devem considerar não só as 

propriedades osteocondutoras e osteoindutoras, mas também as interações com a microbiota 

comensal e patológica da cavidade oral (HICKOK, et al., 2018). Os efeitos do controle de biofilmes 

por modificações de superfícies já foram relatados (KARTHIK et al., 2013). No entanto, as 

modificações por alcalinização com hidróxido de sódio (NaOH) e com ataque ácido por ácido 

fluorídrico (HF) ainda são escassas. 

Além da adesão, outro fator que pode ser influenciado pelas modificações de superfície é a 

resposta celular frente a estímulos inflamatórios e microbianos (OBANDO-PEREDA et al., 2014).  

A doença peri-implantar se caracteriza pela presença de reações inflamatórias que afetam os tecidos 

peri-implantares sob função, ou seja, após receber a prótese implanto ou muco-implanto suportada 

(ZITZMANN et al., 2001). Uma resposta inflamatória exacerbada e prolongada pode gerar uma 

reação não favorável aos tecidos adjacentes, acelerando a degradação da matriz extracelular óssea, 

enquanto uma resposta inflamatória moderada/modulada pode produzir menores efeitos 

colagenolíticos e de reabsorção óssea (OBANDO-PEREDA et al., 2014). 

Assim, o estabelecimento de superfícies que apresentem potencial de modular 

negativamente a adesão de biofilmes e produtos bacterianos e positivamente a resposta de células 

ósseas, pode acelerar o reparo peri-implantar. 
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2. PROPOSIÇÃO 

 

O presente estudo teve como objetivo determinar o efeito das modificações da superfície 

de titânio, polidas e modificadas, por meio da alcalinização e acidificação, sobre a adesão de 

lipopolissacarídeos (LPS) de Escherichia coli (E.coli) e na adesão e metabolismo de osteoblastos 

humanos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Determinar o efeito da modificação da superfície de titânio por meio de acidificação com 

ácido fluorídrico e da alcalinização com hidróxido de sódio sobre: 

- A topografia superficial e rugosidade de discos de titânio polidos e modificados 

submetidos a alcalinização com NaOH e acidificação por HF. 

-  A adesão de LPS de E. coli, por meio de microscopia de fluorescência e análise 

quantitativa de fluorimetria;  

- A adesão de Osteoblastos humanos (SaOs-2) na presença e ausência de LPS de E. coli; 

- A viabilidade de Osteoblastos humanos (SaOs-2) na presença e ausência de LPS de E. 

coli,  

- A síntese de fator de necrose tumoral alfa por osteoblastos humanos (SaOs-2) na presença 

e ausência de LPS de E. coli  
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

Este estudo foi realizado utilizando um modelo in vitro experimental de amostras de disco 

de Ti polidas e modificadas, no qual as células foram cultivadas in vitro sobre as superfícies a 

serem avaliadas, de forma a simular o contato destas células com os materiais utilizados na 

substituição dos elementos dentais.  

Para este estudo, foi selecionada uma linhagem de osteoblastos humanos - SaOs-2 (ATCC# 

HTB85).  

Foram analisadas superfícies de titânio, polidas, submetidas ao tratamento com ácido 

fluorídrico e com hidróxido de sódio na presença ou ausência do lipopolissacarídeo (LPS) de 

Eschericha coli. As variáveis resposta incluíram avaliação da rugosidade e topografia superficiais, 

adesão do LPS às superfícies, adesão celular, viabilidade celular e síntese de fator de necrose 

tumoral alfa (Figura 1). 

 

Figura 1. Fluxograma do delineamento experimental utilizado para o desenvolvimento do estudo.  

 

 

Fonte: autor 
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3.1 OBTENÇÃO E PADRONIZAÇÃO DOS DISCOS DE TITÂNIO 

 

Para esta investigação, foram utilizados discos de titânio tipo IV, marca ASTM, com 8 mm 

de diâmetro e 2 mm de espessura. Todos os discos foram padronizados manualmente utilizando 

lixas de granulação 400, 600 e 1.200, para obtenção de rugosidade superficial padronizada e depois 

limpos com acetona e etanol (Figura 2).  

Após padronização da rugosidade superficial por meio de polimento manual, os discos 

foram submetidos à limpeza em cuba ultrassônica digital (Cristófoli Biosegurança, Campo 

Mourão, PR, BR), para eliminação de fragmentos de titânio e material orgânico nas superfícies 

(PARK et al., 2012; CARDOSO et al., 2023; PANSANI et al., 2023) por meio de imersão em 

acetona PA por 15 minutos, etanol 70% por 15 minutos, água destilada por 15 minutos e lavagem 

abundante com água destilada. 

 

Figura 2. Representação da sequência para padronização e limpeza dos discos de titânio polidos    

 

Fonte: autor 

 

3.2 MODIFICAÇÃO DE SUPERFÍCIE POR MEIO DE TRATAMENTO ÁCIDO E 

ALCALINIZAÇÃO 

A modificação de superfície por tratamento ácido foi realizada a partir da imersão dos 

discos de titânio em ácido fluorídrico (Sigma-Aldrich – St Louis, MO, EUA), na concentração de 
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10%, por 5 minutos à temperatura ambiente (25oC) em repouso (MOURA NETO et al., 2023) 

(Figura 3).  

A modificação de superfície por alcalinização consistiu na imersão dos discos de Ti em 

solução aquosa de hidróxido de sódio (NaOH) 5 mol/L (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) a 

60oC por 24 h, sob agitação. Então, foram lavados em água deionizada estéril por 1 hora e por fim, 

esterilizados em autoclave. (CAMARGO et al., 2017; VILA REAL et al., 2021) (Figura 3). 

 

Figura 3. Representação esquemática do tratamento dos discos de titânio com ácido fluorídrico (HF)e alcalinização 

com NaOH.   

                  

Fonte: autor 

 

3.3 ANÁLISE DA TOPOGRAFIA E RUGOSIDADE SUPERFICIAIS 

A topografia e rugosidade dos discos de titânio polidos, submetidos a diferentes 

tratamentos, foram avaliadas por microscópio eletrônico de varredura (MEV; Inspect Scanning 

Electron Microscope-S50, FEI, Hillsboro, OR, EUA). Após a aquisição das imagens, estas foram 

analisadas por meio do software Image J (National Institutes of Health), a partir do qual foram 

obtidas 5 áreas lineares de cada imagem. A rugosidade de cada amostra foi considerada a partir da 

média destas cinco medidas (n=6) (VILA REAL et al., 2022; MOURA et al., 2023) (Figura 4). 
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Figura 4. Representação esquemática da análise de topografia e rugosidade superficiais por meio de MEV. 

 

Fonte: autor 

 

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Para a realização dos experimentos, após os protocolos de modificação de superfície, os 

discos de titânio, foram esterilizados em autoclave e alocados em placas de cultura de células de 

24 poços (Figura 5).   

 

Figura 5. Representação esquemática da esterilização dos discos e posicionamento dos discos de titânio alocados, 

após a esterilização, em placas de 24 poços. 

 

 

 

 

 

Fonte: autor 
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3.5 ANÁLISE QUALITATIVA DA ADESÃO DO LPS À SUPERFÍCIE DE TITÂNIO 

 

 Para determinar o efeito das modificações de superfície na adesão do LPS, após o 

posicionamento dos discos nas placas de cultura, foi adicionado 1mL de meio de cultura (DMEM) 

livre de SBF contendo LPS de E. Coli (1g/mL). Para viabilizar a observação do LPS, foi 

selecionado um LPS acoplado a uma fluoresceína (Thermo Scientific, Carlsbar, CA, EUA).  Vinte 

e quatro horas após a adição do LPS, as amostras foram analisadas por meio de microscopia de 

fluorescência (Leica RM 2145, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Alemanha), 

utilizando os comprimentos de onda de 495/510 nm (Figura 6).  

 

Figura 6. Representação esquemática da aplicação do LPS sobre os discos de titânio e análise qualitativa por 

meio de microscopia de fluorescência. 

 

Fonte: autor 

 

3.6 ANÁLISE QUANTITATIVA DA ADESÃO DO LPS À SUPERFÍCIE DE TITÂNIO 

 

 A análise quantitativa da adesão do LPS às superfícies de titânio polidos e modificados com 

tratamento ácido ou alcalino foi realizada por meio da leitura de intensidade de fluorescência de 

área das diferentes superfícies, utilizando um fluorímetro (Synergy H1, BioTek, Winooski, VT, 

EUA), nos comprimentos de onda de 495/510 nm (Figura 7). 
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Figura 7. Representação esquemática da análise quantitativa da adesão do LPS sobre as superfícies dos discos de 

titânio. 

 

Fonte: autor 

 

3.7 ANÁLISE DO EFEITO DAS MODIFICAÇÕES DE SUPERFÍCIE DE TITÂNIO SOBRE A 

ADESÃO E METABOLISMO DE OSTEOBLASTOS 

 

Para este estudo, foi selecionada uma linhagem de osteoblastos humanos Saos-2. As células 

foram mantidas em frascos de cultura celular de 75cm² em meio de cultura Dulbeco’s Modified 

Eagle Medium- DMEM (Gibco, Cralsbad, CA, EUA) contendo 1% de solução antibiótica (Gibco) 

e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco) até que fosse obtida confluência de 

80%. Os subcultivos foram realizados utilizando tripsina/EDTA 0,25% (Gibco).  

A partir da obtenção do número de células necessário para o experimento, estas foram 

cultivadas sobre os discos de titânio, previamente alocados em placas de 24 compartimentos, e 

submetidos ao contato com LPS (1 μg/mL), na densidade de 2x104 células por disco em 1mL de 

meio de cultura completo (Figura 8).                           
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Figura 8. Representação esquemática da análise da adesão dos osteoblastos aos diferentes substratos na presença 

do LPS. 

 

Fonte: autor 

 

3.8 ANÁLISE DA ADESÃO CELULAR 

A adesão dos osteoblastos às superfícies de titânio na presença ou ausência do LPS foi 

determinada por fluorescência direta, utilizando um marcador de citoesqueleto (Actin Red, 

Invitrogen, 650 nm) e um intercalante de DNA (Hoescht, Invitrogen) (n=6), após 24 horas de 

contato.  

As células foram fixadas em paraformaldeido 4% por 30 min, seguido de lavagem em PBS 

1x, permeabilização com Triton x-100 (0,1% - Sigma-Aldrich) e incubação com Actin Red por 30 

min. A seguir, as células foram novamente lavadas em tampão fosfato e submetidas a marcação 

nuclear com Hoescht (1:5000) por 15 min. As amostras foram qualitativamente analisadas por 

microscopia de fluorescência. Cinco campos de cada amostra foram fotografados e analisados 

quantitativamente em software ImageJ (Figura 9). 

 

 

 

 



 

24 
 

Figura 9. Representação da análise da adesão dos osteoblastos aos diferentes substratos. 

 

Fonte: autor 

 

3.9 ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR 

 

 A viabilidade dos osteoblastos foi avaliada por meio do ensaio de prestoBlue, cujo resultado 

se dá pela clivagem da resazurina em resufurina, um composto fluorescente.  

 Após 24 horas do contato com LPS, as células foram incubadas por 1 hora a 37oC em meio 

de cultura DMEM livre de SFB, contendo 10% de solução de prestoBlue. Após este período, 200 

μL da solução foi transferida para uma placa de 96 poços e submetida a análise de intensidade de 

fluorescência em fluorimetro (Synergy H1) , nos comprimentos de onda de 560/590 nm (Figura 

10). 

Figura 10. Representação do ensaio de PrestoBlue, para avaliação da viabilidade dos osteoblastos após cultivo 

sobre diferentes superfícies.  

 

Fonte: autor 
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3.10 ANÁLISE DA SÍNTESE DE TNF-α 

 

 A síntese de TNF-α pelos osteoblastos nas diferentes condições experimentais foi 

determinada por meio do imunoensaio ELISA, utilizando o meio de cultura (sobrenadante) em 

contato com as células por 24 horas após a exposição ao LPS, utilizando o kit DuoSet humanTNF-

alPHA (R&D Systems, EUA, Minneapolis MN, EUA). 

Para a realização do ensaio, uma placa de 96 poços específica para tal protocolo foi 

previamente incubada com o anticorpo primário por 8 horas (overnight) a temperatura ambiente. 

Após lavagem em “wash solution” 1:25, foi realizado o bloqueio da placa com Reagent Diluent 

1:10 por 30 minutos, seguido de lavagem. A seguir, foram adicionados 100uL de cada amostra, 

além de amostras para curva padrão, que foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente, 

seguido de nova lavagem. Então, as amostras foram incubadas com anticorpo secundário por 2 

horas, seguido de lavagem e adição de Streptavidina, para identificação dos anticorpos conjugados 

aos antígenos,  e incubação por 20 minutos na ausência de luz. Após nova lavagem, foi adicionada 

a “Susbstrate Solution” por 20 minutos e, por fim, a “Stop solution”.  

 A seguir, as amostras foram submetidas a análise de absorbância em espectrofotômetro 

(450 nm – Synergy H1). A concentração de TNF-alfa foi determinada por meio de interpolação em 

curva padrão (Figura 11). 

 

Figura 11. Representação do protocolo de imunoensaio ELISA, para determinação da concentração de TNF-alfa 

no meio de cultura em contato com os osteoblastos durante 24 horas de cultivo. 

 

Fonte: autor 
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3.11 ANÁLISE DOS DADOS 

 

A topografia superficial, a adesão do LPS por microscopia de fluorescência, bem como a 

adesão dos osteoblastos foram analisados qualitativamente. 

Os dados de rugosidade superficial, adesão quantitativa do LPS, viabilidade, e síntese de 

TNF-alfa foram analisados por meio do teste ANOVA a dois critérios (superfície e 

presença/ausência de LPS), e pós-teste de Tukey. Todos os testes estatísticos foram considerados 

ao nível de significância pré-determinado de 5%.  
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4. RESULTADOS  

 

4.1 TOPOGRAFIA SUPERFICIAL 

 

A análise das diferentes superfícies de titânio por meio de MEV demonstrou que ambos os 

tratamentos de superfície resultaram em alterações da topografia dos discos de titânio, resultando 

aumento da amplitude de picos e vales, conforme demonstrado na Figura 12. 

Para os discos polidos, nota-se pouca variação de rugosidade, demonstrados pela imagem 

tridimensional. Para os discos alcalinizados, é possível observar a presença de microporosidaes na 

superfície, com maior amplitude entre picos e vales.  

Os discos submetidos ao tratamento ácido também apresentaram a presença de poros na 

superfície, observados na análise tridimensional.  

 

Figura 12. Fotomicrografias das amostras de discos de titânio polidos ou submetidos aos diferentes tratamentos 

de superfície NaOH e HF, por meio de microscopia eletrônica de varredura e análise qualitativa da topografia 

superficial de cada amostra, analisada por meio do software Image J. 

 

Fonte: autor 
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4.2 RUGOSIDADE SUPERFICIAL 

 

A análise da superfície dos discos de titânio polidos e submetidos ao tratamento de 

superfície por alcalinização e tratamento ácido demostrou que ambos os tratamentos resultaram em 

aumento significativo da rugosidade superficial, sendo que o tratamento alcalino com NaOH 

provocou maiores alterações desta rugosidade, com aumento de 40%, aproximadamente para os 

discos alcalinizados e 20% para os tratados com ácido fluorídrico (Figura 13).  

 

Figura 13. Gráfico da rugosidade superficial dos discos polidos e submetidos aos tratamentos por alcalinização por 

NaOH ou tratamento com ácido fluorídrico.  

 

 

 

Barras indicam média e desvio padrão. Grupos identificados com símbolos diferentes indicam diferença 

estatisticamente significante (Tukey, p<0,05), n=6.  

Fonte: Autor 
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4.3 ANÁLISE QUALITATIVA DA ADESÃO DO LPS AOS SUBSTRATOS  

 

A análise qualitativa da adesão do LPS aos substratos por meio de microscopia de 

fluorescência, visando observar a distribuição deste produto bacteriano sobre as diferentes 

superficies demonstrou que a adesão de LPS foi maior para os discos submetidos aos tratamentos 

de superfície (Figura 14), como pode ser observado por meio da visualização de diversos pontos 

fluorescentes nas amostras tratadas, enquanto apenas escassas marcações são identificadas na 

amostra polida, submetida à incubação com LPS acoplado à sonda fluorescente.  

 

Figura 14. Fotomicrografias da análise da adesão do LPS conjugado a fluoresceína sobre as  amostras de discos de 

titânio polidos ou submetidos aos diferentes tratamentos de superfície, por meio de microscopia de fluorescência 

(x100). 

 

A marcação em verde indica a presença do LPS conjugado a uma fluoresceína sobre as diferentes superfícies. 
Fonte: Autor 

 

4.4 ANÁLISE QUANTITATIVA DA ADESÃO DE LPS À SUPERFÍCIE DE TITÂNIO  

 

A análise quantitativa da adesão do LPS às superfícies por meio de fluorímetro demonstrou 

aumento significativo (p<0,05) na intensidade de florescência para todos os grupos tratados com 
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LPS, sendo que esta fluorescência foi maior para os discos tratados com NaOH (Figura 15), o que 

confirma a adesão do LPS às superfícies. 

Figura 15. Gráfico da intensidade de fluorescência das amostras de discos de titânio polidos, tratados com hidróxido 

de sódio ou ácido fluorídrico na ausência e presença do LPS acoplado a uma fluoresceína.  

 

Barras indicam média e desvio padrão. Grupos identificados com símbolos diferentes indicam diferença 

estatisticamente significante (Tukey, p<0,05). 

Fonte: Autor 

 

4.5 ANÁLISE DA ADESÃO DOS OSTEOBLASTOS À SUPERFÍCIE DE TITÂNIO 

 

A análise da adesão dos osteoblastos aos substratos de discos de titânio polidos e tratados 

com hidróxido de sódio ou ácido fluorídrico demonstrou maior número de células aderidas às 

superfícies submetidas aos tratamentos na ausência de LPS, bem como maior espraiamento celular. 

Entretanto, quando presente o LPS, observou-se uma diminuição no espraiamento celular, 

mantendo o número de células constante, conforme identificado pela marcação do DNA por meio 

do intercalante (Figura 16). 
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Figura 16. Fotomicrografias das amostras de osteoblastos cultivados sobre discos de titânio polidos ou submetidos aos 

diferentes tratamentos de superfície, por meio de microscopia de fluorescência.  

 

Nas amostras, o citoesqueleto celular pode ser identificado em vermelho (filamentos de actina), enquanto os 

núcleos estão identificados em azul (DNA) (x100). 
Fonte: autor 
 

4.6 ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR 

 

A avaliação da viabilidade dos osteoblastos semeados sobre os discos de titânio polidos ou 

submetidos às modificações de superfície demonstrou maior viabilidade para as células cultivadas 

sobre os discos tratados com HF. Na presença do LPS, houve menor viabilidade para os 

osteoblastos cultivados sobre os discos alcalinizados (Figura 17). 
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Figura 17. Viabilidade dos osteoblastos cultivados sobre discos de titânio polidos, tratados com hidróxido de sódio ou 

ácido fluorídrico na ausência e presença do LPS acoplado a uma fluoresceína.  

 

Barras indicam média e desvio padrão. Grupos identificados com símbolos diferentes indicam diferença 

estatisticamente significante (Tukey, p<0,05). 
Fonte: autor 

 

4.7 ANÁLISE DA SÍNTESE DE TNF-α 

 

Na presença do LPS, a síntese de TNF-α foi exacerbada para os osteoblastos cultivados 

sobre todas as superfícies de titânio, com destaque para os discos polidos, que apresentaram 

maiores valores dessa síntese (p<0,05), enquanto as células cultivadas sobre os discos submetidos 

às modificações de superfície apresentaram menor intensidade de resposta (p<0,05) (Figura 18). 

Os dados de síntese de TNF-α foram normalizados pelos valores de viabilidade celular de cada 

amostra correspondente. 
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Figura 18. Sintese de TNF-alfa por osteoblastos cultivados sobre os discos de titânio polidos, tratados com hidróxido 

de sódio ou ácido fluorídrico na ausência e presença do LPS acoplado a uma fluoresceína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Barras indicam média e desvio padrão. Grupos identificados com símbolos diferentes indicam diferença 

estatisticamente significante (Tukey, p<0,05), n-6. 
Fonte: autor 
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5. DISCUSSÃO 

O sucesso da instalação de implantes osseointegrados depende da efetiva ancoragem destes 

ao tecido ósseo, bem como do selamento mucoso, obtidos a partir da relação direta entre os tecidos 

peri-implantares e superfície do implante (BRÅNEMARK et al., 1977). 

Um estudo demonstrou que a modificação da superfície de implantes de titânio promove 

aumento da rugosidade e da molhabilidade destas superfícies melhorando também a interação e 

adesão das células que compõem os tecidos peri-implantares (ZAHRAN et al., 2016), desta forma, 

é possível favorecer as interações célula-substrato e a osteogênese de contato (FLAMANT et al., 

2016; TRENTO et al., 2020). Esses estudos corroboram com os resultados do presente estudo, em 

que os tratamentos de superfície resultaram em alterações da topografia dos discos de titânio, 

aumentando significativamente a rugosidade superficial média dos grupos tratados com NaOH e 

HF quando comparados ao grupo de discos polidos.  

Além da influência da topografia e rugosidade superficiais, as diferenças no comportamento 

celular também ocorrem devido a diferenças químicas das diferentes superfícies, como 

demonstrado previamente em um estudo de Rupp et al. (2014), no qual os autores avaliaram 

superfícies de mesma topografia, no entanto, com recobrimentos químicos diferentes, sendo que o 

reparo ósseo foi significativamente diferente entre as superfícies. 

A doença peri-implantar é uma condição causada pela presença de placa bacteriana e seus 

subprodutos na região peri-implantar (ZITZMANN et al., 2001). A placa subgengival é o fator 

inicial da peri-implantite que é composta de uma comunidade microbiana não mineralizada que 

adere à superfície do dente ou implante e não pode ser removida com água (SBORDONE; 

BORTOLAIA, 2003). Em um estudo anterior, os autores demonstraram que muitos 

microrganismos já foram descritos como fatores etiológicos na doença peri-implantar, 

principalmente bactérias Gram-negativas e anaeróbias, tais como Porphyromonas gingivalis, 

Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum (LAFAURIE et al., 2017).  

Durante a formação do biofilme temos três tipos de colonizadores, sendo a primeira bactéria 

colonizadora na formação de placa, a S. sanguinis (PERIASAMY; KOLENBRANDER, 2010). A 

bactéria Fusobacterium nucleatum é uma ponte de ligação entre a colonização inicial e tardia, 

colonizando a superfície no meio da formação da placa. A cepa dominante mais importante durante 
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a etiopatogênese da peri-implantite é a Porphyromonas gingivalis, sendo esta  a última 

colonizadora do biofilme (HAJISHENGALLIS, 2015). 

Esses microrganismos possuem um componente externo, os lipopolissacarídeos (LPS), que 

é formado por uma camada lipídica e duas camadas de açúcar, uma hidrofóbica e outra parte 

hidrofílica, respectivamente. A composição molecular do LPS é diferente para cada espécie e até 

mesmo para cepas diferentes, sendo a porção lipídica considerada a responsável pela maior ação 

imunogênica do LPS (RAETZ; WHITFIELD, 2002).  

Um outro estudo de caso em conjunto com uma revisão sistemática, observou que as 

bactérias comensais de E.Coli foi uma das mais encontradas em falhas precoces de implantes 

dentários, bem como apresenta uma camada de LPS das mais resistentes aos antibióticos 

costumeiramente utilizados na prática clínica da implantodontia, se tornando assim o organismo 

de eleição para o nosso estudo (MEDINA; VILLA-CORREA, 2015). 

A presença destes microrganismos e seus sub-produtos, como LPS, resulta na ativação da 

resposta inflamatória local, cuja progressão ou cronificação está associada a ativação de 

macrófagos e osteoclastos, responsáveis pela degradação da matriz óssea (OBANDO-PEREDA et 

al., 2014).  

Estudos anteriores demonstraram que o LPS é capaz de aderir fortemente à superfície de 

titânio (OBANDO-PEREDA et al., 2014), o que pode resultar em efeitos prolongados a este 

estímulo, mesmo após a remoção do biofilme bacteriano (PETTERSSON et al., 2019). No presente 

estudo, houve adesão do LPS em todas as superfícies avaliadas, no entanto, esta adesão foi maior 

para os discos submetidos aos tratamentos de superfície, sendo mais significativa nos discos 

tratados com NaOH. Estes resultados podem estar associados à maior rugosidade das superfícies 

tratadas, o que facilita a adesão inicial dos produtos bacterianos.  

Este fato pode também ser resultado de maior interação destas superfícies com compostos 

orgânicos. Estudos também demonstraram que a alcalinização de superfícies de titânio facilita a 

adsorção de moléculas orgânicas como fatores de crescimento e outros compostos (KOKUBO et 

al., 2004; PANSANI et al., 2021). No entanto, no presente estudo, este fator apresentou uma face 

negativa, facilitando também a adesão do LPS. Este efeito poderia ser contraposto pela 

adsorção/impregnação de produtos antibacterianos (BARÃO et al., 2022).  Em contrapartida, um 
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estudo anterior demonstrou efetividade antibacteriana na modificação de superfícies de titânio por 

NaOH na concentração de 10 M (LIJNEV et al., 2023). No entanto, esta concentração resultou na 

redução da adesão e proliferação celular.  

Ainda, a menor adesão de LPS na superfície tratada com ácido fluorídrico, foi observada 

comparada a superfície tratada com NaOH, podendo ser resultado da formação de áreas 

hidrofóbicas após o tratamento com HF, o que, segundo estudos anteriores, reduz a adesão do LPS 

(SCHMIDLIN et al., 2013; KLIGMAN et al., 2021).   

A análise da adesão dos osteoblastos aos substratos de discos de titânio polidos e tratados 

com NaOH e ácido fluorídrico demonstrou maior número de células aderidas para as superfícies 

submetidas aos tratamentos com NaOH e HF na ausência de LPS. No entanto, na presença do LPS, 

houve menor espraiamento celular. A adesão celular é diretamente influenciada pelo tipo de 

substrato, bem como pela topografia do mesmo. Diversos estudos já demonstraram que uma maior 

rugosidade resulta em aumento da superfície de contato e elevação na adesão e espraiamento de 

células mesenquimais, como os osteoblastos (VILA REAL et al., 2022; STOILOV et al., 2022; 

INCHINGOLO et al., 2023), corroborando os dados do presente estudo.  

Como relatado anteriormente, a maior rugosidade resultante dos tratamentos de superfície 

também resultou em aumento da adesão do LPS, o que pode sugerir uma maior susceptibilidade 

para formação de biofilmes sobre estas superfícies. A presença do LPS, que neste estudo representa 

uma potencial infecção bacteriana, pode, todavia, interferir fisicamente na adesão destas células, 

cujo biofilme pode competir pelo substrato, ou ainda interferir bioquimicamente, de forma a 

prejudicar a expressão de integrinas e outros compostos da superfície celular.  

A viabilidade dos osteoblastos foi positivamente influenciada pelas modificações de 

superfície, sendo que para ambos os tratamentos houve aumento significativo desta viabilidade. 

Esse resultado está diretamente relacionado à topografia das superfícies avaliadas, visto que o 

aumento de rugosidade causado pelas modificações com NaOH e HF melhoram a adesão e também 

o metabolismo das células mesenquimais (REAL et al., 2022; STOILOV et al., 2022; 

INCHINGOLO et al., 2023). No entanto, na presença do LPS, assim como observado para a adesão 

celular, a viabilidade foi prejudicada, indicando uma toxicidade direta ou ainda uma competição 

pelo substrato. 
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A síntese de citocinas inflamatórias por células responsáveis pelo reparo peri-implantar 

também está diretamente relacionada à resposta tecidual frente a um estímulo inflamatório. A 

síntese de TNF-alfa resulta em recrutamento de células inflamatórias, que fagocitam 

periodontopatógenos, além de atuar como feedback positivo na síntese de outros mediadores 

inflamatórios. No entanto, em altas concentrações, essa citocina pode desencadear fatores 

reguladores da atividade colagenolítica e da reabsorção óssea. Portanto, a modulação desta resposta 

pode ser interessante no reparo e homeostasia dos tecidos peri-implantares. (ZITZMANN, N.U. et 

al.,2001). 

Neste estudo, a síntese de TNF-alfa foi menor para as superfícies submetidas aos 

tratamentos de superfície, tanto com NaOH quanto com HF, mesmo na presença do estímulo 

inflamatório (LPS). Esta resposta celular pode estar associada a uma melhor adesão a estes 

substratos, o que regula indiretamente o fluxo intracelular melhorando a síntese proteica e a 

diferenciação celular.  

As pesquisas na área de biomateriais para uso em implantes odontológicos têm direcionado 

seus esforços na busca de uma superfície que promova osseointegração rápida e duradoura 

(SAMMONS et al., 2005). O grande desafio nesta área de pesquisa é o desenvolvimento de uma 

superfície que promova aceleração na osseointegração, considerando todas as particularidades 

biológicas de cada indivíduo.  

Sabe-se que existe uma relação direta entre a superfície do implante e a osseointegração e 

que este fenômeno está diretamente ligado ao tipo ou tratamento aplicado à superfície do implante 

(SMEETS et al., 2016).  

 Temos como exemplo, pacientes diabéticos que possuem o sistema de defesa 

comprometidos mantendo uma maior quantidade de bactérias resistentes (ou bactérias que o corpo 

não consegue combater), sendo necessário, uma superfície que ofereca uma maior adesão celular 

além de uma menor adesão bacteriana, concluindo que a análise da superfície deve ser feita 

considerando não somente a osseointegração, mas sim a osseointegração somada a condição do 

paciente, para o melhor resultado do tratamento. 

Uma análise cuidadosa das superfícies é fundamental, uma vez que as modificações 

realizadas podem afetar não só a rugosidade, mas também as propriedades físicas e químicas da 
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mesma. É importante considerar não apenas a osseointegração, mas também como essas alterações 

podem afetar a adesão de bactérias. 
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6. CONCLUSÃO  

 

 A modificação da superfície de titânio por meio de acidificação com ácido 

fluorídrico e da alcalinização com hidróxido de sódio resultou em aumento significativo da adesão 

de LPS de E. coli quando estas superfícies foram comparadas com o titânio polido. Ademais, 

tivemos também como resultado, o aumento da adesão de osteoblastos humanos (SaOs-2) na 

ausência de LPS, enquanto que na presença de LPS de E. coli esta adesão foi prejudicada.  

      De modo geral, a superfície submetida ao tratamento com HF promoveu menor 

interação ao LPS, além de promover a manutenção da viabilidade dos osteoblastos e a modulação 

da síntese do fator de necrose tumoral alfa. 

A análise da superfície dos discos de Ti polidos e submetidos ao tratamento de 

superfície por alcalinização e tratamento ácido demonstrou que ambos os tratamentos resultaram 

em aumento significativo da rugosidade superficial, sendo que o tratamento alcalino com NaOH 

provocou maiores alterações desta rugosidade. 

Estas mesmas modificações, resultaram em redução da viabilidade para os osteoblastos 

cultivados sobre as superfícies tratadas com NaOH na presença do LPS, enquanto os outros grupos 

apresentaram viabilidade semelhante ao grupo de discos polidos.  

Em relação a síntese de TNF-α, as modificações resultaram em aumento da síntese de 

fator de necrose tumoral alfa por osteoblastos humanos (SaOs-2) na presença do LPS, sendo esta 

síntese menor para as células cultivadas sobre os discos tratados com HF. 
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