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RESUMO 
 

A instalação de implantes de titânio em pacientes em pacientes usuários de medicamentos 

antirreabsortivos como o ácido zoledrônico (AZ) é controversa e pode resultar em falhas na 

osseointegração. A modificação superficial dos implantes através da solução de hidróxido de 

sódio proporciona uma aceleração do reparo do tecido ósseo e favorece assim a osseintegração 

dos implantes. Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da modificação da superfície de 

implantes com hidróxido de sódio (NaOH) no metabolismo de osteoblastos tratados com ácido 

zoledrônico (AZ) in vitro. Foram utilizados discos de titânio polidos e tratados com solução 

de hidróxido de sódio. A rugosidade dos discos foi determinada por meio de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV; n=2) e por microscopia confocal (n=6). Os osteoblastos foram 

cultivados (5 x 104 células/disco) sobre os discos previamente alocados em placas de 24 

compartimentos em meio de cultura DMEM completo. Após 24 horas, estas células foram 

tratadas com AZ na concentração de 5 μmol/L. Após 7 dias, foram avaliadas a viabilidade 

celular (AlamarBlue; n=6), a síntese de colágeno (Sirius Red; n=6), produção de proteína total 

(ensaio de Lowry; n=6), atividade de fosfatase alcalina (ALP; n=6) e deposição de nódulos de 

mineralização (Alizarin Red; n=6). Os resultados qualitativos da análise da rugosidade foram 

analisados descritivamente. Os dados quantitativos de rugosidade foram avaliados por meio 

do teste paramétrico t-Student, enquanto os dados de metabolismo e diferenciação celular 

foram analisados por meio do teste estatístico ANOVA a dois critérios, com pós teste de 

Tukey, considerando nível de significância de 5%. Os resultados demonstraram que a 

modificação de superfície resultou em aumento significante da rugosidade superficial dos 

discos, revelada por meio da MEV e da microscopia confocal (p < 0,05). Esta modificação 

também resultou em maior viabilidade, síntese de colágeno, produção de proteína total e 

atividade de ALP pelos osteoblastos quando comparados às células cultivadas sobre os discos 

polidos (p < 0,05). Na presença do AZ, todos os parâmetros de metabolismo e diferenciação 

celular foram significativamente reduzidos para as células cultivadas sobre os discos polidos 

e modificados por NaOH (p < 0,05), porém, os osteoblastos cultivados sobre as superfícies 

modificadas apresentaram maiores valores para estes parâmetros, exceto para a deposição de 

nódulos mineralizados (p < 0,05), sendo a atividade de ALP similar ao grupo não exposto ao 

AZ. Assim, a modificação de superfícies de titânio com solução de NaOH pode ser uma 

alternativa promissora na indução do metabolismo e diferenciação de osteoblastos e 

aceleração da osseointegração de implantes orais, principalmente para tecidos em contato com 

AZ.  
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ABSTRACT 

 

The installation of oral implants has increased over the years according to the increased life 

expectancy. Patients subjected to the rehabilitation with osseointegrated implants frequently 

present systemic diseases. Among these complications, bone metabolic diseases, such as 

osteoporosis are highly incident. These diseases are mainly treated with antiresorptive agents, 

such as bisphosphonates, like Zoedronic Acid (ZA). Bisphosphonates promote the apoptosis 

of osteoclasts and other oral cells and inhibit bone remodeling, therefore, limiting surgical 

procedures such as tooth extractions, implant installation and periodontal procedures. 

Therefore, the installation of implants in patients under bisphosphonates therapy is 

controversial and may be related to failures in osseointegration. Surface modification by 

sodium hydroxide promotes an acceleration on bone healing and favors osseointegration. This 

investigation aimed to evaluate the effect of modification of titanium surface with NaOH on 

the metabolism of osteoblasts using an in vitro model. Machined and NaOH-treated titanium 

discs were used. Osteoblats were seeded (5 x 104 cells/disc) onto the discs previously placed 

in 24-well plates using complete DMEM culture medium. After 24 hours, cells were treated 

with AZ at 5μM. After 7 days, cell viability, collagen synthesis, alkaline phosphatase activity 

(ALP), mineral nodule deposition and calcium identification were assessed. Data were 

analyzed by ANOVA and Tukey tests, at 5% significance level. Results demonstrated that 

surface treatment increased all parameters for osteoblast metabolism, while ZA-treatment 

resulted in decrease of all cell functions. Cells seeded onto NaOH-treated discs and treated 

with ZA presented better results than those cells seeded onto machined discs and treated with 

ZA. Therefore, this seems to be a suitable alternative to induce osteoblasts metabolism and 

accelerate osseointegration, mainly for tissues in contact with ZA.  
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1 - INTRODUÇÃO 

 

O desenvolvimento de uma sociedade costuma ser demonstrado através de diversos 

meios, contudo, o tempo médio de vida de um indivíduo é um dos parâmetros mais utilizados; 

no Brasil no início dos anos 1900 a população tinha uma expectativa de vida de 33,7 anos, no 

entanto, em 2019, o relatório do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 

demonstrou que a expectativa de vida da população brasileira alcançou a média de 76,3 anos 

(IBGE, 2019). Tal fato imputa a responsabilidade aos profissionais de saúde bucal de 

proporcionar a seus pacientes meios de reabilitação cada vez mais atualizados. Durante muitas 

décadas o tratamento do edentulismo parcial ou total foi limitado ao uso de próteses fixas ou 

removíveis parciais ou totais, porém, estas podem promover desajustes como irritações ao 

tecido gengival, disfagia, dores orofaciais e disfunção da articulação temporomandibular e 

como consequências desses desajustes, surgem deficiências nutricionais, alterações 

psicológicas e limitação de integração social (ATWOOD & COY, 1971; CAWOOD & 

HOWELL, 1991; COOPER, 2009).  

Há aproximadamente 50 anos, em Gotemburgo, na Suécia, o professor Doutor Per-

Ingvar Brånemark observou em um estudo in vivo cujo objetivo era avaliar a microcirculação 

endóssea, que as câmaras de titânio instaladas em fíbulas de ratos apresentavam uma firme 

adesão ao tecido ósseo destes animais (BRÅNEMARK et al.,1977). Neste estudo, os 

pesquisadores também observaram que o titânio havia se integrado ao tecido ósseo, ao 

contrário de outros materiais empregados, os quais demonstravam apenas uma justaposição 

ao tecido em que estavam inseridos (BRÅNEMARK et al., 1977). Assim ocorreu o advento 

da osseointegração, que se apresenta como uma ancoragem estável ao tecido ósseo, sem que 

para esse efeito seja necessário a introdução de qualquer tipo de agente cimentante entre o 

biomaterial implante e este tecido (ALBREKTSSON et al., 1981; VAN STEENBERGHE et 

al., 1991). Essa modalidade terapêutica transformou o conceito de cirurgia pré-protética em 

Odontologia, tendo já na década de 80 demonstrado sua longevidade como uma terapia 

reabilitadora (ADELL et al., 1986; ALBREKTSSON et al., 1986).  

Originalmente, o processo de osseointegração foi definido como uma conexão 

estrutural e funcional do biomaterial com o tecido ósseo vivo, capaz de suportar cargas 

funcionais (BRÅNEMARK et al., 1977). Atualmente, esta classificação também considera 

aspectos clínicos, como a ausência de mobilidade do implante (GUGLIELMOTTI et al., 

2019).  



Alguns fatores locais e sistêmicos podem influenciar este processo. Entre os fatores 

locais podemos citar a morfologia do tecido receptor para o biomaterial, volume ósseo 

(dimensões verticais e horizontais) assim como aspectos relacionados a classificação da 

densidade do tecido ósseo, a vascularização óssea, sendo que este fator está diretamente 

relacionado a capacidade de reparo do tecido ósseo receptor, a condição odontológica avaliada 

na oroscopia do paciente, com principal relação à saúde periodontal, devido a estrita relação 

entre o implante e os tecidos de sustentação orais (KULLAR & MILLER, 2019). 

Considerando os fatores sistêmicos que podem afetar negativamente o processo de 

osseointegração dos implantes orais, o diabetes, as discrasias sanguíneas, hepatopatias, além 

de alterações metabólicas como a osteoporose e estão associados a uma menor capacidade de 

reparo dos tecidos ósseos (KULLAR & MILLER, 2019).  

O uso de alguns medicamentos antirreabsortivos como os bisfosfonatos (BF) também 

é descrito como fator de contra-indicação relativa para a instalação de implantes 

osseointegrados orais (RUGGIERO et al., 2014) Os BF são derivados dos pirofosfato 

inorgânico endógeno (PIE), substância que interfere na dissolução e precipitação do fosfato 

de cálcio, principal componente inorgânico do osso mineralizado e regula o metabolismo 

ósseo (RUSSELL, 2011). Estes medicamentos foram desenvolvidos a partir da modificação 

da molécula PIE, substituindo um átomo de oxigênio por um átomo de carbono, associado a 

outros radicais, conferindo a esta nova molécula maior capacidade de adesão aos cristais de 

hidroxiapatita e menor degradação hidrolítica (KAMEL, 2015) (Figura 1).   

 

Figura 1. Estruturas moleculares dos bisfosfonatos e pirofosfato   

 

Fonte: autor. 

Os BF são prescritos para aproximadamente 220 milhões de pessoas no mundo, o 

que equivale a dizer que cerca de 2,6% da população mundial, ou uma população igual a do 

Brasil, faz uso de algum bisfosfonato (CHADHA et al., 2013). Estes são indicados para 

doenças do metabolismo ósseo  como a osteoporose e  a doença de Paget, bem como 



neoplasias do tecido ósseo, o mieloma múltiplo, além de metástases ósseas dos cânceres de 

mama, próstata e pulmonar  (MADRI & SANZ, 2009; RUSSELL, 2011). 

Existem dois grandes grupos de BF, os nitrogenados e não-nitrogenados. 

(RUSSELL, 2011). A presença do nitrogênio em um de seus radicais resulta em maior adesão 

aos cristais de hidroxiapatita e também maior potência antirreabsortiva do medicamento. Estes 

medicamentos também apresentam diferentes formas de administração, podendo ser 

dispensados aos pacientes que os utilizam por via oral ou acesso endovenoso, sendo a 

inoculação endovenosa da droga aquela que apresenta maior distribuição do fármaco para os 

tecidos, bem como maior adesão e potência (RUSSELL, 2011). 

O ácido zoledrônico (AZ) é um BF nitrogenado, que apresenta alta potência e 

capacidade de adesão aos  cristais de hidroxiapatita do tecido ósseo, de tal maneira que mesmo 

após vários anos apresenta alta biodisponibilidade. Além disso, este medicamento apresenta 

potencial antirreabsortivo exponencialmente maior que os demais, apresentando um potencial 

10.000 vezes superior ao etidronato, 100 a 1000 vezes superior ao pamidronato e 20 vezes 

superior ao alendronato (COLEMAN, 2001; LAWSON et al., 2010). Tabela I. 

 

Tabela I. Potência antirreabsortiva dos bisfosfonatos e estrutura molecular de seus radicais 

BISFOSFONATO Radical 1 Radical 2 Potência 

Clodronato Cloro Cloro 10 

Etidronato OH CH₃ 1 

Pamidronato OH (CH₂)₂NH₂ 100 

Alendronato OH (CH₂)₃NH₂ 500 

Ibandronato OH (CH₂)₂N(CH₃)(CH₂)₄CH₃ 1.000 

Residronato OH CH₂-3-piridina (C₅H₅N) 2.000 

Ácido Zoledrônico OH CH₂-imidazol  (C₃H₄N₂) 10.000 

Fonte: autor 

Após a administração, os BF aderem aos cristais de hidroxiapatita dos tecidos 

mineralizados e são liberados a partir de eventos inflamatórios e/ou traumáticos (BODY & 

MANCINI 2002). Estes medicamentos atuam por meio da indução de apoptose de 

osteoclastos, bem como na inibição a maturação de pré-osteoclastos, inibindo a remodelação 

óssea (OLIVEIRA et al., 2017) (Figura 2). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20OLIVEIRA%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28198975


Porém, estudos in vitro (ORRISS et al., 2009; RAVOSA et al., 2011; BASSO et al., 

2014) e in vivo (PACHECO et al., 2015; KÜN-DARBOIS et al., 2018) demonstraram que os 

BF apresentam alta toxicidade sobre outras células, como os osteoblastos, e que também pode 

afetar o processo de aposição do tecido ósseo; estas células, em contato com estes 

medicamentos, apresentaram menor viabilidade, proliferação, migração, síntese de colágeno, 

atividade de fosfatase alcalina e deposição de matriz mineralizada. 

 

Figura 2. Mecanismo de ação dos bisfosfonatos. 

 

Fonte: adaptado de RODAN & FLEISCH, 1996. 

 

A cavidade oral apresenta intensa vascularização, o que facilita a distribuição destes 

medicamentos, e também apresenta altas taxas de remodelação óssea, o que também favorece 

a liberação dos BF nos tecidos orais (OTTO et al., 2010). Além disso, a realização de 

procedimentos cirúrgicos como exodontias e a instalação de implantes osseointegrados está 

diretamente relacionada a eventos traumáticos e inflamatórios, o que induz a liberação destes 

medicamentos nos sítios ósseos eletivos para a instalação de implantes e a depender do tipo 

de BF, bem como dose e via de administração, o processo de remodelação óssea para 

osseointegração do implantes dentários pode ser significativamente prejudicado (DE-

FREITAS et al., 2016). 

A instalação de implantes osseointegrados em pacientes que fazem uso de BF é 

controversa, devido ao risco de atraso no processo de osseointegração e perda dos implantes 

(DE-FREITAS et al., 2016). Autores como LAZAROVICI et al., (2010), apresentam um 

índice de 18,6% de perda de implantes quando estes pacientes estavam sob terapia com BF 

orais ou endovenosos; CHADHA et al., (2013) registra que aproximadamente 12% dos 



pacientes que utilizam bisfosfonatos endovenosos tiveram perdas de implantes instalados. Em 

uma revisão sistemática extensa, avaliando 528 pacientes que utilizavam algum tipo de 

bisfosfonato e que foram submetidos a instalação de implantes, a taxa de perda destes foi de 

8,49% (113 implantes) em um total de 1330 implantes instalados (DE-FREITAS et al., 2016). 

Ainda segundo estes autores, as falhas no reparo de implantes osseointegrados em pacientes 

em uso de bisfosfonatos podem estar relacionadas ao tipo de BF, sendo o grupo nitrogenado 

o mais frequentemente associado e também à concentração do medicamento no tecido, que 

por sua vez, está diretamente relacionada ao regime de tratamento utilizado pelo paciente 

(CHADHA et al., 2013; DE-FREITAS et al., 2016). 

Outro efeito adverso observado em pacientes que fazem uso de BF são as 

osteonecroses induzidas por BF (Bisphosphonates-related osteonecrosis of the jaw – 

BRONJ). Esta condição é caracterizada por área de tecido ósseo necrótico exposta na cavidade 

oral, por mais de 8 semanas, em pacientes que fazem uso de BF, sem histórico de radioterapia 

de cabeça e pescoço (MARX, 2003). A partir de estudos que demonstraram que esta condição 

também tem sido observada em pacientes que utilizam outros medicamentos antirreabsortivos 

e anti-angiogênicos, sua nomenclatura foi atualizada para “ Medication-related osteonecrosis 

of the jaw” – MRONJ (RUGGIERO et al., 2014).  

Desta forma, a aplicação de tecnologias sobre os materiais que possibilitem melhorar 

o metabolismo das células ósseas mesmo na presença de medicamentos como os BF, é de 

grande importância para o tratamento reabilitador deste grupo de pacientes e uma das 

estratégias atualmente utilizadas para acelerar o processo de reparo de implantes 

osseointegrados orais é a modificação da superfície de titânio.  Estas modificações visam 

principalmente aumentar a superfície de contato dos implantes com o tecido ósseo adjacente, 

por meio do aumento da rugosidade superficial (TRENTO et al., 2020). Este aumento de 

rugosidade, por sua vez, promove um maior embricamento mecânico dos implantes, além de 

fornecer melhores condições para a adesão, espraiamento e produção proteica pelos 

osteoblastos (DEGASNE et al., 1999; GERZON et al., 2013). 

Tais modificações podem ser realizadas por meio de jateamento de partículas, 

polimento mecânico (ALLA et al., 2011), eletropolimento, oxidação anódica, tratamentos 

ácidos (LARSSON et al., 1996) ou ainda por tratamentos alcalinos (KOKUBO et al., 2004) e 

lasers de alta potência, (MARISCAL-MUÑOZ et al., 2015).  

A modificação de superfície por meio de soluções alcalinas foi proposta inicialmente 

por KOKUBO et al. (1996), que demonstraram que a modificação superficial por meio do 

tratamento alcalino com NaOH promove aumento da rugosidade superficial, além de 



apresentar outras características favoráveis à deposição de matriz óssea, como maior 

molhabilidade, hidrofílicidade e energia livre de superfície (YAMAGUCHI et al., 2017). 

Estudos in vitro demonstraram que tais superfícies melhoraram a adesão, o espraiamento de 

osteoblastos, e alto níveis de biocompatibilidade entre o biomaterial e as células osteoblasticas 

(MIAO et al., 2017; ANSAR et al., 2019), enquanto em estudo in vivo demonstrou-se melhor 

embricamento mecânico e formação de matriz mineralizada ao redor de implantes tratados 

com solução alcalina de NaOH (LIDDELL et al., 2020). 

Assim, frente aos resultados adversos da instalação de implantes osseointegrados em 

pacientes em uso de BF e aos resultados promissores desta modificação de superfície, esta 

poderia ser uma alternativa interessante para melhorar a resposta do tecido ósseo à para este 

grupo de pacientes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 – PROPOSIÇÃO 

 

   

2.1 OBETIVO GERAL 

 

O presente estudo teve como objetivo avaliar o metabolismo de osteoblastos humanos 

tratados ou não com o ácido zoledrônico (AZ) sobre as superfícies de titânio polidas e 

submetidas à modificação de superfície por meio de imersão hidrotérmica em solução alcalina 

de hidróxido de sódio (NaOH). 

 

2.1.1 Objetivos específicos 

 

- Avaliar o efeito do tratamento por imersão hidrotérmica em solução de hidróxido de 

sódio na rugosidade dos discos de titânio, por meio de microscopia eletrônica de varredura e 

microscopia confocal. 

- Avaliar a influência da modificação da superfície de titânio por imersão hidrotérmica 

em solução de hidróxido de sódio no metabolismo e diferenciação de osteoblastos humanos 

após contato com ácido zoledrônico, por meio da avaliação da viabilidade celular, síntese de 

colágeno,produção de proteína total,  atividade de fosfatase alcalina e deposição de nódulos 

de mineralização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 DESENHO DO ESTUDO 

 

Este estudo foi realizado utilizando modelo de cultura de células sobre discos de titânio, 

para simular o comportamento das células do tecido ósseo quando em contato com as 

superfícies dos parafusos de implantes orais. Os fatores do estudo foram: superfícies de titânio, 

polidas ou submetidas a modificação de superfície por imersão hidrotérmica em hidróxido de 

sódio (NaOH), e presença ou ausência de ácido zoledrônico (AZ). As variáveis respostas 

incluíram avaliação da rugosidade superficial, viabilidade celular, síntese de colágeno, 

produção de proteína total, atividade de fosfatase alcalina e deposição de nódulos de 

mineralização. 

A distribuição dos grupos está apresentada na Figura 3. 

 

Figura 3. Fluxograma representativo da distribuição dos grupos experimentais. 

 

 
 

 Fonte: Autor 

 

 

 



3.2 OBTENÇÃO E PADRONIZAÇÃO DOS DISCOS DE TITÂNIO 

  

Os discos de titânio foram obtidos a partir de barra de titânio comercialmente puro, 

submetida a usinagem em discos de 13 mm de diâmetro e 1,5 mm de espessura. Todos os 

discos foram lixados manualmente com lixas d’água de granulações de 400, 600 e 1200,  sob 

umidade em água deionizada, em movimentos padronizados em forma de ∞, para obtenção 

de rugosidade superficial padronizada. Anteriormente ao cultivo celular, os discos foram 

avaliados quanto a rugosidade superficial em microscópio confocal em  (OLYMPUS LEXT 

OLS4000, Shinjuku, Toko, Japão) (Figura 4).  

Para remover qualquer material orgânico aderido à superfície, os discos foram 

submetidos a limpeza em cuba de ultrassom (50 Hz) , de acordo com o seguinte protocolo:  

1. Imersão por 30 min em acetona; 

2. Imersão por 30 min em água deionizada;  

3. Imersão por 30 min em etanol 100%; 

4. Imersão por 30 min em água deionizada; 

Após limpeza, os discos foram esterilizados em autoclave (YAMAGUCHI et al., 2019). 

Figura 4. Esquema representativo do preparo dos discos de titânio 

 

Fonte: autor 

 

3.3 TRATAMENTO TÉRMICO ALCALINO 

 

A modificação de superfície foi realizada a partir do tratamento térmico alcalino, por 

meio de imersão dos discos de titânio em solução de NaOH na concentração de 5 mol/L em 

água deionizada estéril, por 24 horas, a 60 °C, sob agitação a 600 rpm. Após este período, os 

discos foram submetidos a lavagem com água deionizada estéril. Tal protocolo foi aplicado, 

seguindo estudos previamente realizados na área (KAWAI et al., 2015) (Figura 5). 



 

Figura 5. Figura representativa do processo de modificação de superfície dos discos de titânio. 

                                                      

Fonte: autor 

 

3.4 ANÁLISE QUALITATIVA DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL 

 

A topografia das amostras de titânio submetidas ou não à modificação de superfície foi 

avaliada por meio de microscopia confocal, conforme descrito no item anterior e por meio de 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). Para tanto, 2 amostras de cada grupo foram 

recobertas em ouro analisada em microscópio eletrônico de varredura em aumento de 5.000 

vezes (Inspect Scanning Electron Microscope - S50; FEI, Hillsboro, OR, EUA) do 

Universidade Federal de São Carlos (UFSCar). 

 

3.5 ANÁLISE QUANTITATIVA DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL 

 

Após os tratamentos, seis amostras de cada grupo de discos, polidos e submetidos ao 

tratamento alcalino, foram avaliadas quanto a sua rugosidade superficial, utilizando o 

microscópio confocal de materiais (OLYMPUS LEXT OLS4000), em aumento de 1024 

vezes, da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar). 

Para esta análise, foi determinada a rugosidade superficial de cinco regiões lineares 

distintas de cada disco, sendo considerada como a sua rugosidade superficial final a média 

aritmética destas medidas (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 



Figura 6. Representação esquemática da análise da rugosidade superficial dos discos de titânio 

                           

Fonte: autor 

 

 

3.6 CULTURA DE OSTEOBLASTOS HUMANOS 

 

Foi utilizada a linhagem osteoblástica humana Saos-2 (American Types of Cell Culture 

– ATCC # HTB85). Estas células foram mantidas em meio de cultura Dulbeco´s Modified 

Eagle Medium (DMEM – Gibco, Carlsbad, CA, EUA), contendo solução antibiótica 

(PenStrep 1% - Gibco) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB – Gibco, Carlsbad, 

CA, EUA) (BASSO et al., 2014). 

Para o experimento, os discos de titânio foram posicionados em placas de cultura de 

células de 24 compartimentos, seguido da adição de meio de cultura DMEM completo, 

contendo 10% de SFB e solução antibiótica. As células foram cultivadas sobre os discos de 

titânio (5 x 104 células/disco), utilizando DMEM completo e estas foram submetidas a 

incubação nas condições de 37oC e 5% de CO2. 

 

3.7 TRATAMENTO COM ÁCIDO ZOLEDRÔNICO (AZ) 

 

Após 24 horas do cultivo celular, para os grupos a serem tratados com AZ, o meio de 

cultura foi substituído por DMEM livre de SFB, contendo betaglicerofosfato 10 mmol/L 

(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) e ácido ascórbico 5 mg/mL (Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO, EUA) (meio osteogênico). A este novo meio foi adicionado o bisfosfonato, na 

concentração de  5 μmol/L. As células foram mantidas em contato com o medicamento por 7 



dias. O meio de cultura foi substituído a cada 48 horas, com reaplicação do bisfosfonato 

(Figura 7). Os grupos experimentais estão apresentados na Tabela II. 

 

Figura 7. Esquema representativo das etapas experimentais 

 

Fonte:autor 

 

 

Tabela II. Distribuição dos grupos experimentais a partir dos tratamentos propostos 

Grupos experimentais -AZ  + AZ(5 μmol/L) 

Discos polidos (Polidos) - + 

Discos com modificação de superfície (NaOH)  - + 

Fonte: autor 

 

  

3.8 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR 

 

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de AlamarBlue (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA), baseado na redução do sal resazurina em um indicador fluorescente, a 

resufurina, por enzimas mitocondriais. Sendo assim, a intensidade de fluorescência da solução 

resultante é diretamente proporcional à atividade mitocondrial, que, por sua vez, reflete a 

população de células viáveis de cada amostra (RAMPERSAD et al., 2012). 

Após os tratamentos propostos, as células foram incubadas com solução composta por 

meio de cultura DMEM livre de SFB contendo 10% da solução de alamarBlue, a 37oC por 4 

horas. Após este período, três alíquotas de 100 μL de cada amostra foram transferidas para 

uma placa de 96 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA) sendo a seguir 



determinada a taxa de fluorescência da solução, por meio de fluorímetro (Synergy H1 Hybrid 

Multi-mode Microplate Reader – Biotek, Winooski, VT, EUA), nos comprimentos de onda 

de (570/600 nm) (CARDOSO et al., 2020) (Figura 8).  

 

Figura 8. Esquema representativo da análise da viabilidade celular por meio do ensaio de alamarBlue 

 

Fonte: autor 

 

3.9 SÍNTESE DE COLÁGENO 

 

A síntese de colágeno foi determinada por meio do ensaio Sirius Red (BASSO et al., 

2018). Para esta análise, o meio de cultura em contato com as células foi coletado e 

armazenado a -20oC até o momento do teste. Foram utilizados 200 μL do meio de cultura, que 

foram adicionados a um tubo contendo 200 μL do reagente Direct Red 0,1% (Sigma-Aldrich, 

St Louis, MO, EUA). Esta solução foi então incubada sob agitação por 1 hora (400 rpm - 

Thermomixer – Eppendorf, Hamburg, Alemanha), a temperatura ambiente (25oC). Após esta 

incubação, as amostras foram centrifugadas a 104 rpm por 10 min (Microcentrifugal 5415R, 

Eppendorf, Hamburg, Alemanha), sendo obtido um pellet, que foi lavado em solução de ácido 

clorídrico (0,1 mol/L) e submetido a nova centrifugação, nos mesmos parâmetros. Por fim, o 

pellet foi solubilizado em solução de hidróxido de sódio (0,5 mol/L). Três aliquotas de 100 

μL de cada compartimento foram transferidas para uma placa de 96 compartimentos (Costar 

Corp., Cambridge, MA, EUA)  e avaliadas por meio de espectrofotômetro a 555nm (Synergy 

H1 Hybrid Multi-mode Microplate Reader – Biotek, Winooski, VT, EUA) (Figura 9). 

 

 

 



Figura 9. Esquema representativo da análise da síntese de colágeno pelos osteoblastos 

 

Fonte: autor 

 

3.10 PRODUÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL 

 

Para determinar a produção de proteína total dos osteoblastos cultivados sobre os discos 

de titânio, previamente à realização do teste, os discos foram realocados em novas placas de 

cultura. Como etapa inicial, as células foram lisadas em 1 mL lauril sulfato de sódio 0,1% a 

temperatura ambiente (25oC), por 40 min. A seguir, foi adicionado 1 mL da solução de Lowry, 

seguido de incubação por 20 minutos. Por fim, foi adicional 0,5 mL do reagente Folin & 

Ciocalteu’s Phenol, previamente diluído em água deionizada (1:5). Após incubação por 30 

min em ausência de luz, três alíquotas de 100 μL de cada compartimento foram transferidas 

para uma placa de 96 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA) e as amostras 

foram submetidas a avaliação em espectrofotômetro, a 655 nm (Synergy H1 Hybrid Multi-

mode Microplate Reader – Biotek, Winooski, VT, EUA) (SILVA LEITE et al., 2017). A 

concentração de proteína total foi determinada a partir de curva padrão contendo 

concentrações previamente estabelecidas de albumina bovina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 

EUA) (Figura 10).  

 

 

 

 



Figura 10. Esquema representativo da análise da síntese de proteína total 

 

Fonte: autor 

 

3.11 ATIVIDADE DE FOSFATASE ALCALINA 

 

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada seguindo um ensaio de ponto final 

(Labtest Diagnóstico S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) (BASSO et al., 2014). Este 

ensaio utiliza o substrato de timolftaleína monofosfato, um substrato do éster do ácido 

fosfórico. A fosfatase alcalina hidrolisa a timolftaleína monofosfato liberando timolftaleína.  

Assim, é possível medir-se diretamente o produto da hidrólise, alterando-se o pH, 

promovendo a interrupção da atividade enzimática e a formação de cor azul característica do 

produto da reação, que é medida fotometricamente. Para esta avaliação, foi utilizado o produto 

da lise celular obtido durante a análise da produção de proteína total, conforme citado no item 

3.10.  

A reação foi preparada de acordo com as recomendações do fabricante, utilizado 50 µL 

de cada amostra, seguido de incubação a 37oC por 10 min. Após este período, foram 

acrescentados 2 mL de reagente colorimétrico (carbonato de sódio 94 mmol/L e hidróxido de 

sódio 250 mmol/L – reagente). Após verificação da homogeneidade das soluções, três 

alíquotas de 100 μL de cada amostra foram transferidas para uma placa de 96 compartimentos 

(Costar Corp., Cambridge, MA, EUA).  

As amostras foram analisadas em espectrofotômetro (Synergy H1 Hybrid Multi-mode 

Microplate Reader – Biotek, Winooski, VT, EUA), no comprimento de onda de 590 nm. A 

atividade de fosfatase alcalina foi calculada utilizando uma curva padrão com valores pré-

determinados da enzima, estabelecidos a partir do reagente padrão fornecido pelo kit. Os 



resultados da atividade de ALP foram normalizados pela produção de proteína total de cada 

amostra (Figura 11).  

 

Figura 11. Esquema representativo da análise da atividade de ALP 

 

Fonte: autor 

 

3.12 DEPOSIÇÃO DE NÓDULOS DE MINERALIZAÇÃO 

 

Para avaliar a deposição de nódulos de mineralização sobre os discos de titânio, após os 

tratamentos propostos, os discos foram transferidos para novas placas de cultura de 24 

compartimentos e, então, as células foram fixadas em etanol 70%, por 1 h. A formação dos 

nódulos de mineralização foi observada através do Teste de Alizarin Red (Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, EUA), como descrito: 

Após a fixação, as células foram lavadas com água deionizada, por 5 min. A seguir, foi 

adicionada a solução de Alizarin Red (40 mmol/L; pH 4,2) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 

EUA), por 20 min, sob agitação. As amostras foram então lavadas duas vezes com água 

deionizada por 5 min. Com o objetivo de analisar quantitativamente a formação dos nódulos, 

as amostras foram solubilizadas em 1 mL de cloreto de cetilpiridíneo a 10% (Sigma-Aldrich, 

St Louis, MO, EUA), por 15 min, sob agitação. 

Após verificação da homogeneidade das soluções, três alíquotas de 100 μL de cada 

compartimento foram transferidas para uma placa de 96 compartimentos (Costar Corp., 

Cambridge, MA, EUA), seguido de análise da absorbância a 562nm em espectrofotômetro 

(Synergy H1 Hybrid Multi-mode Microplate Reader – Biotek, Winooski, VT, EUA) (BASSO 

et al., 2014) (Figura 12).  



Figura 12. Esquema representativo da deposição de nódulos de mineralização  

 

Fonte: autor 

 

3.13 ANÁLISE DOS DADOS 

 

Os resultados de rugosidade superficial obtidos por meio de MEV foram analisados 

descritivamente, enquanto os resultados quantitativos de rugosidade superficial foram 

submetidos ao teste t-Student. 

Os resultados de viabilidade celular (n=6), síntese de colágeno (n=6), produção de 

proteína total (n=6), atividade de ALP (n=6) e deposição de nódulos de mineralização (n=6) 

estão apresentados em forma de porcentagem, sendo o grupo de osteoblastos cultivados em 

discos polidos, na ausência de AZ considerado como 100% para cada variável. Estes dados 

foram submetidos a análise de homogeneidade e distribuição (Shapiro-Wilk). Sendo 

observada distribuição normal, estes foram analisados estatisticamente por meio do teste de 

ANOVA a dois critérios e pós-teste de Tukey. Todas as inferências estatísticas foram 

realizadas considerando nível de significância de 5%. Os experimentos foram realizados em 

triplicata, em dois momentos distintos.  

 

 

 

 

 

 



4. RESULTADOS 

 

4.1 ANÁLISE QUALITATIVA DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL 

 

As eletromiografias da análise em MEV demonstram que as amostras submetidas à 

modificação de superfície com NaOH apresentam alterações de topografia, com a formação 

de microporosidades (Figura 13). 

 
Figura 13. Eletromicrografias da análise dos discos de titânio polidos e submetidos a modificação 

superficial com NaOH  por meio de MEV. Imagens representativas dos grupos obtidas em MEV, no aumento de 

5.000x. A seta evidencia a formação de microporosidades no grupo submetido ao tratamento com NaOH. Em 

detalhe, observa-se as microporosidades em aumento de 15.000x. 

 

 
 

Fonte: autor 

 

 

A partir da análise dos discos em microscópio confocal, nota-se aumento da 

rugosidade superficial para os discos submetidos a modificação de superfície, sendo que esta 

apresenta maiores irregularidades (picos e vales) quando comparadas aos discos polidos 

(Figura 14). 

 

 

 

 

 

 



 

Figura 14. Análise da rugosidade superficial dos discos polidos e submetidos a modificação de superfície 

com NaOH por meio de microscópio confocal. Imagem representativa da análise da rugosidade superficial dos 

discos polidos e submetidos a modificação de superfície com NaOH , demonstrando as diferentes topografias 

para cada grupo, por meio de microscópio confocal (x1024x). 

 

 

Fonte: autor 
 

4.2 ANÁLISE QUANTITATIVA DA RUGOSIDADE SUPERFICIAL 

 

A avaliação quantitativa da rugosidade superficial dos discos polidos e submetidos a 

modificação de superfície com NaOH demonstra que o segundo grupo apresentou aumento 

significante desta rugosidade (p < 0,05) (Figura 15).  

 

Figura 15. Rugosidade superficial dos discos polidos e submetidos a modificação de superfície com 

NaOH por meio de microscópio confocal. Barras indicam média e desvio-padrão. Grupos identificados por 

símbolos diferentes apresentam diferença estatisticamente significante (t-Student, p<0,05).     

       

  

Fonte: autor 
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4.3 VIABILIDADE CELULAR 

 

Os osteoblastos cultivados sobre superfícies dos discos de titânio modificadas com 

NaOH apresentaram maior viabilidade quando comparados às células cultivadas sobre os 

discos polidos, na presença ou ausência do AZ (p < 0,05). As células tratadas com AZ 

apresentaram redução da viabilidade para os dois tipos de superfície, polida ou modificada 

com NaOH, sendo que quando estas foram semeadas sobre os discos submetidos a 

modificação de superfície, maior viabilidade celular foi observada (p < 0,05) (Figura 16). 

 

Figura 16. Viabilidade dos osteoblastos cultivados sobre os discos polidos e submetidos a modificação 

de superfície com NaOH, tratados ou não com AZ. Barras indicam média e desvio-padrão. Grupos identificados 

por símbolos diferentes apresentam diferença estatisticamente significante (ANOVA two-way/Tukey, p < 0,05). 

 

 

Fonte: autor 
 

 

4.4 SÍNTESE DE COLÁGENO 

 

A síntese de colágeno foi maior para os osteoblastos cultivados sobre discos de titânio 

submetidos a modificação de superfície com NaOH quando comparados às células cultivadas 

sobre os discos polidos, tanto na ausência quanto na presença de AZ (p  < 0,05).  O tratamento 

das células com AZ resultou em queda significante da síntese desta proteína para ambos os 

grupos de discos, polidos ou submetidos a modificação com NaOH (p <0,05) (Figura 17). 
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Figura 17. Síntese de colágeno por osteoblastos cultivados sobre os discos polidos e submetidos a 

modificação de superfície com NaOH, tratados ou não com AZ. Barras indicam média e desvio-padrão. Grupos 

identificados por símbolos diferentes apresentam diferença estatisticamente significante (ANOVA two-way / 

Tukey, p < 0,05). 

 

 

Fonte: autor 
 

 

4.5 PRODUÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL 

 

Os osteoblastos apresentaram maior produção de proteína total quando foram 

cultivados sobre os discos submetidos a modificação de superfície, independente da presença 

do AZ (p <0,05). Na presença do medicamento, houve maior produção de proteína total para 

as células cultivadas sobre os discos submetidos ao tratamento quando comparados aos 

osteoblastos tratados com AZ sobre os discos polidos (p < 0,05). As células cultivadas sobre 

discos polidos tratadas com AZ apresentaram redução da produção de proteína total (p < 0,05) 

(Figura 18). 
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Figura 18. Produção de proteína total por osteoblastos cultivados sobre os discos polidos e submetidos a 

modificação de superfície com NaOH, tratados ou não com AZ. Barras indicam média e desvio-padrão. Grupos 

identificados por símbolos diferentes apresentam diferença estatisticamente significante (ANOVA two-way / 

Tukey, p < 0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 

 

4.6 ATIVIDADE DE ALP 

  

 A atividade de ALP foi maior para as células cultivadas sobre os discos submetidos a 

modificação de superfície, tanto na ausência, como na presença do AZ  (p < 0,05). As células 

expostas ao AZ cultivadas sobre discos polidos apresentaram redução da atividade desta 

enzima quando comparados aos discos não expostos e também àqueles expostos ao AZ mas 

com células cultivadas sobre discos submetidos a modificação de superfície com NaOH (p < 

0,05). A presença do AZ não interferiu na atividade de ALP pelos osteoblastos cultivados 

sobre a superfície modificada (p > 0,05) (Figura 19). 
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Figura 19. Atividade de ALP por osteoblastos cultivados sobre os discos polidos e submetidos a 

modificação de superfície com NaOH, tratados ou não com AZ. Barras indicam média e desvio-padrão. Grupos 

identificados por símbolos diferentes apresentam diferença estatisticamente significante (ANOVA two-way / 

Tukey, p < 0,05). 

 

 

Fonte: autor 

 

 

4.7 DEPOSIÇÃO DE NÓDULOS DE MINERALIZAÇÃO 

 

 A deposição de nódulos de mineralização foi estatisticamente semelhante para as 

células cultivadas sobre discos polidos e submetidos a modificação de superfície, seguidos os 

parâmetros de presença ou ausência do AZ (p < 0,05). Podendo-se compreender que o efeito 

deletério do AZ sobre a mineralização ocorreu independentemente do tratamento superficial 

com NaOH (p < 0,05). A modificação de superfície não interferiu na deposição de nódulos 

pelos osteoblastos tratados com AZ (p > 0,05) (Figura 20). 
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Figura 20. Deposição de nódulos de mineralização por osteoblastos cultivados sobre os discos polidos e 

submetidos a modificação de superfície com NaOH, tratados ou não com AZ. Barras indicam média e desvio-

padrão. Grupos identificados por símbolos diferentes apresentam diferença estatisticamente significante 

(ANOVA two-way / Tukey, p < 0,05). 

 

 

Fonte: autor 
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5 – DISCUSSÃO 

 

Tendo em vista o objetivo deste estudo, determinar a influência da modificação de 

superfície de titânio com solução de NaOH nas funções osteoblásticas relacionadas à 

osseointegração na presença do AZ, produziu resultados positivos. Esta modificação pareceu 

fornecer substrato favorável a adesão celular, visto que maior viabilidade foi observada para 

os osteoblastos cultivados sobre a superfície submetida a ação alcalina, mesmo na presença 

do AZ. De forma semelhante, a síntese de proteína total e de colágeno também foi maior para 

este grupo, assim como a atividade de ALP. Estes resultados parecem estar relacionados a 

topografia superficial, uma vez que a rugosidade proporcionada pela ação hidrotérmica da 

solução de NaOH, oportuniza melhor adesão das células a superficie e proporciona aumento 

da sobrevivência celular. 

A modificação de superfície proporciona ao implante um aumento da rugosidade 

superficial, de forma a aumentar a superfície de contato deste material com o tecido ósseo, 

melhorando seu imbricamento (SANTOS et al., 2011). O presente trabalho demonstrou que a 

modificação superficial de discos de titânio com tratamento hidrotérmico em NaOH a 60 ºC 

e concentração de 5 mol/L, resultou em alteração superficial significante, com a presença de 

microrrugosidades, observadas por meio de análise em MEV e microscopia confocal, assim 

como previamente demonstrado por outros autores (KOKUBO et al.,1996; KOKUBO et al., 

2004; XING et al., 2014; YAMAGUCHI et al., 2015). XING et al. (2014) demonstrou que 

superfícies de titânio submetidas a modificação com soluções de NaOH em diferentes 

concentrações apresentaram maior hidrofilicidade, molhabilidade e energia livre de 

superfície, o que favorece a adesão e o espraiamento celular. 

Alterações superficiais produzidas sobre os implantes de titânio podem induzir a 

adesão dos osteoblastos, bem como promovem maior diferenciação destas células 

(BABUSKA et al., 2016). DEGASNE et al. (1999) de forma semelhante apresentaram maior 

adesão e proliferação de células da linhagem osteoblásticas Saos-2 em implantes com maior 

rugosidade superficial. Corroborando esses dados, no presente estudo estas células 

apresentaram aumento de metabolismo, demonstrado por meio do aumento da viabilidade e 

síntese protéica, bem como maior diferenciação quando cultivados sobre superfícies 

submetidas ao tratamento hidrotérmico com solução de NaOH, o que pode estar relacionado 

a maior rugosidade superficial que o biomaterial apresenta (MIAO et al., 2017). XING et al. 

(2014) igualmente demonstram que células mesenquimais indiferenciadas apresentaram 



maior diferenciação osteoblástica quando foram cultivadas em superfícies de titânio tratadas 

com soluções alcalinas de NaOH. 

No presente estudo, os osteoblastos cultivados sobre a superfície submetida ao 

tratamento alcalino demonstraram maior metabolismo, observado por meio da síntese de 

proteína total e de colágeno, eventos diretamente relacionados ao processo de reparo dos 

implantes orais osseointegrados (ALLA et al., 2011). Assim, estes resultados estão de acordo 

com a literatura, denotando ao tratamento superficial com solução alcalina resultados 

positivos quanto a aceleração do reparo do tecido ósseo (XUE et al., 2005; KAWAI et al., 

2015).  

Estudos anteriores confirmaram o aumento da expressão gênica, síntese protéica e 

atividade de ALP quando osteoblastos foram cultivados em superfícies de elevada rugosidade 

(XING et al., 2014; MIAO et al., 2017); estes autores sugerem que a alteração da topografia 

superficial induz maior espraiamento das células mesenquimais, o que favorece seu fenótipo 

osteoblástico. Este estudo também avaliou, o efeito da modificação de superfície na 

diferenciação dos osteoblastos, por meio da atividade de ALP, demonstrando que as células 

cultivadas sobre as superfícies modificadas apresentaram aumento significante da atividade 

desta enzima. 

A deposição dos nódulos de mineralização, evento considerado como marcador de 

diferenciação celular, não apresentou diferença estatística significativa entre as células 

cultivadas sobre superfícies polidas ou submetidas a modificação de superfície. Este resultado 

provavelmente está relacionado ao tempo selecionado para a análise, 7 dias (ALAMI et al., 

2016). Outros autores demonstraram efeitos positivos da modificação desta superfície na 

deposição de nódulos de mineralização, porém, utilizando períodos mais tardios, de 14 dias 

(MIAO et al., 2017) para osteoblastos, ou ainda de 21 dias, para células indiferenciadas (XING 

et al., 2014). O período de avaliação foi selecionado a partir de estudos prévios, que 

demonstraram intensa toxicidade do AZ, bisfosfonato avaliado neste estudo, a partir deste 

período, inviabilizando avaliações mais prolongadas neste modelo de estudo (ORRISS et al., 

2008; BASSO et al., 2013a, BASSO et al., 2013b; BASSO et al., 2014).  

O efeito adverso dos bisfosfonatos sobre osteoblastos foi previamente demonstrado 

pela literatura onde em estudos anteriores, estas células, quando em contato com estes 

medicamentos, especificamente com AZ, apresentam alterações morfológicas, diminuição da 

viabilidade e da síntese proteica, além de redução da capacidade de diferenciação, 

demonstrada pela diminuição da expressão de ALP, além de redução da atividade desta 



enzima, e redução da capacidade de mineralização (ORRISS et al., 2008; BASSO et al., 

2013a, BASSO et al., 2013b; BASSO et al., 2014).  

Os resultados deste estudo corroboram os previamente apresentados, visto que as 

células da linhagem de osteoblástica Saos-2, na presença do AZ, demonstraram redução da 

viabilidade celular, da síntese de proteína total e de colágeno, da atividade da ALP, e a 

diminuição da deposição de nódulos mineralizados. Estudos in vivo igualmente comprovam 

que, na presença do AZ na concentração avaliada, menor produção da matriz mineralizada foi 

observada (PATNTIRAPONG et al., 2012; OH et al., 2017). Estes resultados em conjunto 

podem refletir os efeitos adversos observados quando da instalação de implantes 

osseointegrados em pacientes que estão sob tratamento com AZ e que podem apresentar a 

liberação deste medicamento na fase inflamatória do reparo ósseo, devido a demanda de 

renovação óssea. (FREITAS et al., 2016; OH, et al., 2016).  

Considerando as limitações para a instalação de implantes osseointegrados em pacientes 

em uso de BF, principalmente de AZ, a modificação alcalina da superfície de titânio com 

tratamento hidrotérmico com solução de NaOH parece ser uma alternativa promissora para 

melhorar a resposta da instalação dos implantes para estes pacientes, tendo em vista a 

possibilidade de falhas na remodelação óssea e osseointegração. Esta modificação demonstrou 

ser uma estratégia positiva no aumento da rugosidade da superfície do titânio, bem como na 

indução do metabolismo dos osteoblastos, mesmo na presença do medicamento. 

Considerando as limitações deste estudo in vitro, novos estudos serão necessários para 

encontrar o melhor protocolo de modificação da superfície do implante, para que este possa 

ser considerado como opção no tratamento reabilitador.  

 

 

 

 

 

 

 

 



6 – CONCLUSÃO 

 

Diante da metodologia utilizada e com base nos resultados obtidos, concluiu-se que: 

 

1 – A modificação alcalina da superfície de titânio por meio de imersão hidrotérmica 

em solução de hidróxido de sódio promoveu aumento da rugosidade com formação de 

microporosidades. 

2 – Os osteoblastos humanos apresentaram aumento de metabolismo, demonstrado por 

meio do aumento da viabilidade celular, síntese de colágeno e de produção de proteína total, 

e diferenciação, demonstrada pela atividade de ALP, quando cultivados sobre discos 

submetidos a modificação alcalina de superfície por meio da imersão hidrotérmica em solução 

de hidróxido de sódio. 

3- O ácido zoledrônico interferiu negativamente no metabolismo e na diferenciação dos 

osteoblastos cultivados sobre discos polidos. Os osteoblastos cultivados sobre os discos de 

titânio submetidos a modificação de superfície, estas células apresentaram maior metabolismo 

e capacidade de diferenciação. 
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