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Resumo
A evolução do projeto dos implantes osseointe-

gráveis é resultado do desenvolvimento de diferentes 
tipos de estruturas em sua superfície. No entanto, 
ainda existe a necessidade de estudos para definir 
o tipo de superfície ideal. Esse trabalho discute mé-
todos de avaliação da superfície de implantes que 
mostram o potencial de determinadas superfícies 
para induzir mineralização óssea in vitro, partir do 
uso de células mesenquimais progenitoras. Foram 
realizadas análises comparativas entre a topografia 
de implantes com e sem rugosidades nanométricas e 
o tipo de interação entre pré-osteoblastos semeados 
diretamente nesses implantes. Características distin-
tas foram observadas em cada superfície.

Palavras-chave: implantes dentários; osseoin-
tegração; nano-rugosidade; mineralização óssea; 
osteoblastos; superfícies de implantes.

Abstract
Improvements in dental implants structure is the re-
sult of development of different types of geometrically 
intelligent surfaces, provided by the emergence of 
companies interested in innovation of these mate-
rials, however, there is still a need for studies to defi-
ne the type of ideal surface. This work addresses an 
unprecedented discussion regarding implant surface 
evaluation methods, able to show the potential of cer-
tain areas to induce bone mineralization in vitro. From 
the use of mesenchymal progenitor cells, which have 
the capacity to respond to stimuli surface, comparati-
ve tests were performed between the topography im-
plants with and without nano-roughness and the type 
of functional interaction between pre-osteoblasts 
seeded directly into these implants. Different charac-
teristics of coating cells and mineralization niches on 
different surfaces were found.
Keywords: dental implants; osseointegration; nano-
-roughness; bone mineralization; osteoblast cells; 
implants surfaces.

Functional evaluation of implants by bone mineralization in vitro

Introdução

Na década de cinquenta, o desenvolvimento de implantes osseointe-
gráveis surgiu com dois desenhos distintos: como um cilíndrico com 
roscas, implantes Nobelpharma, e um cilindro sem roscas com per-

furações implantes Strauman, ambos introduzidos no tecido ósseo com téc-
nicas cirúrgicas.

 As décadas seguintes, com o sucesso clínico e científico da técnica da 
substituição de dentes perdidos por implantes osseoitegraveis, proporcionou 
o surgimento de empresas que desenvolveram diversos projetos de implantes, 
buscando um maior índice de osseointegração. O conceito ideal do desenho 
do implante osseointegravel ainda é muito pesquisado principalmente no que 
diz respeito à superfície do implante.

 Hoje diferentes formas de tratamento de superfícies são desenvolvidas 
buscando permitir uma justa posição do osso a superfície do implante, au-
mentando assim o fenômeno da osseointegração, definido em 1969 como 
“conexão direta estrutural entre o osso vivo e ordenado e a superfície de um 
implante submetido à carga funcional”. 

As superfícies maquinadas e jateadas foram pioneiras, citando jateamen-
tos com sílica, óxido de alumínio, óxido de titânio, após os tratamentos áci-
dos, seguidas por superfícies cobertas com plasmas spray de titânio e de hi-
droxiapatita, técnicas de ativação do óxido de titânio por oxidações iônicas, 
todos avaliados micrometricamente sempre com o objetivo de potencializar o 
contato ossoimplante e buscar resultados mais rápidos para o carregamento 
de implantes osseointegráveis (1). 

Estes tratamentos criam microrrugosidades e alteram a tensão e energia 
superficial, favorecendo a adesão de osteoblastos e consequente formação de 
grande quantidade de matriz extracelular depositada sobre a superfície, au-
mentando a área funcional do implante. Modificações químicas também fo-
ram implementadas para modular a reação tecidual ao material implantado. 
Assim, materiais à base fosfato de cálcio (CaP) têm sido amplamente inves-
tigados, devido a sua semelhança química com a parte inorgânica do osso, e 
de potencial de bioatividade. Existem algumas técnicas de preparação de CaP 
para produzir hidroxiapatita, com uma estrutura em 3D semelhante ao osso. 
No entanto, quando usado como um revestimento em metais, materiais de 
CaP com micrômetros de espessura não resistem a níveis de tensão resultan-
tes na superfície do implante (5). Com isso, opções por revestimentos mais 
finos, em nível nanométrico, podem representar boas alternativas para evitar 
perdas de revestimento de CaP na superfície do implante.

Com a evolução dos microscópicos eletrônicos de varredura (MEV) e de 
força atômica (MFT), as superfícies passaram a ser avaliadas tridimensional-
mente. Em análise por MEV, a observação de superfícies em aumentos acima 
de cinquenta mil vezes proporciona a medição de rugosidades nanométricas 
e a observação da interação da superfície dos implantes com osteoblastos em 
estudos que permitem avaliar a maior ou menor formação de matriz extrace-
lular e a mineralização óssea in vitro.

O presente estudo apresenta resultados inéditos de avaliação funcional 
de mineralização óssea a partir do cultivo de pré-osteoblastos em superfícies 
maquinadas, tratamento com duplo ataque ácido e nanotratamento com cris-
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tais de hidroxiapatita pura e cristalina. É possível observar características distintas de recobrimento de células e nichos de 
mineralização nas diferentes superfícies avaliadas após o período de vinte e oito dias.

Material e Método 
Para este estudo foram utilizados implantes produzidos em titânio comercialmente puro de grau IV, com macrogeo-

metria híbrida, 3,5 milímetros de diâmetro e 10,0 milímetros de comprimento (Implante Strong SW, S.I.N – Sistema de 
Implantes Nacionais , São Paulo, Brasil). Estes implantes foram divididos em três grupos: Grupo I: Sem tratamento de 
superfície; Grupo II: Superfície tratada com duplo ataque ácido térmico e; Grupo III: Superfície tratada com duplo ata-
que ácido térmico e nanoativada com cristais de hidroxiapatita cristalina pura (Superfície SINactive, S.I.N – Sistema de 
Implantes,Nacionais, São Paulo, Brasil).

Foi feita uma caracterização nano estrutural das superfícies através de MEV por detecção de elétrons secundários e as 
rugosidades foram medidas em software do microscópio Jeol JSM 6490-LV.

Os implantes foram acomodados em suportes específicos para permitir o cultivo da linhagem celular de pré-osteoblastos 
(MC3T3-E1). Estas células foram semeadas nas respectivas superfícies com a mesma quantidade de células e mantidas em 
estufa sob condições controladas, o meio de cultivo alfa-MEM das amostras foi trocado a cada três dias e no controle posi-
tivo foram adicionados os indutores de mineralização óssea (beta-glicerol fosfato, ácido ascórbico e melatonina) e monito-
radas durante vinte e oito dias. Após esse período, as amostras foram reveladas com vermelho de alizarina S para detectar 
matriz de cálcio (kit comercial de osteogênese in vitro – Millipore). As imagens da matriz mineralizada foram obtidas em 
microscópio digital de alta resolução com fontes de LED (KH 7700 – Hirox-europe).

• Caracterização das Superfícies 
A superfície das amostras: sem tratamento, com tratamento de duplo ataque ácido e nanoativadas, respectivamente: 

Grupos 1, 2 e 3 foram caracterizados por MEV em diferentes aumentos. A figura 1 mostra a diferença no padrão de rugo-
sidades entre as amostras 2 e 3 em relação ao grupo controle (1). Os grupos 2 e 3 apresentam similaridades no padrão de 
acidentes topográficos, no entanto, diferenciam-se na textura das superfícies.

Em maior aumento é possível caracterizar com mais detalhes o padrão de nano-rugosidade entre as amostras, os quais 
podemos obter em magnificação de 15 mil vezes, a partir de regiões aleatórias da superfície que as amostras do grupo 3 
apresentam poros em tamanho manométrico menores que os do grupo 2 (magnificação de 60 mil vezes). Note que o padrão 
de nano-rugosidade da amostra 3 é levemente mais aveludado, devido à diferença de textura resultante do tratamento com 
cristais de hidroxiapatita. O tratamento nanoativado (grupo 3) serve para mimetizar a superfície de modo que esta se apro-
xime ao máximo da textura óssea nativa tridimensional.

• Ensaios de Mineralização Óssea in vitro
Pode-se observar na figura 2 que depois de 28 dias, o controle positivo (tratado com indutores de mineralização) apre-

sentou claramente forte mineralização óssea evidenciada pela marcação de alizarina S em vermelho, ao contrário do que 
se pode observar no controle negativo (sem tratamento de indução). Nas imagens de implantes, não é possível identificar 
sinais de células mineralizadas tanto no grupo 1 (sem tratamento) quanto nas amostras tratadas com duplo ataque ácido 
(grupo II). No entanto, manchas de mineralização podem ser observadas nas amostras nanoativadas (grupo III). Para es-
clarecer tais resultados, foi utilizada microscopia digital 3D em alta resolução para identificar e caracterizar os respectivos 
resultados.

Figura 1. Imagens de microscopia eletrônica de varredura das superfícies: sem tratamento (grupo 1), com 
tratamento de duplo ataque ácido (grupo 2) e nanoativadas (grupo 3) mostram diferenças no padrão de 
rugosidades
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Figura 2. Imagens macroscópicas obtidas das diferentes superfícies depois do processamento e 
desafio com vermelho de alizarina S

Figura 3. Imagens de microscopia digital 3D obtidas de cada superfície depois do processamen-
to e desafio com vermelho de alizarina S (barras de aumento: 1000 e 500 µm)

Figura 4. Imagens microscópicas obtidas das superfícies (1, 2 e 3) com adição de zoom óptico

Seguindo a análise com microscopia digital 3D, pode-se notar que as amostras do grupo 1 apresentam células aderidas 
em sua superfície com pouco indício de matriz de cálcio, nas amostras do grupo 2 é possível observar que apesar da densi-
dade celular aderida ser baixa as regiões com pequenas colônias celulares apresentam sinais de mineralização. No entanto, 
nas amostras do grupo 3 é possível observar com nitidez o efeito indutor de mineralização óssea na superfície, que foi carac-
terizado por evidentes placas vermelhas formadas em regiões de colônias celulares medianas figura 3.

Em análise com maior aumento, pode-se notar que nas amostras do grupo 1 e 2 é possível observar pequenas colônias 
celulares marcadas com vermelho de alizarina S, no entanto não caracteriza mineralização. Ao contrário do que se pode 
notar nas amostras do grupo 3 que forma uma superfície estratificada com evidente formação de matriz de cálcio (minera-
lizada) figura 4.
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Discussão
Ensaios de mineralização óssea são cruciais para confirmar efeitos osseoindutores de substâncias ou em superfícies de 

biomateriais. Apesar de ser um método conhecido na literatura (6), não há relatos de trabalhos que apontem a formação de 
matriz mineralizada diretamente sobre implantes. Usualmente são utilizadas superfícies regulares em formado de discos, 
com a mesma constituição e tratamento, simulando a superfície do implante comercial. No entanto, a capacidade de veri-
ficar esses efeitos de interação célula-implante em longo prazo mimetiza ao máximo as condições observadas em procedi-
mentos in vivo, ao considerar os acidentes geométricos (rosca média, cervical e apical) do implante. 

O efeito evidente de indução de mineralização observada nas superfícies com tratamento nanocristais de hidroxiapatita 
ratifica a importância de oferecer uma superfície com microrrugosidade ideal e osteoindutores, corroborando com outros 
trabalhos realizados em discos de titânio (1), o que facilita não só a interação célula-implante como também a capacidade de 
induzir a formação óssea com maior rapidez.

Conclusão
Esses resultados confirmam a importância do teste de mineralização óssea in vitro diretamente sobre o implante utiliza-

do clinicamente como sugestivo de padrão de análise funcional inteligente para seleção de biomateriais osseointegráveis. Ao 
mesmo tempo, dentro dos limites deste trabalho, podemos concluir que as superfícies microrrugosas e ativadas com nano-
-cristais de hidroxiapatita apresentaram melhores resultados para a mineralização óssea, quando comparadas às superfícies 
sem tratamento ou tratadas com duplo ataque ácido.  
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