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RESUMO 

O titânio (Ti) e suas ligas têm sido estudados extensivamente para aplicações em 

implantes ortopédicos e odontológicos devido às suas boas propriedades mecânicas e 

biocompatibilidade. No entanto, falhas relacionadas a corrosão do implante tem 

aumentado o número de cirurgias de revisão, o que demanda o desenvolvimento de 

materiais mais resistentes que promovam ainda uma rápida osseointegração. Nanotubos 

de TiO2 fornecem uma interface aprimorada para interações entre superfícies de 

implantes e células no tecido. Além disso, modificação na fase cristalina (anatase/rutilo) 

da camada de TiO2 melhora a resistência a corrosão do material. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar a resposta de células tronco derivadas de tecido adiposo (ADSC) e 

fibroblastos cultivados sobre nanotubos de TiO2 com modificação na fase cristalina. Os 

nanotubos de TiO2 foram fabricados por anodização eletroquímica em eletrólito contendo 

dietilenoglicol e ácido fluorídrico, por 6 horas a 60 V, seguido de tratamento térmico à 

300, 530 e 630°C por 5 horas. Posteriormente foram caracterizados quanto a morfologia, 

molhabilidade, cristalinidade e adsorção de proteínas, por meio de microscopia eletrônica 

de varredura (MEV), análise de ângulo de contato, difração de raios x (DRX) e MEV 

seguida de espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio X (XPS). A bioatividade das 

superfícies foi avaliada por período curto (1, 4 e 7 dias) quanto a toxicidade, viabilidade, 

adesão/proliferação e morfologia, por meio dos testes de Lactato Desidrogenase, 

CellTitter-Blue®, microscopia de fluorescência e MEV, respectivamente. A capacidade 

osteogênica das ADSC foi avaliada por período longo (7, 14 e 21 dias) quanto à atividade 

de Fosfatase Alcalina (ALP) e produção de Osteopontina (OPN) e Osteocalcina (OCN), 

além da análise da deposição de cálcio e análise morfológica. Os resultados indicam que 

foi possível fabricar nanotubos com diâmetro de ± 300 nm, com diferentes fases 

cristalinas: anatase (300°C) e anatase/rutilo (530 e 630°C). As análises biológicas 

evidenciaram que a modificação das superfícies não foi tóxica e favoreceu a viabilidade 

de fibroblastos e ADSCs. A comparação entre o dia 1 e o dia 7 mostrou um aumento 

significativo (p<0.001) do número de Fibroblastos e ADSCs em todas as superfícies. 

Após a diferenciação osteogênica, a comparação entre a semana 1 e a semana 3 indicou 

que superfícies contendo nanotubos favoreceram significativamente a produção de ALP 

e OPN quando comparadas ao Ti cp (p<0.001). A produção de OCN aumentou 

significativamente (p<0.001) nas superfícies tratadas a 530 e 630°C, quando 

comparadas ao Ti cp. Adicionalmente, houve aumento significativo na deposição de 

cálcio na superfície tratada a 630°C, comparada ao Ti cp na semana 3 do estudo. Foi 

possível concluir que a modificação na fase cristalina dos nanotubos de TiO2, 

principalmente os que continham a fase anatase/rutilo, favoreceram a diferenciação 

celular e mineralização do tecido. Estes dados nos impulsionam a seguir com o estudo 

da modificação da fase cristalina de nanotubos de TiO2 em modelos in vivo. 
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ABSTRACT 

Titanium (Ti) and its alloys have been extensively studied for applications in orthopedic 

and dental implants because of their good mechanical properties and biocompatibility. 

However, failures related to implant corrosion have increased the number of revision 

surgeries. TiO2 nanotubes provide an improved interface for interactions between implant 

surfaces and tissue cells. In addition, modification in the crystalline phase (anatase / 

rutile) of the TiO2 layer improves the corrosion resistance of the material. The aim of this 

work was to evaluate the response of Adipose Derived Stem Cells (ADSCs) and 

Fibroblasts cultured on TiO2 nanotubes with modification in the crystalline phase. The 

TiO2 nanotubes were manufactured by electrochemical anodization containing 

diethyleneglycol and hydrofluoric acid for 6 hours at 60 V, followed by heat treatment at 

300, 530 and 630 ° C for 5 hours. Afterwards, were characterized by morphology, 

wettability, crystallinity and protein adsorption using scanning electron microscopy (SEM), 

contact angle, X-ray diffraction (XRD), SEM following of X-ray photoelectron 

spectroscopy (XPS) respectively. Surface bioactivity was evaluated for toxicity, viability, 

adhesion / proliferation and morphology for the short period (1, 4 and 7 days) by Lactate 

Dehydrogenase, CellTitter-Blue®, fluorescence microscopy and SEM tests, respectively. 

The osteogenic capacity of the ADSC was evaluated over a long period (7, 14 and 21 

days) for the production of: Alkaline Phosphatase (ALP), Osteopontin (OPN), Osteocalcin 

(OCN), besides calcium deposition analysis and morphological analysis, through 

biochemical analysis, immunofluorescence, colorimetric and SEM, respectively. The 

results indicate that it was possible to manufacture nanotubes with a diameter of ± 300 

nm, with different crystalline phases: anatase (300°C) and anatase / rutile (530 and 630 

° C). In addition, the presence of nanotubes favored a slightly higher adsorption of 

fibrinogen when compared to commercially pure Ti (Ti cp). Biological analyzes showed 

that the modification of the surfaces was non-toxic and favored the viability of fibroblasts 

and ADSCs. The relation between day 1 and day 7 showed a significant increase (p 

<0.001) of fibroblasts and ADSCs on all surfaces. After osteogenic differentiation, the 

relation between week 1 and week 3 indicated that nanotubes surfaces favored 

significantly (p <0.001) the production of ALP and OPN when compared to Ti cp. The 

OCN production increased significantly (p <0.001) on surfaces treated at 530 and 630°C, 

when compared to Ti cp. Additionally, there was a significant increase in calcium 

deposition on surfaces treated at 630°C, compared to Ti cp at week 3. It was possible to 

conclude that the modification in the crystalline phase of TiO2 nanotubes, especially those 

containing the anatase / rutile phase, favored cell differentiation and tissue mineralization. 

These data stimulate us to follow the study of the modification of the crystalline phase of 

TiO2 nanotubes in in vivo models. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A colocação de próteses ortopédicas tem melhorado a qualidade de vida de 

milhões de pessoas no mundo todo. Estima-se, por exemplo, que pelo menos 4,5 

milhões de pessoas possuem prótese de quadril e 6,7 milhões possuem prótese de 

joelho. No entanto verifica-se um aumento simultâneo no número de cirurgias de revisão 

de implantes, com uma projeção de aumento em 137% e 607% no número total de 

cirurgias de revisão no quadril e no joelho, respectivamente, entre os anos de 2005 e 

2030 (Puelo 2004; Kurtz 2007; Kremers et al. 2015).  

Uma das principais causas de cirurgias de revisão é a corrosão de materiais 

metálicos (Manivasagam Geetha, Durgalakshmi, and Asokamani 2010), causado pelo 

contato do material com componentes do sangue e outros fluidos corporais (J Yu, Zhao, 

and Li 1993). Para superar estes problemas, modificações na superfície do implante, tem 

sido frequentemente realizadas com o intuito de diminuir a corrosão e melhorar a 

biocompatibilidade (Kiradzhiyska et al. 2016). Novos materiais bioativos precisam ser 

testados primeiramente em diferentes modelos celulares in vitro, para a identificação do 

potencial de estimulação da osseointegração e dos mecanismos envolvidos na interação 

célula-biomaterial. 

 

1.1. BIOMATERIAIS 

 

Um biomaterial pode ser definido como todo material de origem natural ou 

sintética, utilizado por tempo indeterminado na substituição total, parcial ou ainda na 

reparação de tecidos vivos danificados, estrutura biológica perdida ou doente, buscando 

restabelecer sua forma e a função (Geetha et al. 2009). Representam uma significativa 

parcela dos produtos utilizados na área da saúde. São dispositivos médicos, como os 

biossensores, tubos para circulação sanguínea, sistemas de hemodiálise, e também os 

materiais implantáveis, como os fios de sutura, placas, substitutos ósseos, telas ou 

malhas, válvulas cardíacas, lentes, implantes dentários. Há ainda dispositivos para a 

liberação de medicamentos na forma de partículas e implantes subdérmicos. Por fim, 
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pode-se citar os órgãos artificiais, como coração, rim, fígado, pâncreas, pulmões e pele 

(Pires, Bierhalz, Moraes 2015). 

Historicamente, o uso de materiais tem seu início na Antiguidade há 5.000 anos, 

com registros de uso de conchas esculpidas para substituição de dentes no Antigo Egito 

(K. Chan, Zhuo, Ni 2013), e relatos do uso de ouro para substituição de dentes em 

civilizações chinesas e astecas há 2.000 anos (Ratner, Hoffman, Lemons 2006). O 

primeiro relato de transplante ósseo ocorreu na Era Moderna, em 1682, mas somente 

em meados do século XX passou a existir uma melhor sistematização dos conceitos. O 

termo osseointegração foi criado em 1952 (Edalat 2012; Hildebrand 2013) em 1976 foi 

criada a primeira definição de Biomaterial, e em 1987 surgiu o termo Engenharia de 

Tecidos (Africa et al. 2003).  

 

1.1.1. CLASSIFICAÇÃO DOS BIOMATERIAIS 

 

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com sua composição, sendo 

polímeros, cerâmicos, compósitos e metais. Os polímeros são representados por dois 

grupos: polímeros naturais e sintéticos. Os naturais são polissacarídeos, 

polinucleotídeos ou proteínas, e apresentam melhor interação com as células dos tecidos 

que recebem os implantes (Holzapfel et al. 2013). Os polímeros sintéticos representam 

o maior grupo de polímeros biodegradáveis e podem ser produzidos em condições 

controladas. Dentre estes destacam-se as poliamidas, polietileno, polipropileno, 

poliacrilatos, fluorocarbonos, poliésteres e poliéteres, poliuretanos (Heath et al. 2013; 

Tian et al. 2012). 

As cerâmicas podem ser classificadas de acordo com a sua interação com o tecido 

hospedeiro como bioinertes, bioativas e bioreabsorvíveis. As bioinertes, como a alumina 

e a zircônia, mantêm suas propriedades físicas e mecânicas enquanto implantada e são 

bem toleradas pelo organismo. As cerâmicas bioativas interagem com o tecido 

circundante, estimulam o sistema tissular a responder ao material como se este fosse 

um tecido natural. Como exemplos desta classe, destacam-se a hidroxiapatita, os 

biovidros e as vitrocerâmicas. Os materiais bioabsorvíveis participam do processo 
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metabólico do organismo e apresentam a característica de sofrerem degradação por 

ações químicas ou biológicas, sendo lentamente substituídos por células em 

crescimento. São também estáveis à longo prazo e minimizam a possibilidade de perda 

do implante. O fosfato tricálcico e o gesso estão incluídos nesta classe de cerâmicas 

(Drouet et al. 2017).  

Os compósitos são uma classe de materiais constituídos por duas fases (ou 

combinação de dois ou mais materiais), cujas características podem incorporar 

propriedades combinadas dos constituintes individuais. Esta combinação visa a 

modificação das propriedades originais dos materiais para melhorar as propriedades 

mecânicas, biocompatibilidade e bioatividade, aumentar a taxa de degradação, ou até 

mesmo, controlar o perfil de liberação de fármacos ou fatores de crescimento 

incorporados aos dispositivos. De forma geral, os compósitos apresentam grande 

potencial para aplicação como biomateriais e estão em crescente desenvolvimento, uma 

vez que possibilitam ajustar o desempenho mecânico e biológico para diversas situações 

clínicas específicas (M. Wang 2003; Habraken, Wolke, Jansen 2007; Kamitakahara, 

Ohtsuki, Miyazaki 2008). Por fim, os metais destacam-se como matérias-primas de 

biomateriais. Suas propriedades os tornam materiais de escolha para o desenvolvimento 

de componentes estruturais, visando a substituição, reforço ou estabilização de tecidos 

rígidos (Niinomi 2008). Apresentam excelentes propriedades mecânicas, quando 

comparados com cerâmica ou plástico, e podem ser, por exemplo, ligas de aço 

inoxidável, titânio, ouro, prata e cobalto. Entretanto, o corpo humano tem um ambiente 

interno fortemente corrosivo, o que pode provocar danos no material metálico 

implantado, tais como corrosão, fadiga associada a corrosão (Hussein, Mohammed, Al-

Aqeeli 2015).  

1.2. TITÂNIO 

 

O titânio (Ti) e suas ligas estão entre os biomateriais mais utilizados para 

aplicações médicas e odontológicas, devido à sua elevada biocompatibilidade, baixa 

densidade, baixo módulo de elasticidade e alta resistência à corrosão (Niinomi 2008; 

Pires, Bierhalz, Moraes 2015). O titânio comercialmente puro (Ti cp) é classificado pela 
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Sociedade Americana de Testes e Materiais (American Society of Testing and Materials 

2005) em 5 graus que diferem em seu teor de oxigênio, ferro e outros elementos químicos 

(Tabela 1). O oxigênio atua como um agente endurecedor e mantém a microestrutura na 

fase α, enquanto o ferro é um refinador dos grãos da fase β e diminui o endurecimento 

do material. 

 

Tabela 1: Composição de Elementos Químicos presentes no Ti cp e liga TiAl4V6. O teor de cada íon é 
dado em porcentagem e o balanço corresponde ao teor de Ti para um total de 100% na composição do 
material. 

Elemento Ti Grau 1 Ti Grau 2 Ti Grau 3 Ti Grau 4 TiAl6V4 máx. 

Nitrogênio 0,03 0,03 0,05 0,05 0,05 

Carbono 0,08 0,08 0,08 0,08 0,10 

Hidrogênio 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 

Ferro 0,20 0,30 0,50 _ 0,30 

Oxigênio 0,18 0,25 0,35 0,40 0,20 

Alumínio _ _ _ _ 5,5 – 6,50 

Vanádio _ _ _ _ 3,5 – 4,5 

Titânio Balanço Balanço Balanço Balanço Balanço 

Fonte: Adaptado de  fwmetals.com/materials/titanium/cp-titanium/ e fwmetals.com/materials/titanium/ti-
6al-4v-eli/ 

 

O Ti cp grau 1 possui as menores concentrações de oxigênio intersticial 

e ferro residual. Apresenta a menor resistência mecânica, porém alta ductilidade e 

facilidade para trabalho a frio. O Ti cp grau 2 é amplamente utilizado pela indústria em 

virtude de suas propriedades equilibradas de resistência mecânica, semelhante ao aço 

inoxidável comum, e ductilidade, além de ser facilmente trabalhado a frio. O Ti cp grau 3 

possui resistência mecânica um pouco maior que o grau 2, em razão da maior 

concentração de oxigênio e nitrogênio intersticial, porém sua ductilidade está abaixo dos 

demais. O Ti cp grau 4 apresenta a maior resistência mecânica do grupo do titânio puro 

e é mais utilizado em implantes dentários (Mas Handbook 2005). 

Além das variações referentes ao grau de oxigênio, o titânio tem sido utilizado 

como elemento base para a formação de ligas juntamente com outros elementos 

químicos, como o alumínio e o vanádio (liga Ti-6Al-4V), com a finalidade de melhorar a 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Ferro
https://pt.wikipedia.org/wiki/A%C3%A7o_inoxid%C3%A1vel
https://pt.wikipedia.org/wiki/A%C3%A7o_inoxid%C3%A1vel
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%AAnio
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resistência mecânica (Pires, Bierhalz, Moraes 2015). A escolha entre um dos diferentes 

graus de titânio e as ligas com diferentes metais, depende das propriedades mecânicas 

desejadas para cada aplicação. Atualmente o Ti cp é o material dominante usado para 

implantes dentários (K. Wang 1996), enquanto que a liga Ti-6Al-4V é usada para 

aplicações ortopédicas (M. Geetha et al. 2009b). No entanto, estudo recente evidenciou 

que, sob condições experimentais, o Ti cp e Ti-6Al-4V demonstraram osseointegração e 

ancoragem biomecânica semelhantes (Shah et al. 2016). 

 Outra propriedade do titânio é a alta afinidade pelo oxigênio, o que leva a 

formação espontânea de uma camada de óxido superficial amorfa (TiO2) (Hanawa, 

Asami, Asaoka 1998). Esta camada, quando na superfície de implantes, apresenta-se 

aderente e estável ao ambiente corporal, conferindo excelente biocompatibilidade (Shah 

et al. 2016) e favorece a osseointegração (Sul et al. 2001). 

 

1.2.1. MODIFICAÇÃO DA SUPERFÍCIE DO TITÂNIO  

 

Para que ocorra uma boa integração osso-implante a curto e a longo prazo, a 

geometria e grafia da superfície do implante são importantes. Geralmente, as superfícies 

em micro e nanoescala possuem  energia superficial, levando ao aumento da adsorção 

inicial de proteínas que, por sua vez, influencia diretamente na adesão de células, 

favorecendo o processo de osseointegração (Diebold 2003; PUCKETT et al. 2010). 

Modificações em micro e nanoescala podem ser alcançadas por meio de diferentes 

métodos, destacando-se: métodos mecânicos, físicos e químicos (Tabela 2) (Kulkarni et 

al. 2014). Dentre os métodos mecânicos destacam-se: jateamento com vários tipos e 

tamanhos de abrasivos e atrito para obtenção de materiais monofásicos. Os métodos 

físicos são representados por revestimentos de titânio pulverizados por plasma. E os 

métodos químicos condicionamento ácido e processos eletroquímicos. Pode-se ainda, 

realizar a combinação desses métodos (Le Guéhennec et al. 2007).  
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Tabela 2: Visão geral dos métodos mecânicos, físicos e químicos utilizados para modificação superficial 

de Ti e TiO2 

Métodos Modificação na Camada Objetivo 

Mecânicos 

 Esmerilhamento 

 Polimento 

 Usinagem 

 Jateamento 
 

Superfície rugosa ou lisa formada pelo 
processo de subtração 

 Produzir topografias de superfície 
específicas;  

 limpar e aplainar a superfície; 

 melhorar a adesão na colagem. 

 Atrito Camadas superficiais em titânio 
comercialmente puro que melhoram as 
propriedades de tração e dureza 
superficial do titânio 

 Produzir materiais com grãos de 
tamanho nanométrico (1-100nm); 

 produzir morfologia rugosa com 
maior hidrofilicidade. 

Físicos 

 Pulverização térmica  

 Pulverização por chama  

 Pulverização por plasma 

 Pulverização oxi-
combustível de alta 
velocidade 
 

~ 30 a ~ 200μm de revestimentos, 
como titânio, HA, silicato de cálcio, 
Al2O3, ZrO2, TiO2 

 Melhorar a resistência ao desgaste; 

 resistência à corrosão e propriedades 
biológicas. 

 Deposição física de vapor 

 Evaporação  

 Chapeamento de íons  
Sputtering 
 

~ 1μm de TiN, TiC, TiCN, diamante e 
revestimento de hidroxiapatita de 
película fina de carbono semelhante a 
diamante por sputtering 

 Melhorar a resistência ao desgaste, 
resistência à corrosão e 
compatibilidade do sangue. 

 Implantação e Deposição 
de Íon 

~ 10 nm de camada de superfície 
modificada e / ou um de filme fino 

 Modificar a composição da superfície; 
melhorar o desgaste, resistência à 
corrosão e biocompatibilidade. 

 Tratamento de Plasma de 
Descarga de Brilho 

~ 1nm a ~ 100 nm de camada 
modificada superficialmente 

 Limpar, esterilizar ou oxidar a 
superfície; nitretação superficial; 
remoção da camada de óxido nativo 

Químicos 

 Tratamento Químico 

 TratamentoÁcido 
 

 Tratamento Alcalino 
 

 

 Tratamento por Peróxido 
de Hidrogênio 
 

 <10 nm de camada de óxido de 
superfície  

  
~ 1μm de titanato de sódio gel 

  

  

 ~ 5 nm de óxido interno denso e 
camada externa porosa 

 Remover as escamas de óxido e 
contaminação. 

 Melhorar a biocompatibilidade, a 
bioatividade ou a condutividade óssea. 

 

 Sol-gel 
 
 
 

~ 10μm de filme fino, como fosfato de 
cálcio, TiO2 e sílica 

 Melhorar a biocompatibilidade, a 
bioatividade ou a condutividade óssea 

 CVD 
 
 
 

~ 1μm de TiN, TiC, TiCN, diamante e 
película fina de carbono semelhante a 
diamante 

 Melhorar a resistência ao desgaste, 
resistência à corrosão e 
compatibilidade do sangue 

 Métodos Bioquímicos Deposição de revestimento 
Modificação através de titânia 
silanizada, fotoquímica, monocamadas 
auto-organizadas, resistência a 
proteínas, etc. 

 Induzir resposta celular e tecidual 
específica por meio de peptídeos, 
proteínas ou fatores de crescimento 
imobilizados na superfície 

 Oxidação Anódica ~ 10 nm a 40μm de camada de TiO2, 
adsorção e incorporação de ânions 
eletrolíticos 

 Produzir topografias de superfície 
específicas;  

 melhorar a resistência à corrosão;  

 melhorar a biocompatibilidade, 
bioatividade ou condutividade óssea 

Fonte: Adaptado de Kulkarni, 2014. 
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1.2.2. NANOTUBOS DE TIO2 

 

A anodização eletroquímica é um método fácil e relativamente de baixo custo para 

modificação da superfície da camada passiva de TiO2 e produção de nanotubos. Esta 

técnica foi relatada pela primeira vez por Gong et al. em 2001 para preparar arranjos 

nanotubulares de titânio auto-organizados usando oxidação anódica de um substrato de 

titânio em 0,5 a 3,5% (p/v) de solução aquosa de ácido fluorídrico (Gong et al. 2001). 

Depois disso, muitos pesquisadores exploraram a técnica como sua principal escolha 

para fabricar estruturas nanotubulares que variam em diâmetro (15 nm até 300 nm) e 

comprimento (Galstyan et al. 2011; Macák, Tsuchiya, Schmuki 2005; Smith et al. 2011).  

A Figura 1 ilustra a morfologia de nanoporos (d, f) e nanotubos (a, b, c, e) formados por 

anodização eletroquímica que foram caracterizados por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV). 

 

Figura 1: Imagens obtidas por MEV de nanotubos de TiO2 de diferentes diâmetros: a) 15 nm, b) 50 nm, c) 
100 nm, e de nanoporos de TiO2: d) 15 nm. Imagens transversais e vista superior das nanoestruturas ao 
longo da seção transversal de e) nanotubos de TiO2 e f) nanoporos de TiO2.  
Fonte: Kulkarni, 2014. 
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Os parâmetros como diâmetro, espessura e comprimento dos nanotubos de TiO2 

podem ser controlados pelo potencial, composição eletrolítica, concentração, pH e tempo 

de anodização (Rani et al. 2010). Como demonstrado na Figura 2, o sistema compreende 

um polo positivo (ânodo) em que pode ser acoplado o titânio, e um polo negativo (cátodo) 

em que pode ser acoplada uma placa de platina. Este sistema imerso em uma solução 

eletrolítica é a base para a anodização. O circuito conectado a uma fonte de potência 

permite a formação de estruturas tubulares.  

 

Figura 2: Representação esquemática de uma célula eletrolítica utilizada para executar o processo de 
anodização. 
Fonte: Adaptado de Sorkin et al., 2015 

 
 
 

O mecanismo de crescimento, evidenciado na Figura 3, é um ataque seletivo 

envolvendo uma formação anódica de óxido de titânio, seguida pela dissolução química 

como um complexo hexafluorotitanato solúvel e interação do complexo com a camada 

de óxido de titânio(Galstyan et al. 2014; Bavykin Walsh 2009). Desta forma, dependendo 

dos parâmetros utilizados no processo de anodização, é possível controlar e ajustar as 

propriedades (comprimento, espessura, diâmetro) dos nanotubos a serem formados. 
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Figura 3: Processo de formação de nanotubos de TiO2. (a) Camada compacta inicial de TiO2 formada por 
anodização. (b) ataque por F- e propagação de TiO2 no substrato. (c) camada de poros desorganizada é 
formada com lacunas preenchidas. (c) Na presença de água suficiente, o interior é dissolvido e tubos 
separados são formados. 
Fonte: Tsui and Zangari, 2014 

 

 

1.2.3. MODIFICAÇÃO DA FASE CRISTALINA DE NANOTUBOS DE TIO2 

 

O titânio está presente na natureza sob diferentes formas cristalinas: anatase, 

rutilo e bruquita (Figura 4). Entre elas, o rutilo é a fase mais estável, e todas as outras 

fases metaestáveis podem se transformar nesta forma estável a alta temperatura 

(Koparde, Cummings 2008; Sanz et al. 2012) Estudos recentes demonstraram que, da 

mesma forma, é possível alterar a fase cristalina de superfícies nanoestruturadas por 

meio de tratamento térmico. Em geral, nanotubos tratados a 300 e 400°C apresentam a 

fase anatase, enquanto que temperaturas acima de 600°C apresentam as fases anatase 

/ rutilo, formando apenas rutilo para tratamento acima de 680°C (Varghese et al. 2003; 

Liu, Zhang 2009; Mohan, Anandan, Rajendran 2015). 
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Figura 4: Estrutura celular unitária esquemática das fases cristalográficas de TiO2. 
Fonte:  Adaptado de Damodaran et al., 2015 

 

1.3. CARACTERÍSTICAS DA SUPERFÍCIE DOS NANOTUBOS DE TIO2 E 

COMPORTAMENTO CELULAR  

 

Diversos estudos já demonstraram que as características morfológicas das 

superfícies nanoestruturadas de titânio afetam o comportamento celular, no que diz 

respeito à adesão, proliferação e diferenciação. Os modelos celulares mais utilizados 

foram osteoblastos, fibroblastos, condrócitos, células endoteliais, miócitos, 

queratinócitos e células-tronco mesenquimais (MSC) (Song et al. 2016; Cheng et al. 

2018).   

Nanotubos com diâmetro pequeno (cerca de 30 nm) são descritos como 

favoráveis à promoção da adesão celular, enquanto que nanotubos com diâmetro maior, 

entre 70-100 nm, seriam capazes de induzir o elongamento celular, que eventualmente 

levaria ao estresse do citoesqueleto e à diferenciação de osteoblastos (W. Yang et al. 

2014). Além disso, nanotubos com diâmetro menor que 30 nm são capazes de estimular 

a diferenciação de células tronco hematopoiéticas em osteoclastos, enquanto que a 

diferenciação poderia ser inibida por nanotubos com diâmetro maior que 100 nm (Seo et 

al. 2014). Já a adesão e proliferação de células tronco mesenquimais humanas (MSCh) 

podem ser observadas quando em contato com nanotubos com diâmetro de 

aproximadamente 30 nm, com diferenciação muito baixa (Brammer et al. 2009). 

Adicionalmente, maior elongamento e maior taxa de diferenciação de MSCh foram 

observados em nanotubos de maior diâmetro (aproximadamente 100 nm) (Figura 5). A 
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investigação do comportamento de condrócitos em nanotubos com diâmetros de 30 a 

100 nm tratados térmicamente a 500°C, indicou maior porcentagem de células redondas 

em nanotubos de 70 nm de diâmetro. Já a secreção de matriz extracelular foi maior em 

nanotubos com diâmetros entre 50 e 100 nm (Bjursten et al. 2010). 

 

Figura 5: Ilustração esquemática das tendências gerais dos efeitos da superfície nanométrica na adesão 
e diferenciação de MSCh. A mudança na adesão e crescimento da célula MSCh sem diferenciação (linha 
vermelha sólida) tem a mesma tendência que a densidade de partículas de proteína (linha vermelha 
pontilhada), enquanto que a diferenciação (linha azul sólida) tem a mesma tendência de alongamento de 
MSCh (linha azul pontilhada). 
Fonte: Adaptado de Damodaran et al., 2015. 

 

 

A fase cristalina dos nanotubos de TiO2 também tem impacto na sua 

bioperformance (Mazare et al. 2012), mas ainda com efeitos controversos e pouco 

compreendidos. Células endoteliais tiveram número significativamente diminuído após 

três dias de cultura em contato com superfícies contendo a fase anatase, quando 

comparado com nanotubos amorfo (Park et al. 2007). Da mesma forma, células-tronco 

mesenquimais mostraram maior adesão e taxa de proliferação na superfície de 

nanotubos de TiO2 amorfos (Bai et al. 2011). Por outro lado, a taxa de proliferação e 

crescimento de osteoblastos em nanotubos amorfos diminuiu ligeiramente em 

comparação com as fases rutilo e amorfa (Oh et al. 2005). Nanotubos tratados 

térmicamente a 450°C, 550°C e 650°C por 3 h, contendo uma mistura da fase anatase e 

rutilo, tiveram efeito máximo sobre proliferação, espalhamento e mineralização de pré-

osteoblastos (Jiaguo Yu, Wang 2010). Há também resultados que apontam que rutilo e 
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anatase são mais vantajosos na formação de hidroxiapatita, uma característica do tecido 

ósseo diferenciado (An et al. 2011). 

Outro parâmetro que afeta a bioatividade do TiO2 é a molhabilidade da superfície. 

A medida do ângulo de contato, gerado a partir da deposição de determinado líquido 

sobre a superfície, é uma maneira de se avaliar essa propriedade, como demonstrado 

na Figura 6. Estudos recentes demonstraram que superfícies hidrofílicas são capazes de 

aumentar a adesão e proliferação celular em comparação com superfícies hidrofóbicas 

(Kulkarni et al. 2014). Isso ocorre de duas maneiras: pela conexão físico-química direta 

entre a célula e a superfície do material e pelo efeito indireto na adesão celular por meio 

do ajuste da adsorção de proteínas (Wilson et al. 2005). A elevada energia de superfície 

de nanotubos de TiO2 aumenta a adsorção de proteínas, quando comparada com o 

titânio liso.  

 

 

 

Figura 6: Representação esquemática da medida de ângulo de contato de um líquido depositado sobre 
uma superfície sólida. 
Fonte:https://docplayer.com.br/46077865-Interfaces-gas-liquido-liquido-liquido.html.  

 

 

 

 

https://docplayer.com.br/46077865-Interfaces-gas-liquido-liquido-liquido.html
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1.4. RESPOSTA CELULAR E OSSEOINTEGRAÇÃO 

 

O tecido ósseo possui uma organização hierárquica que abrange várias ordens 

de grandeza, desde a macro até a nanoescala (Figura 7).  Macroscopicamente, pode se 

apresentar como compacto, na região mais periférica, denominada cortical, e esponjoso 

ou trabecular, na porção central, com rede de trabéculas contendo espaços 

intercomunicantes que abrigam a medula óssea. As superfícies ósseas internas e 

externas são revestidas respectivamente pelo endósteo e pelo periósteo, este último 

constitui uma membrana de grande importância para a integridade dos ossos 

(Katchburian, Arana 2004). Quanto à organização da matriz extracelular o tecido ósseo 

pode ser classificado em primário (imaturo), que se apresenta com disposição irregular, 

não organizada das fibras colágenas e menor quantidade de cristais de hidroxiapatita, 

ou secundário (maduro ou lamelar), com fibras colágenas dispostas em lamelas 

paralelas ou concêntricas em torno dos ósteons, formando osso compacto ou esponjoso. 

Em todos os casos, o tecido exibe quatro tipos de células: osteoblastos, células de 

revestimento ósseo, osteócitos e osteoclastos (Buckwalter et al. 1996; Downey, Siegel 

2006). Apesar de sua aparência inerte, o osso é um órgão altamente dinâmico que é 

continuamente reabsorvido por osteoclastos e neoformado por osteoblastos. Há 

evidências de que os osteócitos atuam como mecanossensores e orquestradores deste 

processo de remodelação óssea (Clarke 2008).  
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Figura 7: Organização hierárquica do tecido ósseo em diferentes escalas. (a) camada compacta externa, 
(b) ósteons, (c) célula residente expondo receptores de membrana com sítios de ligação específicos, (d) 
matriz extracelular circundante com componentes em escala nanométrica. 
Fonte: Adaptado de Stevens M, 2008. 

 

O sucesso na colocação de um implante ortopédico depende da forma como o 

este interage e estimula o tecido ósseo e tecidos adjacentes a incorporar o novo material. 

De modo geral o primeiro evento que ocorre após a implantação é a hidratação e a 

adsorção de proteínas do sangue e outros fluidos corpóreos (Figura 8 A, B). Durante o 

processo inflamatório subsequente, os mediadores da inflamação tais como citocinas e 

prostaglandinas estimulam a atração de células mesenquimais que se diferenciam em 

osteoblastos, que, por sua vez devem ser capazes de proliferar e secretar matriz 

extracelular para que ocorra o processo de mineralização do osso (Figura 8 C, D) 

(Mavrogenis et al. 2009).   
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Figura 8: Esquema dos eventos sucessivos em superfícies de biomateriais depois da implantação; a) 
Formação de camada água e íons; b) Adsorção de proteínas; (c) adesão / disseminação celular e (d) 
diferenciação / formação de tecido. 
Fonte: Adaptado deTagaya et al, 2012. 
 

 

Além dos componentes celulares, o tecido ósseo é constituído de aproximadamente 

70% de minerais, 20% de matriz orgânica e cerca de 10% de água (Rath et al. 2000). A 

fase orgânica, também chamada de osteóide, é principalmente constituída de moléculas 

fibrilares contendo estruturas proteicas aderentes como glicosaminoglicanos, 

proteoglicanos, pequenas proteínas não colágenas e alguns lipídeos (Topptes et al. 

2004). 

 As principais proteínas não colagenosas no osso são osteocalcina, osteonectina e 

osteopontina, sendo a osteocalcina a mais abundante (Grafenau, Lepage 2000). Após a 

fase proliferativa dos osteoblastos, a fosfatase alcalina é primeira a ser expressa, 

enquanto que a osteocalcina e osteopontina são sintetizadas quando a matriz óssea 

começa a mineralizar (Stein, Lian 1990).  

Os osteoblastos produzem dois mícrons cúbicos de matriz extracelular por dia até 

a formação de uma camada com cerca de 10-15 mícrons de espessura (Toppets et al., 

2004). A mineralização começa 5-10 dias após a deposição do osteóide (Boivin and 

Meunier 2003). Este processo envolve duas etapas: a nucleação de cristais de fosfato 

de cálcio, seguida do crescimento destes cristais (Figura 9) (Ottani et al. 2002). A 
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nucleação dos cristais necessita de concentrações saturadas de Ca2+ e PO4
3- no fluido 

intersticial, enquanto que a saturação é obtida através do aprisionamento de Ca2+ 

extracelular por osteocalcina e vesículas contendo fosfatase alcalina.  

 

Figura 9: Representação do processo de mineralização, com a ação da Fosfatase Alcalina, íons cálcio e 
fosfato. 

Fonte: https://www.google.com.br/search?q=imagens&es_sm 
 

 

A nucleação dos cristais leva à formação de hidroxiapatita estável (HAP), cuja 

estrutura tridimensional proporciona uma grande área de interface entre os cristais de 

HAP e do fluido intersticial (Toppets et al. 2004). As lacunas paralelas entre as fibras de 

colágeno são preenchidas pela nucleação dos cristais inorgânicos (Ottani et al. 2002). 

Um resumo do processo de mineralização está representado na Figura 10. 
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Figura 10: Representação do processo de Mineralização do tecido ósseo: Osteoblastos secretando 
vesícula, formação da camada osteóide e o osso mineralizado. 
Fonte: Lee W. Janson, Marc E. Tischer: The Big Picture: Medical Biochemistry. 

  

 

O desenvolvimento de novos biomateriais, caracterizados como bioativos, implica 

no estudo da interação célula-material. Para que ocorra uma osseointegração rápida e 

duradoura o material deve ser capaz de estimular a adesão, proliferação e diferenciação 

de células osteogênicas, além de favorecer a atuação de células responsáveis pela 

formação de matriz extracelular, importante para a manutenção do tecido ao redor do 

implante. Para o melhoramento da resposta biológica, modificações na superfície de 

implantes têm revelado resultados promissores. Sabe-se que a modificação na fase 

cristalina em nanotubos de TiO2, melhora a resistência a corrosão e estimula a adesão 

e proliferação de osteoblastos, bem como atua na ativação de plaquetas. O presente 

estudo vem no sentido de testar a modificação da fase cristalina de nanotubos de TiO2 
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na adesão e proliferação de ADSCs e fibroblastos, bem como a diferenciação de 

osteoblastos para a avaliar a capacidade de mineralização do tecido.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O crescente número de realização de cirurgias para a colocação de próteses e 

implantes, e ainda, o crescente número de cirurgias de revisão, justificam a busca por 

novos materiais bioativos. A nova geração de biomateriais aumentam a capacidade de 

interagir com os tecidos corporais em nível molecular, estimulando as células no 

processo de osseointegração. 

 O titânio é um material bem descrito pelas suas propriedades mecânicas e por 

ser biocompatível. Além disso, a modificação da superfície do titânio tem demonstrado 

resultados promissores no processo de osseointegração. Com o avanço da 

nanotecnologia é possível desenvolver dispositivos em escala nanométrica, contendo 

em sua superfície nanotubos de TiO2, por exemplo, capazes de estimular a interação de 

células e moléculas com o biomaterial. A formação de nanotubos é possível por meio de 

técnicas como a anodização, esta técnica caracteriza-se por ser de fácil execução, além 

de ser economicamente viável. 

 No entanto, a modificação da fase cristalina, realizada por meio do tratamento 

térmico, apesar de ser de fácil execução e melhorar as propriedades físicas do material, 

tem sido pouco estudada do ponto de vista biológico. Este trabalho vem no sentido de 

aprimorar a resposta de diferentes modelos celulares, envolvidos no processo de 

osseointegração, por meio da modificação da fase cristalina em nanotubos de TiO2 

visando o desenvolvimento de próteses e implantes bioestimulantes.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL  

 

O presente estudo tem como objetivo principal avaliar o efeito do tratamento térmico de 

nanotubos de óxido de titânio, no comportamento de fibroblastos, osteoblastos e células 

tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (ADSC), visando o desenvolvimento 

de material bioativo para aplicação ortopédica e odontológica. 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Preparar superfícies de TiO2, contendo nanotubos e diferentes fases cristalinas. 

 Caracterizar as superfícies de titânio contendo nanotubos de TiO2 quanto a 

morfologia, cristalinidade, molhabilidade e adsorção de proteínas. 

 Investigar o efeito da arquitetura da camada de nanotubos de TiO2 com diferentes 

estruturas cristalinas na adesão de fibroblastos e osteoblastos e ADSCs.  

 Avaliar a influência da camada de nanotubos de TiO2 com diferentes estruturas 

cristalinas na indução da proliferação de fibroblastos, osteoblastos e ADSCs.  

 Estabelecer a influência da arquitetura da camada de nanotubos de TiO2 com 

diferentes estruturas cristalinas na diferenciação osteogênica de ADSCs.  

 Determinar o potencial da camada de nanotubos de TiO2 com diferentes 

estruturas cristalinas em estimular a produção de matriz óssea por osteoblastos.  
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4. MÉTODOS 

 

O estudo de biocompatibilidade incluiu o preparo e caracterização das superfícies 

nanoestruturadas, bem como a realização de ensaios biológicos com diferentes modelos 

celulares, como mostrado de forma esquemática no fluxograma da Figura 11. 

 

Figura 11: Fluxograma do desenvolvimento experimental. Preparo e caracterização das superfícies 
nanoestruturadas apresentadas sequencialmente. Diferentes ensaios biológicos realizados em etapas 
distintas do estudo, bem como os modelos celulares investigados em cada etapa. *LDH- Desidrogenase 
Lática. *ADSCs- Células Tronco Derivadas de Tecido Adiposo. 

 

 

4.1. PREPARO E CARACTERIZAÇÃO DAS SUPERFÍCIES 

NANOESTRUTURADAS 

 

A formação de nanotubos nas superfícies de titânio foi realizada conforme 

processo de anodização descrito anteriormente (Soares et al. 2018). Foram usadas 
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amostras de Ti comercialmente puro – Grau 1 (2 cm x 2,5 cm) como substrato para o 

crescimento de camadas de nanotubos de TiO2.  

A espessura da camada de nanotubos de TiO2 foi controlada pelo tempo de 

anodização, com tensão constante de 60 V e tempo de oxidação de 6 horas. A solução 

do eletrólito foi preparada com 79,3% dietilenoglicol (DEG, 99 % v/v), com 0,7% de ácido 

fluorídrico (HF 48% v/v) e 20 % de água deionizada. Após a anodização, as amostras 

foram submetidas a diferentes tratamentos térmicos: 300, 530 e 630 °C por 5 horas. Em 

seguida, as amostras foram cortadas (6 mm x 6 mm) e lavadas com acetona, etanol 70% 

e água deionizada por 10 minutos em cada solvente.  

Antes dos ensaios biológicos in vitro, as amostras foram lavadas com etanol 70% 

por 10 minutos, enxaguadas duas vezes com solução de PBS (Phosphate Buffered 

Saline) e expostas a luz Ultra Violeta por 30 minutos, em fluxo lâminar para esterilização.  

 

4.1.1. ANÁLISE DA MORFOLOGIA 

 

 A morfologia dos nanotubos foi analisada através de Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV). Foram capturadas imagens a 1.000 x e 5.000 x. A partir das imagens 

com magnificação de 5.000 x foi realizada a medida interna do diâmetro dos nanotubos 

com o auxílio do software do microscópio Tescan Vega 3. 

 

4.1.2. ANÁLISE DE ÂNGULO DE CONTATO  

 

A molhabilidade das superfícies foi analisada usando um goniômetro (Rame-Hart 

250). Foram capturadas imagens da gota de água ultra pura sobre cada superfície 

imediatamente após a deposição da mesma. As imagens foram analisadas para 

determinação do ângulo de contato. Ângulos maiores representam baixa energia de 

superfície e ângulos menores representam uma alta energia de superfície.  
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4.1.3. ANÁLISE DE ADSORÇÃO DE PROTEÍNAS  

 

A adsorção de albumina e fibrinogênio foram investigadas sobre superfície de 

titânio e superfícies nanoestruturadas. As superfícies foram incubadas com soluções de 

albumina (padrão de albumina, kit micro-BCA – Thermo Scientific) e fibrinogênio 

(Millipore-Corp) na concentração de 100 μg/ml por 2 horas em agitador de placa a 37 oC 

e 5% CO2. Nesta etapa, algumas superfícies foram secas para análise por Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV) e Espectrometria de Fotoelétrons Raio X (XPS). As 

proteínas adsorvidas foram dosadas através de Kit micro-BCA (Thermo Scientific).  

4.2. CULTIVO CELULAR E PREPARAÇÃO PARA OS ENSAIOS  

 

As células tronco derivadas de tecido adiposo (ADSCs) foram mantidas com meio 

MEM-Alpha (GE Life Science-Hyclone), suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB) + 100 IU/ml de penicilina e 0,1 mg/ml de estreptomicina, em estufa a 37 ºC 

contendo 5% de CO2, com troca do meio a cada dois dias. Em todos os ensaios 

biológicos as células foram desaderidas com solução de tripsina/EDTA (0,25%), lavadas 

por centrifugação a 280 g por 5 minutos, contadas em câmara de Neubauer (5x103/ml) e 

transferidas para placas de 48 poços contendo as superfícies de titânio. A resposta 

celular foi avaliada quanto a viabilidade, toxicidade, adesão e proliferação, em até 7 dias 

após o início do plaqueamento, com troca de meio a cada dois dias para manutenção 

das células, que permaneceram em estufa a 37 °C contendo 5% de CO2.  

 

4.2.1. ANÁLISE DA VIABILIDADE CELULAR  

 

A viabilidade das células foi avaliada após 1, 4 e 7 dias em contato com as 

superfícies utilizando o reagente CellTiter-Blue® Cell viability assay (Promega). Após 

incubação com as superfícies o meio de cultivo foi aspirado e em seguida foi adicionado 

300 μl de meio fresco acrescido de 30 μl da solução de (10%) CellTiter-Blue®. Seguiu-se 

nova incubação por 4 horas a 37 °C em 5% de CO2. 
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Após este período, 100 μl da solução foi transferida para placa de 96 poços e a 

densidade óptica da solução foi quantificada a 570 e 600 nm em espectrofotômetro (FLU 

Ostar Omega; BMG Labtech, Durham, NC). O percentual de redução de CellTiter-Blue® 

foi calculado e descrito seguindo as instruções do fabricante (Promega). 

 

4.2.2. ANÁLISE DE TOXICIDADE CELULAR  

 

A citotoxicidade foi investigada 1 dia após o início do cultivo através do teste de 

Lactato Desidrogenase - LDH Kit-QuantiChrom. Os compostos citotóxicos comprometem 

frequentemente a integridade da membrana celular induzindo apoptose ou necrose. A 

LDH é uma enzima citosólica estável que é liberada para o ambiente extracelular quando 

a membrana é rompida.  

Portanto, o LDH pode ser dosado para avaliar a presença de danos nos tecidos 

ou células. As células foram incubadas a 37 °C durante 4 horas em α-MEM e 160 μl de 

Reagente por poço. Após 4 h, foram transferidos 100 μl de sobrenadante para uma placa 

de 96 poços e a densidade óptica da solução foi mensurada a 500 nm utilizando 

espectrofotômetro (FLU Ostar Omega, BMG Labtech, Durham, NC).  

 

4.2.3. ANÁLISE DA MORFOLOGIA E DENSIDADE CELULAR  

 

Após 1, 4 e 7 dias de cultivo as células foram fixadas com solução de 

paraformaldeído a 3,7% e permeabilizadas com solução de Triton x-100 a 1% em PBS. 

Em seguida foram marcadas com rodamina-faloidina 70 nM por 25 minutos e em seguida 

foram acrescentados 300 nM de DAPI (núcleo) por mais 5 minutos. As células foram 

enxaguadas e mantidas em PBS até o momento da análise em microscópio de 

fluorescência (Zeiss Axioplan 2).  

O número de células aderidas nas superfícies foi determinado através de imagens 

10x em que os núcleos marcados com DAPI foram contados. Estas análises foram 
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realizadas utilizando o recurso Análise de Partículas do software ImageJ. A área das 

células foi medida a partir de imagens 10x marcadas com rodamina-faloidina, a análise 

foi conduzida utilizando o recurso pixels de Máscara do software ImageJ. O fator de 

alongamento celular foi investigado a partir de imagens 50x em que foram avaliados a 

relação de largura / comprimento. Para realizar estas análises foi utilizado o recurso "Set 

Scale" do software ImageJ.  

 

4.2.4. ANÁLISE DA INTERAÇÃO CÉLULA/BIOMATERIAL  

 

Após 1, 4 e 7 dias de cultivo as células foram fixadas por solução de glutaraldeído 

3% (Ted Pella), Cacodilato de Sódio 0,1 M (Alfa Aesar) e Sacarose 0,1 M (Fisher 

Scientific) por 45 mins, seguindo-se tratamento de desidratação com soluções de etanol 

em concentrações crescentes por 10 minutos cada. Após tratamento com etanol as 

células foram incubadas por 10 minutos com hexametildisilazane (HMDS, Sigma). Após 

dessecação, as superfícies contendo as células foram metalizadas com camada de ouro 

(10 nm) e analisadas em microscópio eletrônico de varredura.  

 

4.3. ESTUDO DA DIFERENCIAÇÃO CELULAR E DEPOSIÇÃO DE MATRIZ 

ÓSSEA   

4.3.1. ATIVIDADE DE FOSFATASE ALCALINA  

 

A concentração de fosfatase alcalina, enzima característica do tecido ósseo, foi 

mensurada utilizando-se kit comercial, seguindo-se as instruções do fabricante (ALP - 

Quantichrom Bioassay System). Após diferentes períodos de interação das células com 

as superfícies, as amostras foram lavadas com PBS e as células foram lisadas com Triton 

(0,2%) 100X por 20 minutos à TA. Após a lise das células 50μl desta suspenção foi 

transferida para placa de 96 poços onde foram acrescentados 150 μl de solução de 

trabalho (Kit). A análise da reação foi feita no tempo 0 e após 4 minutos a 405 nm. Para 

análise quantitativa foi realizado cálculo indicado pelo fabricante.  
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4.3.2. PRODUÇÃO DE PROTEÍNAS RELACIONADAS À DIFERENCIAÇÃO 

CELULAR  

 

A expressão de proteínas características de osteócitos (células ósseas 

diferenciadas) foi avaliada por imunofluorescência utilizando-se anticorpos anti-

osteopontina e anti-osteocalcina (Santa Cruz). As células foram fixadas com formaldeído 

3,7% e incubadas por 15 minutos à temperatura ambiente (TA). Seguido de incubação 

com Triton 1% (100X em PBS) por 3 minutos.  

Na sequência as células foram lavadas vezes com PBS, incubadas com BSA 10% 

por 30 minutos e lavadas com PBS. Foram então incubadas com os anticorpos primários 

Osteocalcina (1:100) e Osteopontina (1:100) por 60 minutos à TA, lavadas 3 vezes com 

PBS e incubadas com anticorpo secundário FITC (1:200 em PBS com 1% de BSA) por 

45 minutos. Lavadas com PBS, transferidas para novos poços e marcadas com 

Rodamina-Faloidina na concentração de 1:200 por 25 minutos. Posteriormente, foi 

acrescentado o marcador DAPI (105μl/ml) por mais 5 minutos. Para na sequencia serem 

armazenadas em PBS na ausência de luz até análise em microscópio de fluorescência.  

 

4.3.3. DEPOSIÇÃO DE CÁLCIO  

 

A deposição de cálcio foi avaliada através de método colorimétrico utilizando-se 

Kit comercial – CALCIUM REAGENT SET (TECO DIAGNOSTICS). Após os tempos de 

2, 3 e 4 semanas de cultivo em meio osteogênico, as amostras foram lavadas com PBS 

e secas a temperatura ambiente. Para dissolução do cálcio presente, as amostras foram 

incubadas com 500 μl de ácido clorídrico 6M por duas horas. Após este período, 20 μl 

desta solução foi transferida para placa de 48 poços onde foi acrescentado 1 ml da 

solução de trabalho do Kit. Foram transferidos 100 μl desta solução para placa de 96 

poços para leitura em espectrofotômetro ao comprimento de onda de 570 nm.  
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4.4. ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Todos os resultados quantitativos foram apresentados usando média e desvio 

padrão. A significância estatística foi considerada a (*) p < 0.05, (**) p < 0,01 e (***) p< 

0,001 para análises por one-way ANOVA e teste de Tukey HSD para múltiplas 

comparações, utilizando-se o programa SPSS versão13.0 para Windows. 
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5. RESULTADOS 

 

A seguir serão apresentados os resultados de caracterização dos nanotubos de 

TiO2 produzidos por anodização eletroquímica e tratados termicamente a 300, 530 e 

630 °C por 5 horas. Na sequência, são apresentados os resultados da análise de 

toxicidade, viabilidade e proliferação de fibroblastos. Fibroblastos são células 

importantes na formação de matriz extracelular através da produção de proteínas, 

principalmente colágeno tipo I. A interação do biomaterial com proteínas da matriz 

extracelular é fundamental para a estabilização do implante. Portanto, o comportamento 

de fibroblastos de cultura primária destaca-se na investigação da interação célula-

biomaterial.  

Por fim, são apresentados os resultados da análise da interação dos substratos 

com células tronco derivadas de tecido adiposo, quanto a toxicidade, viabilidade, 

proliferação e diferenciação osteogênica. Células-tronco derivadas de tecido adiposo 

podem ser facilmente isoladas de lipoaspirado. Este modelo celular traz inúmeras 

vantagens no estudo em questão, pois seu potencial osteogênico permite a investigação 

de todos os estágios que envolvem a osseointegração.  

 

5.1. CARACTERIZAÇÃO DOS NANOTUBOS DE TIO2 PRODUZIDOS POR 

ANODIZAÇÃO ELETROQUÍMICA E RECOZIDOS A DIFERENTES 

TEMPERATURAS 

 

Neste estudo, a morfologia da superfície dos nanotubos de titânio tratadas a 

diferentes temperaturas foi inicialmente caracterizada por MEV. Os resultados indicaram 

diâmetro similar para os nanotubos obtidos após tratamento térmico a 300, 530 e 630 °C 

(300 nm± 0,3) e todas as superfícies com estrutura similar (Figura 12). 
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Figura 12: Caracterização morfológica dos nanotubos de Ti. (A) Imagens representativas MEV (1.000x e 
5.000x) de nanotubos de titânio tratados em diferentes temperaturas. (B) Análise quantitativa da medida 
dos diâmetros dos nanotubos. 

 

A cristalinidade dos substratos foi avaliada por Difração de Raios-X (DRX). A 

Figura 13 mostra os picos que representam a presença das fases anatase (A) e rutilo 

(R), além da presença de titânio (T) em todas as amotras. O resultado da análise por 

DRX indica o aparecimento da fase anatase nos nanotubos tratados a 300 e 530 °C, 

como evidenciado por pico indicado pela seta amarela. O aparecimento da fase rutilo foi 

comprovado por pico indicado pela seta vermelha em nanotubos tratados a 530 e 630 °C. 
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Figura 13: Difratograma de RX de nanotubos de titânio tratados em diferentes temperaturas mostrando 

diferentes picos que indicam a presença de titânio, fase anatase e fase rutilo. 

  

 

Estudos anteriores mostraram que a característica hidrofóbica/hidrofílica da 

superfície do substrato influencia diretamente na adsorção de proteínas, adesão e 

ativação plaquetária, coagulação sanguínea e adesão celular e bacteriana 

(Aldabergenova et al. 2008; Mazare et al. 2012). No presente trabalho, a medida do 

ângulo de contato foi usada para investigar a molhabilidade dos substratos. A Figura 14A 

representa a deposição da gota de água sobre o controle Ti e sobre as superfícies 

nanoestruturadas, bem como o ângulo gerado a partir da deposição da gota. A análise 

quantitativa do ângulo de contato, realizada a partir da observação de várias imagens, 

está representada na Figura 14B. Os resultados indicam que substratos tratados a 300 

e 530 °C tiveram um baixo ângulo de contato, indicando que essas superfícies tem uma 

alta energia de superfície. Os substratos tratados a 630 °C mostraram um ângulo de 
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contato maior comparados com os substratos tratados a 300 e 530 °C, similar ao controle 

Ti (p<0.001). Desta maneira, os resultados encontrados sugerem que o recozimento a 

630 °C resultou em substratos menos hidrofílicos, comparado ao recozimento a 300 e 

530 °C.  

 

 
Figura 14: Medida do ângulo de contato da gota de água em matrizes de nanotubos de titânio recozidas 
a diferentes temperaturas. (A) Os dados apresentados são média ± DP (n = 6). Análise por one-way 
ANOVA e teste de Tukey HDS para comparações múltiplas. (***) para p <0,001. Quando não indicado 
pelas linhas tracejadas, a análise estatística se refere à diferença significativa em relação ao controle Ti. 
(B) Imagens representativas da gota d'água em superfícies nanoestruturadas tratadas em diferentes 
temperaturas. 

 
 

A adsorção de proteínas é o primeiro evento que ocorre assim que um implante é 

inserido no corpo. Dependendo das características, as proteínas podem adsorver em 

diferentes densidades, conformações e orientações. Albumina (ALB) é a proteína mais 

abundante no sistema circulatório. Agindo como uma proteína transportadora 

multifuncional, está presente em uma concentração de aproximadamente 50 mg/ml no 

plasma (P. Roach, Farrar, Perry 2005). O fibrinogênio (FIB) é uma glicoproteína estrutural 

chave no processo de coagulação que se estrutura formando um coágulo de fibrina e é 

encontrado no sistema circulatório a uma concentração de 2,6 mg/ml (P. Roach, Farrar, 
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Perry 2005). Para investigar a adsorção de ALB e FIB nos diferentes substratos, a 

adsorção de proteínas foi quantificada usando o kit comercial micro-BCA assay. A Figura 

15A, representa a adsorção de ALB e FIB no controle Ti e nas superfícies 

nanoestruturadas tratadas a diferentes temperaturas, através de MEV. As proteínas 

podem ser visualizadas recobrindo parte dos substratos. Em análise quantitativa (Figura 

15B), foi possível verificar que o FIB teve uma adsorção significativamente maior nos 

nanotubos de titânio quando comparado ao controle Ti. Por outro lado, a quantidade de 

ALB adsorvida no controle titânio não teve diferença significativa quando comparado aos 

nanotubos de titânio. 

 

Figura 15: (A) Imagens representativas de MEV (20,000x) da adsorção de ALB e FIB nos nanotubos de 
titânio recozidos a diferentes temperaturas após 2 h de exposição. (B)  Adsorção quantitativa de ALB e 
FIB em nanotubos de titânio recozidos a diferentes temperaturas após 2 h de exposição quantificado por 
micro-BCA assay. Os dados estão representados como media e desvio padrão (n=5). Análise por one-way 
ANOVA e teste de Tukey HDS para comparações múltiplas. (***) para p <0,001. 
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As proteínas adsorvidas também foram analisadas por XPS para o C1s (Figura 

16A). O espectro de alta resolução do C1s mostra picos de C-C, C-N e N-C=O para 

proteínas adsorvidas. Para caracterizar a presença de proteínas é importante avaliar a 

presença do pico amida (N-C=O), grupamento químico característico da ligação entre os 

aminoácidos da cadeia polipeptídica. A análise quantitativa do percentual de área dos 

sub-picos estão representados na Figura 16B. Os resultados dos picos relativos à 

presença de amida indicaram uma menor quantidade de ALB adsorvida quando 

comparado com FIB em todos os nanotubos de titânio. 

 
Figura 16: (A) Representação de varredura em alta resolução de C1s para a adsorção de ALB e FIB em 
nanotubos de titânio recozidos a diferentes temperaturas após 2 h de exposição mostrando picos de C-C, 
C-N e N-C=O. (B) Percentual de C-C, C-N e N-C=O varredura em alta resolução de C1s para adsorção de 
ALB e FIB em nanotubos de titânio recozidos a diferentes temperaturas após 2 horas de exposição. 

 
 
 Os resultados de adsorção de FIB (Figura 16B) mostram que o controle Ti teve 

menor contribuição de N-C=O comparado aos nanotubos tratados térmicamente a 300, 

530 e 630 °C, indicando que os nanotubos de titânio apresentam melhores condições 

para adsorção de FIB. 



 

46 
 

 Por meio da análise dos resultados foi possível verificar que a anodização 

eletroquímica, utilizada para produção dos nanotubos de TiO2, possibilitou a formação 

de nanotubos homogêneos, com diâmetros de ±300 nm, como verificado por MEV. O 

tratamento térmico a 300, 530 e 630 °C possibilitou a formação de diferentes fases 

cristalinas (Anatase e Rutilo), como observado através da análise por DRX. A análise de 

molhabilidade confirmou a hidrofilicidade dos substratos, investigada através do ângulo 

de contato. Além disso, os substratos nanoestruturados favoreceram a adsorção de 

fibrinogênio, como confirmado por análise de XPS. 

 
 

5.2. TESTES BIOLÓGICOS COM FIBROBLASTOS 

 
Para investigar a toxicidade dos nanotubos de TiO2, a dosagem de LDH foi 

realizada após 24 h do início da cultura. LDH é uma enzima citoplasmática que está 

presente na maioria das células e está aumentada no espaço extracelular quando há 

algum dano na membrana plasmática (F. K.-M. Chan, Moriwaki, Rosa 2013). A Figura 

17 mostra que as células cultivadas em controle de titânio e substratos contendo 

nanotubos de TiO2 mantiveram o mesmo perfil de resposta para a reação. Nossos 

resultados mostram que as superfícies contendo nanotubos e modificação na fase 

cristalina não foram tóxicas para os fibroblastos. 

 

Figura 17: Toxicidade celular pelo teste de LDH. Investigação da citotoxicidade de nanotubos de TiO2 
recozidos a diferentes temperaturas. Os resultados são apresentados como média ± DP (n = 5). Análise 
por one-way ANOVA e teste de Tukey indicaram que não há diferença entre os grupos. 
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A viabilidade celular foi caracterizada usando CellTiter-Blue® assay, em que 

células viáveis são capazes de reduzir o sal Rezasurin para Resofurin, e a quantificação 

desta redução é realizada por espectrofotometria (Figura 18). Os resultados mostram 

que houve um aumento significativo (p <0,001) na redução de sal do dia 1 ao dia 7 pelas 

células para todos os substratos, indicando que os substratos estimularam o 

metabolismo celular ao longo do tratamento. Além disso, no dia 7 houve diminuição 

significativa (p <0,01) da redução do sal no tratamento a 300 °C, quando comparado ao 

controle.  

 

 

 

Figura 18: Viabilidade Celular por CellTiter-Blue®. Dados mostram a densidade óptica de redução do 
reagente Alamar Blue por cultura por 1, 4 e 7 dias em TiO2 plano e nanotubos de TiO2 recozidos a 
diferentes temperaturas. Os resultados são apresentados como média ± DP em quintuplicata (n = 5). 
Análise por one-way ANOVA e teste de Tukey HDS para comparações múltiplas. (**) para p <0,01 e (***) 
para p <0,001. Quando não indicado pelas linhas tracejadas, a análise estatística se refere à comparação 
com o controle Ti para cada dia de ensaio. 

 
 
 Imagens de microscopia de fluorescência foram capturadas após 1, 4 e 7 dias de 

cultura na magnificação de 10x (Figura 19). Os núcleos foram corados com DAPI e são 

visualizados em azul, os filamentos de actina foram corados com Rodamina/Faloidina e 

são visualizados em vermelho. A partir da análise das imagens de fluorescência, com o 
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auxílio do software ImageJ, foi possível realizar a contagem dos núcleos, representados 

na Figura 20A e quantificar os filamentos de actina indicados na Figura 20B. 

 

 
Figura 19: Imagens de microscopia de fluorescência. Imagens de fluorescência representativa (10x) de 
fibroblastos corados com DAPI e rodamina-faloidina após 1, 4 e 7 dias de cultivo em TiO2 plano e 
nanotubos de TiO2 recozidos a diferentes temperaturas. 
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Figura 20: Análise do número de células, cobertura do citoesqueleto e forma das células após 1, 4 e 7 
dias de cultura em TiO2 plana e nanotubos de TiO2, recozidos a diferentes temperaturas. (A) Contagem 
das células usando a marcação dos núcleos com DAPI (Ensaio realizado em triplicata com a contagem de 
3 campos por amostra, n = 9). (B) Cobertura celular pela quantificação do citoesqueleto (filamentos de 
actina) determinada pela análise da marcação com rodamina-faloidina (triplicata com a contagem de 3 
campos por amostra, n = 9). (C) Shape factor. O alongamento celular foi caracterizado pela relação largura 
/ comprimento das imagens fluorescentes, os resultados = 1 representam as células esféricas e os 
resultados <1 representam as células alongadas (n = 5). Os resultados são apresentados como média ± 
DP e a análise estatística foi realizada por ANOVA e as comparações múltiplas foram realizadas pelo teste 
de Tukey HDS (A e B) e pelo teste não paramétrico de Mann-Whitney para análise de amostras 
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independentes (C), diferenças significativas entre grupos para (*) p <0,05, (**) p <0,01. Quando não 
indicado, a análise estatística se refere à comparação com o controle Ti. 

 

 

Houve aumento expressivo no número de células em todos os substratos do dia 

1 para o dia 7 (Figura 20A), com destaque no dia 7 para a diminuição no número de 

células em substratos tratados a 300°C, quando comparado ao controle de titânio. Houve 

ainda aumento significativo na cobertura celular no decorrer dos dias (Figura 20B) e  

alongamento significativo das células nos substratos tratados a 630 °C do dia 1 ao dia 7 

(Figura 20C). Os resultados indicam que a estrutura cristalina modificada em nanotubos 

tratados a 630 °C pode estimular o elongamento dos fibroblastos. A interação entre 

superfície nanoestruturada e células foi investigada por MEV após 1, 4 e 7 dias de cultura 

(Figura 21) que permite notar o alongamento dos filopódios e grande interação celular 

com o substrato.  

Os fibroblastos desempenham um papel importante na produção de proteínas que 

compõem a MEC. A adesão e proliferação são fatores importantes antes da 

diferenciação celular e, consequentemente, síntese da MEC. Além disso, a interação 

célula-material e célula-célula são condições para o desenvolvimento e remodelamento 

da MEC (Chou et al. 1995; Den Braber et al. 1998). A análise conjunta dos resultados da 

interação de fibroblastos com as superfícies contendo nanotubos de TiO2 com diferentes 

estruturas cristalinas permitiu evidenciar que os substratos não foram tóxicos e 

permitiram a adesão e proliferação destas células, principalmente nos substratos 

tratados a 530 e 630 °C. 

 



 

51 
 

 
Figura 21: Imagens representativas de SEM (20.000x) de fibroblastos em matrizes de nanotubos de titânia 
recozidas a diferentes temperaturas após 1, 4 e 7 dias de cultura As setas amarelas indicam o 
prolongamento citoplasmático (filopódios). 
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5.3. TESTES BIOLÓGICOS COM ADSCS 

 
 Para investigar a toxicidade dos nanotubos de TiO2 frente as ADSCs, a dosagem 

de LDH foi realizada após 24 h do início da cultura. A Figura 22 mostra que quando 

comparados ao controle Ti, os nanotubos de TiO2 tiveram um aumento similar de LDH, 

sugerindo que os substratos não foram tóxicos para as células. 

 

 
Figura 22: Toxicidade celular quantificada pela presença de LDH nos nanotubos de titânio recozidos a 
diferentes temperaturas após 24h do início da cultura. Os dados estão representados como média e desvio 
padrão (n=5). Análise por one-way ANOVA e teste de Tukey indicaram que não há diferença entre os 
grupos. 

  

 
A análise da viabilidade está representada na Figura 23. Os resultados indicam 

que houve um aumento no percentual de redução de CellTiter-Blue® no decorrer dos 

dias. Após 1 dia de cultura, não foram observadas diferenças significativas entre o 

controle Ti e os nanotubos de titânio. Após 4 dias de cultura, houve uma diminuição 

significativa no percentual de redução de CellTiter-Blue® para os nanotubos de titânio 

recozidos a 530 °C comparado com o controle Ti (p < 0.05). Após 7 dias de cultura, houve 

um aumento significativo no percentual de redução de para os nanotubos de titânio 

recozidos a 630 °C comparado ao controle Ti (p < 0.001). Além disso, a redução do sal, 

em nanotubos de titânio recozidos a 630 °C foi significativamente diferente do que os 

nanotubos de titânio recozidos a 300 e 530 °C (p <0,001). Estes resultados sugerem que 
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superfícies tratadas a 630 °C forneceram melhores condições para a metabolização do 

sal Rezasurin pelas células. 

 

 

 
Figura 23: Viabilidade celular medida através de CellTiter-Blue® Teste de viabilidade cellular em 
nanotubos de titâniorecozidos a diferentes temperaturas após 1, 4 e 7 dias de cultura. Os dados estão 
representados como média e desvio padrão de dois experimentos independentes, cada um realizado em 
quintuplicta (n = 10). (*) p < 0.05, (**) p < 0.01, (***) p < 0.001 usando o teste one-way ANOVA e teste de 
Tukey HDS para múltiplas comparações. Quando não indicado, a análise estatística se refere à 
comparação com o controle Ti. 

 
 

A adesão e proliferação celular foram avaliadas por meio de microscopia de 

fluorescência pela marcação das células com rodamina/faloidina e DAPI após 1, 4 e 7 

dias de cultura em nanotubos de TiO2 tratados a 300, 530 e 630 °C e Ti controle. A Figura 

24 indica o núcleo das células marcados em azul (DAPI) e os filamentos de actina 

presentes no citoesqueleto marcados em vermelho (rodamina/faloidina). A análise da 

figura permite concluir que houve um crescimento celular acentuado no decorrer dos 7 

dias de cultura para todas as condições experimentais. 
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Figura 24: Imagem de Microscopia de Fluorescência (10x) de ADSCs marcadas com DAPI a 
rodamina/faloidina em nanotubos de titânio recozidos a diferentes temperaturas após 1, 4 e 7 dias de 
cultura. 

 

 

A análise quantitativa do número de células (Figura 25A) mostrou um crescimento 

exponencial comparando o dia 1 com o dia 7, para todos os tratamentos. A análise do 

dia 7 evidenciou um aumento significativo do número de células sobre os nanotubos 

tratados a 530 e 630 °C quando comparados ao controle titânio (p<0.001).  
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Figura 25: (A) Contagem de ADSC em nanotubos de titânio recozidos a diferentes temperaturas após 1, 
4 e 7 dias de cultura. (B) Cobertura de ADSC em nanotubos de titânio recozidos a diferentes temperaturas 
após 1, 4 e 7 dias de cultura. Para (A e B) Os dados estão apresentados como média e desvio padrão de 
dois experimentos independentes (n = 5). (*) p < 0.05, (**) p < 0.01, (***) p < 0,001. (C) Shape fator de 
ADSC em nanotubos de titânio recozidos a diferentes temperaturas após 1, 4 e 7 dias de cultura. Shape 
fator = largura da célula/comprimento da célula. Shape fator = 1 representa células esféricas e shape fator 
= 0 representa células alongadas. Os dados estão representados como média e desvio padrão de três 
experimentos independentes (n = 9). (*) p < 0.05, (**) p < 0.01, (***) p < 0.001. Todas as análises foram 
realizadas usando o teste one-way ANOVA e teste de Tukey HDS para múltiplas comparações, SPSS 13.0 
software. Quando não indicado, a análise estatística se refere à comparação com o controle Ti. 

 

 
A Figura 25B em associação com a Figura 24 mostrou que houve aumento 

significativo da cobertura celular após 7 dias de cultura em nanotubos de titânio recozidos 

a 530 e 630 °C comparado com os outros substratos (p < 0.05).  

 Para investigar o shape factor, imagens com magnificação de 50x foram 

analisadas com o auxílio do software ImageJ para determinar a razão da largura e 

comprimento das células (Figura 25C). Os resultados indicaram que após 1 dia de 

cultura, o aumento da temperatura de recozimento resultou em um shape fator próximo 

de 0, indicando que a cristalinidade não influenciou somente na adesão e proliferação 

celular, mas também na forma das células. Houve uma diferença significativa na forma 

das células sobre nanotubos recozidos a 630 e o controle Ti (p < 0.001), bem como entre 

nanotubos de titânio recozidos a 630 e 300 °C (p < 0.01). Estes resultados indicaram que 

além da proliferação, as superfícies recozidas também promoveram o elongamento 

celular das ADSCs. 

 A morfologia das ADSC sobre o titânio e nanotubos de titânio foi investigada 

usando MEV após 1, 4 e 7 dias de cultura. A Figura 26 mostra a membrana celular bem 

como o prolongamento de filopódios (indicados pelas setas) de ADSCs que ancoraram 

sobre os nanotubos. 
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Figura 26: Imagens de MEV a (50.000x) de ADSCs em nanotubos de titânio recozidos a diferentes 
temperaturas após 1, 4 e 7 dias de cultura. Setas amarelas indicam o prolongamento do citoplasma 
(filopódios) sobre os nanotubos. 
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Os osteoblastos são células capazes de produzir proteínas responsáveis pela 

formação do tecido ósseo. Entre estas proteínas, a fosfatase alcalina é a primeira a ser 

secretada. A fosfatase alcalina (ALP) é uma glicoproteína ligada à membrana. Sua 

função é catalisar a hidrólise de monoésteres de fosfato a um nível básico de pH. Sabe-

se que a fosfatase alcalina especifica de osso (BALP) está envolvida na calcificação e 

proporciona um aumento na concentração de fosfato na superfície de osteoblastos 

durante a mineralização (Sharma, Pal, Prasad 2014).  

 

Figura 27: Concentração de ALP produzida por ADSC após 1, 2 e 3 semanas em TiO2 plano e nanotubos 
recozidos a diferentes temperaturas. Os resultados são apresentados como média ± DP (n = 5). (**) p 
<0,01, (***) p <0,001 utilizando teste one-way ANOVA e Tukey HDS para comparações múltiplas, software 
SPSS 13.0. Quando não indicado, a análise estatística se refere à comparação com o controle Ti. 

 

 

A Figura 27 mostra a análise da secreção de ALP pelas células ao longo de 3 

semanas. Na semana 1 foi possível verificar que houve um ligeiro aumento na produção 

de ALP pelas células em contato com as superfícies nanoestruturadas, principalmente 

no tratamento a 630 °C. Na semana 2, observou-se discreto aumento de ALP pelas 

células em contato com substratos tratados a 530 e 630 °C. Comportamento semelhante 

foi observado na semana 3. A comparação entre as semanas revelou um aumento 

significativo da semana 1 para a semana 3 nas superfícies nanoestruturadas. Os 
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resultados indicaram que substratos contendo rutilo, recozidos a 530 e 630 °C 

estimularam as células a produzir e secretar ALP.  

No tecido ósseo, a osteopontina (OPN) está associada com o início da 

mineralização, nos focos minerais da junção osteoide e às interfaces, como as lâminas 

limitantes (J. Chen et al. 1994; M. D. McKee, Nanci 1996; Marc D. McKee, Pedraza, 

Kaartinen 2011). Além disso, a OPN atua na prevenção da formação de cristais em 

tecidos moles e fluidos biológicos (Hunter 2013).   

A presença de OPN pode ser evidenciada por meio de microscopia de 

imunofluorescência. Na Figura 28A o núcleo das células estão marcados em azul (DAPI), 

os filamentos de actina estão marcados em vermelho (Rodamina/Faloidina) e as 

proteínas específicas então marcadas em verde. A análise quantitativa da produção de 

OPN pelas células nos substratos ao longo de 3 semanas está representada na Figura 

28B. Na semana 1 não houve diferença significativa entre o controle e os substratos. Na 

semana 2 a produção de osteopontina teve um ligeiro aumento em substratos tratados 

a 530 e 630 °C. Na semana 3, houve um aumento significativo de proteína em todas as 

superfícies nanoestruturadas, especialmente na superfície tratada a 630 °C. A 

comparação entre a semana 1 e a semana 3 identificou um aumento significativo em 

todas as superfícies nanoestruturadas (p<0.001), mas não no controle.  
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Figura 28: (A) Imagens de imunofluorescência (10x) de ADSCs coradas com DAPI, rodamina / faloidina e 
FITC em matrizes de nanotubos de titânia recozidas a diferentes temperaturas após 1, 2 e 3 semanas de 
cultura. A coloração em verde representa a marcação de osteopontina por ADSCs. (B) Porcentagem de 
osteopontina marcada com FITC normalizada pelo número total de células em uma imagem. Os resultados 
são apresentados como média ± DP (n = 5). (**) p <0,01, (***) p <0,001 utilizando teste one-way ANOVA 
e Tukey HDS para comparações múltiplas. Quando não indicado, a análise estatística se refere à 
comparação com o controle Ti. 
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 A osteocalcina (OCN) é uma proteína de baixa massa molar produzida por 

osteoblastos que ajuda na mineralização e é considerada um marcador tardio de 

diferenciação. A Figura 29B mostra a análise da produção de OCN pelas células ao longo 

de 3 semanas. Na semana 1 e 2 não houve diferença significativa na produção de OCN 

entre o controle e os substratos. No entanto, foi possível identificar um aumento 

significativo da proteína nas células nas superfícies tratadas a 530 °C. O aumento foi 

ainda mais pronunciado nos substratos tratados em 630°C. A comparação entre as 

semanas mostrou um aumento significativo entre as semanas 1 e 3 nas superfícies 

tratadas a 530 e 630 °C. 
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Figura 29: (A). Imagens de imunofluorescência (10x) de ADSCs coradas com DAPI, rodamina / faloidina 
e FITC em matrizes de nanotubos de titânia recozidas a diferentes temperaturas após 1, 2 e 3 semanas 
de cultura. A coloração em verde representa a marcação de osteopontina por ADSCs. (B) Porcentagem 
de osteocalcina marcada com FITC normalizada pelo número total de células em uma imagem. Os 
resultados são apresentados como média ± DP (n = 5). (**) p <0,01, (***) p <0,001 usando teste one-way 
ANOVA e Tukey HDS para comparações múltiplas. Quando não indicado, a análise estatística se refere à 
comparação com o controle Ti. 
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 A mineralização foi investigada por microscopia eletrônica (MEV) e pela 

mensuração do teor de cálcio no meio de cultura. A Figura 30 mostra a análise 

microscópica de células no controle Ti e nos nanotubos de TiO2 tratados a diferentes 

temperaturas. A imagem indica a presença de cristais formados durante as semanas, em 

todas as superfícies. 

 

Figura 30: Imagens representativas de SEM (50.000x) de ADSCs em matrizes de nanotubos de titânio 

tratados a diferentes temperaturas após 1, 2 e 3 semanas de cultura em meio osteogênico. 
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A Figura 31 indica a quantificação de cálcio ao longo de 3 semanas. A comparação 

entre as semanas 1 e 3 é caracterizada por um aumento significativo de cálcio nas 

superfícies contendo nanotubos. A análise da semana 3 revelou um aumento 

significativamente maior na presença de cálcio na superfície tratada a 630 °C. Em 

associação, estes resultados indicam que superfícies tratadas a 630 °C na presença 

da fase anatase / rutilo foram capazes de induzir mineralização. 

 

Figura 31: Análise de cálcio. A concentração de cálcio foi medida após 1, 2 e 3 semanas de cultivo em 
meio osteogênico em plano de TiO2 e os nanotubos de TiO2 recozidos a diferentes temperaturas. Os 
resultados são apresentados como média ± desvio padrão de um experimento independente, realizado 
em quintuplicata, (n = 5). (*) p <0,05, (**) p <0,01, (***) p <0,001 utilizando teste one-way ANOVA e Tukey 
HDS para comparações múltiplas. Quando não indicado, a análise estatística se refere à comparação com 
o controle Ti. 

 

 

Diante dos resultados apresentados foi possível verificar que os substratos não foram 

tóxicos para as ADSCs, bem como permitiram a adesão e proliferação das células ao 

longo dos 7 dias de cultivo. As análises de diferenciação evidenciaram um aumento 

significativo da produção de ALP nas células em contato com as superfícies 

nanoestrtuturadas ao longo das 3 semanas. Além disso, a produção de osteopontina e 
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osteocalcina foram acentuadamente maiores na semana 3 do estudo, nas superfícies 

nanoestruturadas. Por fim, a análise da dosagem de cálcio evidenciou que as superfícies 

contendo nanotubos de TiO2 tratados a 630 °C induziram a mineralização.  
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6. DISCUSSÃO 

6.1. CARACTERIZAÇÃO DOS NANOTUBOS DE TIO2  

 

Nanotubos de TiO2 fabricados por anodização eletroquímica são amorfos, mas 

possíveis de serem modificados frente a tratamento térmico adicional, o que possibilita 

a transição do estado amorfo para diferentes fases cristalinas: anatase, rutilo ou a 

mistura de ambos (Indira et al. 2012; Zhang et al. 2018). Uma característica importante 

de nanotubos tratados termicamente, com modificação na fase cristalina, é o aumento 

de resistência à corrosão (Bai et al. 2011), fator determinante para a estabilidade e 

durabilidade da superfície de implantes metálicos em especial. Além disso, a alteração 

da fase cristalina também pode afetar a biocompatibilidade do material. 

 A molhabilidade é uma propriedade importante da superfície de um implante pois 

tem efeito sobre a sua bioatividade, mas o mecanismo desse efeito ainda não é 

totalmente compreendido. Estudos prévios sugerem que o tratamento térmico com 

formação da fase rutilo, influencia na espessura, e consequentemente no diâmetro 

interno dos nanotubos, alterando a rugosidade da superfície (Zhang et al. 2018), o que 

resultaria, segundo os autores, na diminuição da sua hidrofilicidade (G. Wang et al. 

2016). No presente trabalho, a caracterização das superfícies estudadas evidenciou que 

o tratamento a 300 °C permitiu a formação da fase anatase, enquanto os tratamentos a 

530 e 630 °C tiveram uma mistura de fase anatase e rutilo (Figura 13). Além disso, as 

superfícies tratadas a 300 e 530°C foram mais hidrofílicas que aquelas tratadas a 630 °C, 

mas a variação de temperatura não alterou o diâmetro dos nanotubos. Desta forma, 

diferente do encontrado anteriormente na literatura, a modificação na fase cristalina foi 

capaz de modificar a molhabilidade, independente do diâmetro dos nanotubos. 

Além da possibilidade de conexão físico-química direta entre a célula e a 

superfície do material, a molhabilidade também exerce um efeito indireto na adesão 

celular através da adsorção de proteínas (Cheng et al. 2018). Foi reportado que 

superfícies contendo nanotubos apresentam elevada energia de superfície, o que 

aumenta a adsorção inicial de proteínas (Aldabergenova et al. 2008; Hamlekhan et al. 

2014; Bai et al. 2011; Mazare et al. 2012) que, dependendo das características da 
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superfície, podem adsorver em diferentes densidades, conformações e orientações 

(Oliveira et al. 2015). No presente trabalho, a análise quantitativa de adsorção protéica 

associada à análise por XPS indicou que não houve diferença na quantidade de ALB 

adsorvida no Ti e nas superfícies contendo nanotubos, enquanto que a quantidade de 

FIB foi ligeiramente maior nas superfícies nanoestruturadas. Sabe-se que em contato 

com superfície de sílica a molécula de ALB (67 kDa) forma cerca de 77 pontos de ligação 

e a molécula de fibrinogênio (340 kDa) forma cerca de 703 pontos de ligação. No entanto, 

o tamanho da molécula não é o único fator a ser levado em consideração, a forma e a 

sequência de aminoácidos são características importantes para a interação com a 

superfície (Dee, Puleo, Bizios 2002; Paulina et al. 2014). Com base na forma, estrutura 

molecular, e a capacidade do FIB em interagir com superfícies hidrofóbicas e hidrofílicas, 

sugerimos que de maneira semelhante como interagiu com a superfície de sílica, o FIB 

se ancorou nas superfícies contendo nanotubos. No entanto, a modificação na fase 

cristalina dos nanotubos, bem como a molhabilidade, não foram fatores relevantes para 

a interação do FIB com as superfícies nanoestruturadas. 

 

6.2. ESTUDO BIOLÓGICO COM FIBROBLASTOS 

 

A toxicidade das superfícies contendo nanotubos de TiO2 foi investigada pela 

presença de LDH no meio de cultura. A desidrogenase lática (LDH) é uma enzima 

citosólica presente em diferentes tipos de células. Danos na membrana plasmática 

liberam LDH no meio de cultura celular, desta forma é possível medir a morte celular. A 

LDH extracelular pode ser quantificada por uma dupla reação enzimática na qual a LDH 

catalisa a conversão de lactato em piruvato via redução de NAD + em NADH. Na 

sequência a diaforase usa o NADH para reduzir o sal tetrazolium a formazan. Logo, o 

nível de formação de formazan é diretamente proporcional à quantidade de LDH liberada 

no meio, o que é indicativo de citotoxicidade (Korzeniewski, Callewaert 1983). Nossos 

resultados mostram que as células cultivadas no controle Ti e nas superfícies 

nanoestruturadas de TiO2 mantiveram o mesmo perfil de resposta para a reação, 

indicando que as superfícies testadas não foram tóxicas para os fibroblastos. Sabe-se 
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que o titânio é amplamente utilizado como biomaterial, pois é bioinerte e não tóxico 

(Williams 2008; W. Q. Yu et al. 2010).  

Quanto à viabilidade celular, medida pela capacidade das células em reduzir o sal 

resazurin à resofurin através da atividade mitocondrial, houve um aumento significativo 

na redução de sal do dia 1 ao dia 7 pelas células para todos os substratos. Este efeito 

indica que houve intensa proliferação celular ao longo de 7 dias de cultivo independente 

do tratamento. Verifica-se, no entanto, que no dia 7 houve menor atividade nas células 

cultivadas em superfícies tratadas a 300 °C, quando comparadas ao controle Ti. Esse 

resultado foi confirmado pela análise por microscopia de fluorescência em que o total de 

células foi determinado pela contagem dos núcleos marcados com DAPI. 

Estudo prévio descreveu que, além da mudança na fase cristalina, o aumento da 

temperatura de recozimento também altera a composição química dos nanotubos (Zhang 

et al. 2018). Os revestimentos de nanotubos, compostos principalmente de titânio 

elementar e oxigênio, apresentaram diminuição na relação Ti / O à medida que as 

temperaturas do tratamento térmico aumentaram. Os autores observaram ainda que em 

temperaturas mais altas, a proporção de flúor elementar diminuiu, antes de finalmente 

desaparecer. Regonini e colaboradores sugeriram que o fluoreto presente nos nanotubos 

pode se originar da presença do elemento no eletrólito de anodização (Regonini et al. 

2010). Além disso, o elemento F provavelmente reage com Ti para formar TiF4 e vaporiza 

para fora dos nanotubos durante o tratamento térmico a temperaturas mais altas, com a 

concentração de flúor insignificante nas amostras aquecidas a temperaturas acima de 

400 ºC (B. Yang et al. 2011). Outro estudo que avaliou a adesão e proliferação de 

osteoblastos em nanotubos de titânio, tratados a 450 e 600 °C, demonstraram aumento 

da atividade celular em substrato tratado a 600°C (Bai et al. 2011). Sugerimos que a 

mesma situação possa ter ocorrido com nossos substratos, indicando que o tratamento 

térmico a 300 °C pode não ter removido completamente os resíduos de flúor, diminuindo 

o metabolismo celular. 

O comportamento de fibroblastos também foi analisado quanto à cobertura celular 

sobre as superfícies. Houve um aumento significativo na cobertura celular ao longo do 

período de experimentação. O tratamento a 630 °C permitiu um rápido espalhamento 
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das células desde o dia 4, enquanto que no dia 7, as células em substrato tratado a 

530 °C apresentaram maior cobertura celular. A actina é uma subunidade dos 

microfilamentos que participam da formação do citoesqueleto de células. É um 

componente chave de uma infinidade de processos celulares, incluindo a motilidade 

celular, sinalização e forma (Li, Duance, Blain 2007). Relatos recentes indicam que a 

cobertura celular e o alinhamento de fibroblastos aumentaram 40% em matrizes de 

nanotubos de titânio (Smith et al. 2011). A adesão celular é um fator dependente da 

topografia, a arquitetura dos nanotubos confere uma área de contato maior, com 

múltiplos pontos para ancoragem de moléculas de adesão celular.  

Associado a esses resultados, o fator da forma foi investigado pela relação largura 

/ comprimento celular. Houve um elongamento significativo das células nos substratos 

tratados a 630 °C, quando comparada aos demais tratamentos. Estes dados indicam que 

a estrutura cristalina modificada em nanotubos tratados a 630 °C pode estimular ainda 

mais os pontos de ancoramento dos fibroblastos com as superfícies, o que pode ser 

evidenciado pela análise por MEV que mostrou que os nanotubos estimularam o 

prolongamento dos filopódios e proporcionaram uma melhor interação com o substrato.  

Os fibroblastos desempenham um papel importante na produção de proteínas que 

compõem a matriz extracelular (MEC). O fenótipo, ligação celular, alinhamento e 

disseminação, são fatores importantes antes da diferenciação celular e, 

consequentemente, síntese da MEC. Além disso, a interação célula-material e célula-

célula são condições para o desenvolvimento e remodelamento da MEC (Chou et al. 

1995; Den Braber et al. 1998). Os resultados relatados neste estudo indicaram que a 

modificação na cristalinidade dos nanotubos pode fornecer um modelo favorável para a 

viabilidade, adesão, elongamento e proliferação de fibroblastos, principalmente em 

substratos tratados a 530 e 630 °C. Assim, as superfícies contendo nanotubos de TiO2, 

na presença de fase anatase / rutilo, têm grande potencial para serem utilizadas como 

dispositivo para implantes transcutâneos e dentais. Esses dados são reforçados pelos 

estudos que mostram que os nanotubos com uma mistura de anatase / rutilo tiveram 

efeito máximo sobre a proliferação, disseminação e mineralização dos pré-osteoblastos 

(Mazare et al. 2012; Jiaguo Yu, Wang 2010; An et al. 2011). 
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6.3. ESTUDO BIOLÓGICO COM ADSCS 

 

As análises da resposta de ADSCs, realizados em curto período seguiram os 

mesmos protocolos realizados para Fibroblastos. Para investigar a toxicidade das 

superfícies contendo nanotubos de titânio frente as ADSCs, a LDH foi medida após 1 dia 

da cultura inicial. Quando comparadas ao controle Ti, as superfícies contendo nanotubos 

tiveram liberação similar de LDH. A análise da viabilidade celular, baseada na redução 

de resazurin para resofurin pelas ADSCs, revelou um aumento do percentual de redução 

do sal ao longo dos dias. Após 7 dias este aumento foi significativo nas superfícies 

tratadas a 630°C em comparação com as demais superfícies. Corroborando com nossos 

achados, Yu et al analisou a viabilidade celular baseada na atividade mitocondrial, e 

evidenciou crescimento celular acelerado em superfícies contendo as fases cristalinas 

anatase/rutilo (tratadas a 550 °C) (W. Q. Yu et al. 2010). Em paralelo, a investigação da 

proliferação e cobertura celular, analisadas por microscopia de fluorescência através da 

contagem dos núcleos marcados com DAPI e quantificação dos filamentos de actina 

marcados com Rodamina/Faloidina respectivamente, confirmaram, maior número de 

células e extensão do citoesqueleto no dia 7 em superfícies tratadas a 530 e 630 °C.  

A investigação do elongamento celular (mensurado a partir do fator de forma), 

indicou que após 1 dia de cultura, o aumento da temperatura resultou em um fator de 

forma que se aproximou de 0, indicando que a cristalinidade não apenas influencia a 

adesão e proliferação celular, mas também no elongamento das células. Houve uma 

diferença significativa entre o fator de forma das células nas superfícies tratadas a 630 °C 

e controle de Ti, bem como entre a tratadas a 630 e 300 °C. Estudos demonstraram que 

a presença de nanoestruturas é capaz de estimular a adesão e a organização do 

citoesqueleto de osteoblastos (Curtis et al. 2004; Price et al. 2004). Associado ao 

elongamento das células, a análise por MEV revelou a formação de filopódios, mais 

pronunciados nas superfícies contendo nanotubos, quando comparado ao controle Ti 

(Figura 26). Os filopódios são protusões ricas em actina que tem um papel importante no 

contato com a topografia, na migração e interação célula-célula (Albuschies, Vogel 

2013).  
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A fosfatase alcalina (ALP) é produzida por osteoblastos, sendo considerada um 

marcador primário da mineralização. Sua função é catalisar a hidrólise de monoésteres 

de fosfato, aumentando a concentração destes íons em vesículas de matriz, que 

posteriormente serão liberados para o meio extracelular. A nucleação destes íons com 

íons cálcio são responsáveis pela formação de hidroxiapatita (HAP) e mineralização do 

osso (Sharma, Pal, Prasad 2014; Florencio-Silva et al. 2015). Observamos que 

superfícies contendo anatase/rutilo, tratados a 530 e 630 °C estimularam uma secreção 

de ALP discretamente maior do que os substratos tratados a 300 °C nas duas primeiras 

semanas. Na terceira semana ocorre uma oscilação na secreção de ALP. Estes 

resultados refletem a atividade natural de osteoblastos, em que a produção e secreção 

de ALP é requerida no início do processo de osseointegração, posteriormente essa 

atividade declina, dando espaço para a expressão de outros genes responsáveis pela 

produção de proteínas que compõe a camada osteóide (Golub, Boesze-Battaglia 2004). 

Além disso, foi possível evidenciar que da semana 1 para a semana 3 houve um aumento 

significativo da produção de ALP nas superfícies contendo nanotubos em comparação 

com o Ti. Sabe-se que a produção de ALP é maior em superfícies nanoestruturadas, em 

comparação com as superfícies de Ti (Jemat et al. 2015; Suwandi et al. 2015; An et al. 

2011; Ge et al. 2008; Frandsen, Brammer, Jin 2013).  

A deposição da camada osteóide, necessária para a mineralização do tecido 

ósseo, depende da secreção de proteínas colágenas e não colágenas, como 

osteopontina (OPN) e osteocalcina (OCN) (Boivin and Meunier 2003; Popat et al. 2007). 

OPN tem a função de auxiliar na primeira etapa da mineralização, por meio da nucleação 

de cristais, e sua expressão está associada a níveis elevados de íons fosfato (J. Chen et 

al. 1994; M. D. McKee, Nanci 1996; Marc D. McKee, Pedraza, Kaartinen 2011; Kohri et 

al. 1993; Beck, Zerler, Moran 2000; N. X. Chen et al. 2002). A produção de osteopontina 

apresentou discreto aumento nas superfícies tratadas 530 e 630 °C na semana 2 do 

estudo, na semana 3 houve um aumento significativo em todas as superfícies contendo 

nanotubos comparadas ao controle Ti. Sabe-se que superfícies contendo nanotubos são 

capazes de estimular a expressão de genes envolvidos na formação óssea, dentre eles, 

o responsável pela produção de OPN (Pozio et al. 2012). A osteocalcina (OCN), atua na 

segunda etapa da mineralização, caracterizada pelo crescimento dos cristais, através do 
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aprisionamento de Ca2+ extracelular (Ottani et al. 2002). Houve um aumento expressivo 

na semana 3 do estudo, reforçando sua atuação como um marcador tardio da 

diferenciação celular (Wolf 2010; Stein, Perren, Mosheiff 2004). Este aumento foi ainda 

mais pronunciado nas superfícies tratadas a 630 °C. Indicando que a modificação na 

fase cristalina age diretamente na diferenciação celular, estimulando a produção de 

OCN.  

A quantidade e o tamanho dos cristais de hidroxiapatita formados na 

mineralização do osso, são regulados pela deposição ordenada tanto das proteínas que 

compõe a camada osteóide quanto dos íons de cálcio e fosfato (Clarke 2008). A análise 

por MEV indicou a presença de cristais em forma octaédrica e cristais amorfos. Estudo 

recente demonstrou que superfícies contendo nanotubos de TiO2 tratados a 530 °C 

apresentaram o mesmo padrão cristalino verificado em nosso estudo. Adicionalmente, a 

análise por EDS, após 21 dias de cultura de células osteogênicas, evidenciou a presença 

dos minerais cálcio e fósforo, sugerindo a presença de hidroxiapatita (Cowden, Dias-

Netipanyj, Popat 2019). 

A análise quantitativa de cálcio evidenciou aumento significativo na quantidade de 

cálcio presente nas superfícies contendo nanotubos quando comparado ao controle Ti. 

Indicando que os nanotubos de TiO2 favoreceram o processo de mineralização do tecido 

ósseo. Além disso, na semana 3 houve uma concentração significativamente maior de 

cálcio nas superfícies tratadas a 630 °C. Indicando que a modificação na fase cristalina 

também interfere na resposta celular, favorecendo a mineralização do tecido.  No geral 

os estudos apontam divergência de qual fase cristalina é mais favorável para a 

mineralização do tecido ósseo, com formação de HAP. Alguns estudos apontam que 

HAP é mais facilmente formada na fase anatase em comparação com rutilo, ou a mistura 

anatase/rutilo (Uchida et al. 2002; M. D. Roach et al. 2016). Já foi descrito que a mistura 

de fases anatase/rutilo foi capaz de agir na ativação plaquetária e estimulou a adesão e 

proliferação de osteoblastos (Zhang et al. 2018; Bai et al. 2011; An et al. 2011). No 

entanto, a maneira pela qual a mistura de fases anatase/rulilo influencia no 

comportamento celular, ainda não foi completamente elucidada. Os resultados relatados 

indicaram que a modificação da fase cristalina de nanotubos de TiO2, principalmente as 
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modificações contendo as fases anatase/rutilo favoreceram a adesão, proliferação e 

elongamento de ADSCs, adicionalmente, a diferenciação osteogênica foi beneficiada 

nas estruturas contendo nanotubos, com maior intensidade nas superfícies contendo as 

fases anatase/rutilo, evidenciando o potencial destas modificações no desenvolvimento 

de implantes dentários e ortopédicos.  
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7. CONCLUSÃO 

 

Neste estudo confirmamos que os parâmetros utilizados para o preparo das 

superfícies permitiram a variação da estrutura cristalina sem alterar a morfologia dos 

nanotubos. Os substratos contendo a fase anatase/rutilo favoreceram significativamente 

a adesão e proliferação de fibroblastos e ADSCs. Além disso, a produção de proteínas 

que atuam na osseointegração foi mais evidente em nanotubos contendo a mistura de 

fases anatase/rutilo. Por fim, foi possível concluir que o tratamento do substrato a 630°C 

permitiu uma mineralização significativamente maior, quando comparado com o titânio 

comercialmente puro sem modificações e nanotubos tratados a menores temperaturas. 

Concluímos ainda, que as modificações realizadas nos substratos, estimularam 

positivamente o comportamento celular in vitro, permitindo a adesão e proliferação de 

fibroblastos e ADSCs, bem como a diferenciação osteogênica, favorecendo a 

mineralização. Estes dados impulsionam estudos futuros, com a utilização de modelos 

in vivo, para se melhor compreender a ação da mistura de fases anatase/rutilo em 

nanotubos de TiO2. 
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