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RESUMO 

 

RODRIGUES G C. Avaliação do comportamento de células indiferenciadas do cordão 
umbilical humano cultivadas sobre uma superfície de titânio nanotexturizado. Ribeirão 
Preto: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, 2015. 88p 

 
Implantes de titânio têm sido extensivamente utilizados na ortopedia e na odontologia 
principalmente como substituto de elementos dentários ausentes. O titânio é um implante 
metálico de escolha por ser biocompatível, resistente à corrosão e desfavorecer reações 
imunológicas. A influência das características superficiais do titânio no comportamento e 
morfologia celular tem sido amplamente investigada, mas ainda existem questões em aberto 
sobre a sua interação com diferentes células em um microambiente. O objetivo do presente 
projeto foi caracterizar o comportamento de células provenientes do cordão umbilical humano 
em contato com uma superfície de titânio nanotexturizada em meio osteogênico e não-
osteogênico. As células da sub-íntima da veia do cordão umbilical foram isoladas e colocadas 
em garrafas de cultura em meio essencial mínimo. Após a subconfluência, as células foram 
cultivadas em placas de 24 poços (n=5) em contato com discos de titânio comercialmente 
puro (cpTi) polidos (grupo controle) e com discos de titânio nanotexturizados através de 
condicionamento ácido (grupo Ti-nano). Os parâmetros avaliados foram: proliferação e 
viabilidade celular, quantidade de proteína total e atividade de fosfatase alcalina, além da 
detecção de nódulos mineralizados. Também foi realizada a expressão gênica quantitativa de 
genes relacionados à adesão e diferenciação por meio de PCR em tempo real. Todos os 
ensaios foram realizados em triplicata e os dados analisados através do teste estatístico Sigma 
Plot após aplicação de testes de normalidade e homogeneidade para p<0,05.  
 
Palavras-chave: cordão umbilical humano, titânio nanotexturizado, meio osteogênico. 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 
 

 
 



ABSTRACT 
 

RODRIGUES G C. Behavior of undifferentiated cells from human umbilical cord vein 
cultured on nanotextured titanium surface. Ribeirão Preto: University of São Paulo, 
School of Dentistry of Ribeirão Preto, 2015. 88p 
 
Titanium implants have been extensively used in orthopedics and dentistry, mainly as a 
replacement for missing teeth. Titanium is a metal implant of choice due to its high 
biocompatibility and corrosion resistance, as well as absence of immune response. The 
influence of titanium superficial characteristics on morphology and cell behavior has been 
broadly investigated, but there are still questions about the interaction between titanium and 
different types of cells in a microenvironment. The purpose of the present investigation is to 
characterize the behavior of cells from human umbilical cord vein in contact with a 
nanotextured titanium surface cultured on osteogenic and non-osteogenic medium. Cells were 
obtained from umbilical cord subintimal vein layer and cultivated in minimal essential 
medium. After subconfluence, cells were cultured in 24-well plates (n=5) on pure commercial 
polished titanium discs (control group) and on nanotextured titanium discs by means of acid 
etching. The evaluated parameters were cell viability, alkaline phosphatase activity as well as 
the detection of mineralized nodules. It was also performed quantitative gene expression of 
genes associated to adhesion and extracellular matrix by means of Real Time PCR. All the 
assays were performed in triplicate and the data obtained were analyzed by means of 
statistical test  (Sigma Plot) after normality and homogeneity tests. 
 
Keywords: umbilical cord cells, nanotextured titanium, osteogenic medium. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O titânio e suas ligas têm sido extensivamente utilizados como materiais metálicos 

de escolha na ortopedia e cirurgia oral e maxilofacial nas últimas décadas devido a sua 

excelente biocompatibilidade (Albrektsson e cols., 2004), atribuída principalmente a fatores 

como: 1) melhor adaptação de suas propriedades mecânicas ao tecido ósseo quando 

comparadas com outros implantes metálicos; 2) recobrimento de sua superfície por uma 

camada de óxido de uma espessura de alguns nanômetros, responsável pela resistência à 

corrosão do material e 3) ser biologicamente inerte in vivo (Bozzini e cols., 2008; Popa e 

cols., 2008). Este comportamento permite com que haja uma boa osseointegração do material, 

especialmente em pacientes saudáveis. Entretanto, demora ou ausência da osseointegração 

podem ocorrer em pacientes que apresentam certos fatores predisponentes, como o vício do 

fumo e doenças crônicas tais como diabetes, osteoporose ou artrite (Esposito e cols., 1998; 

Vandamme e cols., 2011). Além disso, o aumento gradual nos últimos anos da expectativa de 

vida da população leva a um aumento do número de pacientes com qualidade óssea deficiente, 

aumentando a exigência de revisões após a cirurgia primária (Johnssen e cols., 2006). Todos 

estes desafios requerem uma superfície de excelência para que ocorra uma interação osso-

biomaterial adequada e funcional (Bhola e cols., 2011). Sendo assim, a procura por um 

material que tenha alta biocompatibilidade, resistência à corrosão, ausência de indução de 

reações imunológicas recai sobre o titânio, culminando com a promoção da osseointegração 

(Palaiogolou e cols., 2012). Entretanto, independente do tipo de biomaterial sabe-se que a 

topografia pode determinar a resposta celular (Kriparamanan e cols., 2006). 

 

1.1 Morfologia da superfície do titânio 

 

Atualmente, a morfologia das superfícies metálicas podem ser modificadas por 

tratamento eletroquímico, químico e mecânico, sendo os dois últimos muito utilizados na 
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implantodontia (Teixeira e cols., 2001; Schuler e cols., 2006). O tratamento da superfície 

pode acelerar o crescimento, a maturação óssea e aumentar a estabilidade primária. Há 

inúmeras variáveis e combinações de parâmetros relacionados ao tratamento da superfície e 

fatores que interferem na osseointegração (forma do implante, material, superfície, qualidade, 

quantidade óssea, técnica cirúrgica), porém ainda não foi possível estabelecer a melhor 

rugosidade, superfície e forma do implante. 

Estudos têm sido feitos para avaliar técnicas de tratamento da superfície do titânio 

para que seja possível aumentar a superfície ativa do implante, retenção do coágulo, estimular 

o processo de cicatrização, a área de contato e a resistência da interface osso-implante. A 

tendência atual é o desenvolvimento de superfícies híbridas, a morfologia com micro e 

nanorugosidades, além da incorporação de cálcio, fósforo e flúor (Sandrini e cols., 2003; 

Ellingsen e cols., 2004). 

No tratamento químico com ácidos a rugosidade da superfície do titânio torna-se 

mais homogênea, promovendo um aumento na área superficial ativa e melhorando a 

bioadesão (Lima e cols, 2003). A morfologia da superfície do titânio mostrada na Figura 1 

facilita a retenção de células osteogênicas e de fibrina (Braceras e cols., 2009; Marconi e 

cols., 2007) . Portanto, tratamentos químicos com ácidos e oxidantes podem melhorar a 

adesão e proliferação de células osteogênicas (Qu e cols., 2007), a precipitação de apatita e a 

expressão de genes relacionados à osteogênese. Sendo assim, modificações superficiais como 

jateamento e tratamento químico com ácidos têm sido utilizados para modificar a topografia 

em microescala e estimular a resposta celular tecidual (Vetrone e cols., 2009; Kubies e cols., 

2011; Bonfante e cols., 2011). 

A nanotecnologia é uma ferramenta que modula as respostas osteoblásticas sobre as 

superfícies de implantes de titânio, afetando diretamente o processo de osseointegração 

(Bueno e cols., 2011.; Dimitrievska e cols. 2011.; Menon e cols., 2012.; Gittens e cols, 2013). 

Foi demonstrado que os padrões distintos de nanotopografia regulam a atividade de células 
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osteoblásticas, desde a adesão até a mineralização da matriz extracelular (De Oliveira e cols., 

2007; Divya e cols., 2009; Vetrone e cols., 2009). O nano revestimento do titânio com TiO2, 

ZrO2 ou Al2O3, assim como o tratamento com H2SO4/H2O2 produziram superfícies que 

regulam positivamente um conjunto de moduladores do fenótipo osteoblástico em células 

mesenquimais humanas (MSCs) (Mendonça e cols.,  2010). 

A influência das características superficiais do titânio no comportamento e 

morfologia celular tem sido amplamente investigada, mas ainda existem questões em aberto 

sobre a sua interação com diferentes células em um microambiente. Ainda que muitos estudos 

relatem as diferentes substâncias e técnicas utilizadas na caracterização da superfície de 

titânio, a superfície ideal continua sendo estudada, já que muitos fatores necessitam ser 

controlados e que, em conjunto, interferem na reação celular (Baxter e cols., 2002). 

Em contraste com experimentos in vivo, o estudo com culturas celulares é 

considerado uma ferramenta útil devido à possibilidade de analisar a interação célula-matriz 

com a superfície do titânio (Rausch-fan e cols., 2008) e a influência das diferentes superfícies 

de titânio na cultura de vários tipos celulares, entre elas os osteoblastos (Martin e cols., 1995; 

Montanaro e cols., 2002). O fenótipo dessas células geralmente é mantido, porém elas não 

respondem da mesma maneira em culturas sobre discos de titânio com superfícies diferentes.  
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Figura 1. Microscopia eletrônica de varredura de superfícies controle (a, 
c) e tratadas (b, d) de titânio Escala de a, b = 50µm; c, d=10µm (adaptado 
de Marconi e cols. 2007). 

 

 

1.2 Cultura celular 

 

A cultura de células é uma maneira empregada para estudar as células vivas e 

esclarecer os mecanismos fundamentais da biologia celular (De Robertis e cols., 2006). A 

utilização desta metodologia com o objetivo de avaliar o efeito de um substrato sobre o 

comportamento de células durante o processo de osseointegração tem sido amplamente 

estudada. Alguns dos eventos que podem ser analisados isoladamente são a adesão, 

proliferação e diferenciação celular, assim como a produção e mineralização de matriz. A 

utilização das culturas facilita o acesso a informações celulares e moleculares que auxiliam no 

futuro desenho do implante, proporcionando uma oportunidade única dentro do processo e 

fenômeno de osseointegração (Cooper e cols., 1998). 

Atualmente, é possível observar um avanço significativo na compreensão do 

funcionamento das células-tronco, que são células indiferenciadas com capacidade de auto-

replicação e diferenciação em diversos tipos celulares (Mitsiadis e cols, 2011). Tais 
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características fazem delas uma grande ferramenta para o tratamento de inúmeras doenças que 

não podem ser tratadas por métodos tradicionais. Se conseguirmos compreender os 

mecanismos pelos quais estas células indiferenciadas de tecidos específicos se diferenciam em 

células maduras, assim como suas funções e qualidades, estaremos perto da utilização de 

células-tronco na clínica como forma de substituir tecidos danificados por lesões ou doenças.  

As células-tronco são conhecidas por existirem em diversas regiões do organismo, 

como medula óssea (Fritz e cols., 2008), sinóvia (Nimura e cols., 2008), pulmão (Kannan e 

cols., 2008), tecido adiposo (Gu e cols., 2014; Zuk Pa e cols., 2002), sangue periférico, polpa 

dentária e ligamento periodontal (Chen e cols., 2009). 

As células-tronco da medula óssea têm sido aplicadas como base para terapia celular, 

incluindo o reparo ósseo (Arinzeh e col., 2003; Bruder e cols., 1998). No entanto, devido à 

disponibilidade limitada do número de células para uso autógeno e à possibilidade do doador 

desenvolver doenças, há uma necessidade de se identificar novas fontes de células-tronco. 

Uma alternativa é o tecido do cordão umbilical (Eblenkamp e cols,, 2004). As duas artérias e 

a veia do cordão umbilical são rodeadas por um tecido conjuntivo mucoso chamado geléia de 

Wharton (Mitchell e cols., 2003; Wang e cols., 2004), que as protege contra a compressão, 

torção e flexão (Nanaev e cols,1997;). Weiss e cols., (2008) descreve que as células 

mesenquimais derivadas da região perivascular dos tecidos do cordão umbilical são 

denominadas coletivamente como células mesenquimais derivadas do cordão umbilical 

(UCMSC). Diferentes procedimentos de coleta da geléia de Wharton originaram células que 

exibem fenótipo neural (Fu e cols.,2006), sugerindo um grande potencial no tratamento de 

doenças neurodegenerativas, além de expressarem marcadores de cardiomiócitos, sugerindo a 

versatilidade desta fonte de células. Outra alternativa é o sangue de cordão umbilical, uma 

fonte rica e ilimitada de células-tronco hematopoiéticas para serem utilizadas em transplante 

alogênicos no tratamento de desordens oncológicas, genéticas, hematológicas e de 
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imunodeficiência (Bahl e cols., 2013). Esta fonte tem sido muito valiosa, mas o seu potencial 

terapêutico se estende para além do componente hematopoiético sugerindo, assim, um 

potencial regenerativo de órgãos sólidos (Bieback e cols., 2007). Uma vez que um órgão 

comum contém diversos tipos de células, o mais valioso para a regeneração seria se as 

células-tronco possuíssem elevado potencial de auto-renovação e ao mesmo tempo 

contribuíssem com os tecidos de camadas germinativas diferentes. Segundo Romanov e cols. 

(2003), as células mesenquimais progenitoras (MPCs) estão presentes na camada 

subendotelial da veia do cordão umbilical humano. O cordão umbilical humano é a conexão 

entre a mãe e o feto (Fan e cols, 2011). Desenvolve-se no 26o dia da gestação, e cresce até o 

nascimento para formar um órgão branco leitoso, helicoidal de 30 a 50 centímetros de 

comprimento e sua extensão é da área umbilical do feto para o centro da superfície fetal 

placentária (Ziegel & Cranley, 1985). Alguns estudos observaram que existem células-tronco 

mesenquimais (MSCs) na veia do cordão umbilical humano que originam uma população de 

células aderentes com uma morfologia típica de fibroblasto (Liu e cols., 2007).  

Sarugaser e cols. (2005) sugerem que embora a função in vivo das células da veia do 

cordão umbilical humano ainda deva ser estudada, estas células representam uma população 

celular normal, com rápida expansão e representam uma alternativa significativa à medula 

óssea no tratamento de patologias do corpo humano. As células da veia do cordão umbilical 

possuem algumas vantagens sobre a medula óssea como serem obtidas por um método menos 

invasivo sem provocar danos à mãe ou à criança (Rubinstein e cols., 1993), poderem ser 

amplamente expandidas e mantidas em cultura mesmo após a criopreservação (Seshareddy e 

cols., 2008), assim como apresentarem menor potencial teratogênico (Mitchell e cols., 2003; 

WEISS e cols., 2008). Além disso, não geram a necessidade de uma compatibilidade 

completa entre doador e receptor e favorecem um menor risco de desenvolvimento da doença 

do enxerto versus hospedeiro (Alkindi e cols, 2011). Bombonato-Prado e cols (2014) 

relataram por meio da tecnologia de cDNA microarray que as células da veia do cordão 
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umbilical humano apresentam genes que sofrem modulação similar aos genes das 

células da medula óssea quando induzidas à diferenciação osteoblástica. Já Nascimento e cols 

(2014) comprovaram a diferenciação osteoblástica deste grupo celular por meio de ensaios 

bioquímicos e imunofluorescência. Outros artigos confirmam além disso sua multipotência e 

capacidade de se diferenciarem em células ósseas, cartilaginosas, musculares e neurais 

(Aigner, 2005; Eblenkamp, 2004; Kestendjieva e cols, 2008). Não menos importante, estas 

células são capazes de aderir ao plástico (Dimitrov e cols., 2008). 

Alguns estudos se mostram céticos em relação ao cordão umbilical ser considerado 

uma fonte de células-tronco (Mareschi e cols., 2001; Wexler e cols., 2003), porém outros 

estudos mostram que é possível isolar células-tronco a partir do cordão umbilical (Bieback, 

2004; Ko¨gler, 2004). Os avanços na engenharia tecidual sugerem que mudanças 

significativas na tradicional clínica odontológica estão começando a ocorrer. Futuramente, o 

tratamento baseado em células-tronco estará associado ao controle da inflamação e infecção, 

capacidade de regenerar novos tecidos, tais como ligamento periodontal e osso alveolar, 

proporcionando uma maior eficiência, bem como a estabilidade pós-operatória (Chen e cols., 

2009). 

Estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa evidenciaram a capacidade 

de diferenciação de células da veia do cordão umbilical humano por meio de substâncias 

químicas colocadas no meio de cultura (Bombonato-Prado e cols, 2014; Nascimento e cols, 

2014) e cultivadas sobre o poliestireno. Além disso, também demonstramos um 

favorecimento da proliferação deste grupo celular em titânio nanotexturizado por 

imunolocalização do anticorpo Ki-67 (Vetrone e cols, 2009). Até o presente momento, por 

não haverem estudos relacionando a atividade proteica e expressão gênica das células da veia 

do cordão umbilical humano em contato com titânio nanotexturizado, foi objetivo deste 

trabalho analisar a influência desta nanotopografia no metabolismo destas células para que  os 

resultados possam servir como base para futuras aplicações clínicas na odontologia e áreas 

médicas afins. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HIPÓTESE 

 
 



34 

 

2. HIPÓTESE 

 

A hipótese deste trabalho foi a de que a superfície nanotexturizada do titânio pode 

influenciar positivamente a atividade protéica e a expressão de genes associados à adesão e 

formação de matriz extracelular de células indiferenciadas da veia do cordão umbilical, 

independente da presença de meio osteogênico nas culturas celulares. 
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3. PROPOSIÇÃO 

 

O desafio científico do presente projeto foi comprovar diferenças no metabolismo de 

células provenientes da veia do cordão umbilical humano cultivadas sobre uma superfície 

nanotexturizada de titânio por meio de ensaios bioquímicos e de expressão gênica 

quantitativa. Todos os experimentos foram realizados em triplicata (n=3) para confirmação 

dos resultados e analisados por programa estatístico. Os parâmetros utilizados foram: 

 

Ensaios bioquímicos:  

- - viabilidade celular;  

- -atividade de fosfatase alcalina;  

- -quantidade de proteína total;  

- -detecção de nódulos mineralizados.  

 

Expressão gênica quantitativa: 

- Avaliação quantitativa da expressão de genes associados à adesão e formação da 

matriz extracelular por meio de PCR em tempo real aos 7 e 10 dias de cultura. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Preparo e obtenção da superfície nanotexturizada do titânio  

 

Discos de titânio comercialmente puro (cpTi) de grau 2 de 13mm de diâmetro e 2mm 

de espessura foram polidos em papéis abrasivos de carboneto de silício (320 e 600 mesh). 

Posteriormente, todos os discos foram lavados em sabão, álcool 70° GL e água deionizada em 

ultrassom por ciclos de 30 minutos (cada passagem). Para obtenção das superfícies 

nanotexturizadas, foram utilizados volumes iguais de ácido sulfúrico concentrado P.A. 

(Sigma-Aldrich, USA) e 30% de peróxido de hidrogênio aquoso (H2O2aq) (Sigma-Aldrich, 

USA) (Yi e cols., 2006; Variola e cols., 2008) Em um béquer com os discos sob agitação, 

foram adicionados primeiramente o peróxido de hidrogênio e posteriormente na sequência, o 

ácido sulfúrico, sendo o mistura mantida por 4 horas sob agitação contínua em temperatura 

ambiente, dentro da capela de exaustão, para obter a superfície nanotexturizada. Após o 

condicionamento, os discos foram lavados em ultrassom com água destilada por 20 minutos e 

secos na estufa para posteriormente serem esterilizados em auto-clave para seu uso na cultura 

celular.  

 

4.2 Obtenção das células da veia do cordão umbilical humano   

 

Os experimentos com cultura de células foram realizados no Laboratório de Cultura 

de Células da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo após 

aprovação do comitê de Ética desta unidade. A veia dos cordões umbilicais foram 

cateterizadas e lavadas internamente com PBS e sua extremidade distal clampada (Figura 2). 

As veias foram então preenchidas com 1% de colagenase tipo II (Sigma) em PBS e a 

extremidade proximal clampada (Figura 3).  
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Figura 2. Manipulação e limpeza do cordão umbilical com 
PBS para exposição do vaso venoso. 

 

 

 
Figura 3. Preenchimento da veia do cordão umbilical com 
colagenase do tipo II para remoção das células da subíntima 
da parede venosa. 

 

Após imersão em banho-maria por 30 minutos a 37ºC (Figura 4), as células das 

camadas endoteliais e subendoteliais foram coletadas por lavagem com meio de cultura α-

MEM e 5% de soro fetal bovino (Figura 5). A suspensão foi centrifugada por 5 minutos a 

2000rpm e o pellet ressuspenso em meio α-MEM, 10% de soro fetal bovino e fungizone 

(Gibco). Em seguida, as células foram colocadas em garrafas de cultura de 75 cm2 (Figura 6). 
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Após a confluência, as células foram tripsinizadas, lavadas em PBS, ressuspensas em meio de 

cultura e cultivadas em placas de 24 poços em contato com os discos de titânio controle e 

nanotexturizado (Figura 7). 

 

 
Figura 4. Clampagem e imersão do cordão umbilical 
em PBS em banho-maria por 30 minutos. 

 

 

 
Figura 5. Lavagem da veia do cordão com cânula e 
meio essencial mínimo para posterior centrifugação e 
plaqueamento. 
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As células foram cultivadas dois tipos de meio: 

 

- Meio osteogênico (MTS): composto por meio essencial mínimo, modificação α, com 

L-glutamina (α-MEM; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (Invitrogen), 7 mM de β-glicerofosfato (Sigma, St Louis, MO, 

EUA), 50 µg/mL de gentamicina (Invitrogen), 5 µg/mL de ácido ascórbico (Sigma) e 

vancomicina(Sigma, St Louis, MO, EUA) 

 

- Meio não osteogênico (MEM): composto por meio essencial mínimo, modificação α, 

com L-glutamina (α-MEM; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (Invitrogen), 50 µg/mL de gentamicina (Invitrogen) e 

vancomicina (Sigma, St Louis, MO, EUA)  

 

Ambas as culturas ficaram a 37 ºC em atmosfera úmida contendo 5 % de CO2 e 95 % 

de ar atmosférico  e o meio de cultura trocado a cada 3 dias.  

 

 
Figura 6. Células da veia do cordão umbilical sendo 
semeadas em garrafas de cultura para expansão e futuro 
plaqueamento. 
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Figura 7. Plaqueamento das células da veia do cordão umbilical 
sobre os discos de titânio controle e nanotexturizado. 

 

 

Os grupos experimentais foram divididos em: células do cordão umbilical humano 

cultivadas sobre os discos de titânio polido em meio não osteogênico (Ti-controle/MEM); 

células cultivadas sobre discos de titânio nanotexturizado em meio não osteogênico (Ti-

nano/MEM); células cultivadas sobre discos de titânio polido em meio osteogênico (Ti-

controle/MTS) e células cultivadas sobre disco de titânio nanotexturizado em meio 

osteogênico (Ti-nano/MTS). 

 

4.3 Métodos de Avaliação Celular  

 

As células foram plaqueadas em uma concentração de 2 x 104 células por poço em 

placas de 24 poços (n=5). Os parâmetros avaliados estão descritos abaixo:  

 

4.3.1 Viabilidade celular  

 

Ao final de 7, 14 e 17 dias em cultura, a viabilidade celular foi avaliada por ensaio de 

MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide). As células foram 
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incubadas com 10% de MTT (5 mg/mL) em meio de cultura a 37 ºC por 4 horas. O meio foi 

então aspirado do poço e 250µL de isopropanol (0.04 N HCl in isopropanol) foi adicionado a 

cada poço. As placas foram colocadas em um agitador por 5 minutos e 200μL desta solução 

foi transferida a uma placa de 96 poços para medida colorimétrica em espectrofotômetro 

(µQuant, Bio-tek Instruments, Winooski, VT, EUA) a 570 nm. 

 

4.3.2 Conteúdo de Proteína total e Atividade de fosfatase alcalina (ALP)  

 

Após a remoção do meio de cultura, os discos contendo as células aderidas foram 

lavados três vezes com PBS (1,5 a 2 ml) aquecido a 37°C, para remoção das células não 

aderidas e do meio de cultura sobressalente; Em seguida, os poços foram preenchidos com 

1mL de solução de lauril sulfato de sódio 0,1% (Sigma) e deixados à temperatura ambiente 

por 30 minutos. Ao final deste tempo, a solução de lauril sulfato de sódio 0,1% contida em 

cada poço, foi utilizada para a determinação do conteúdo de proteína total e da atividade de 

fosfatase alcalina.  

 

4.3.2.1 Proteína total  

 

A dosagem de proteína total foi realizada seguindo o método de Lowry (Lowry e 

cols., 1951). Para isso, 500µL da amostra contida em cada poço da placa de cultura foi 

transferida ao respectivo tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 500µL do reagente de Lowry 

(Sigma). Os tubos foram agitados vigorosamente e deixados em temperatura ambiente por 20 

minutos. Após este período, uma alíquota de 250µL da solução de reagente de fenol de Folin 

e Ciocaulteau (Sigma) foi adicionada aos tubos de ensaio, os quais foram submetidos à 

agitação e deixados em repouso à temperatura ambiente, por 30 minutos, para 

desenvolvimento da coloração azul. Após 30 minutos, a absorbância de cada tubo foi 
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determinada em um espectrofotômetro (CE3021-Cecil, UK), em comprimento de onda de 

680nm. O conteúdo de proteína total de cada poço foi calculado aos 7, 14 e 17 dias, com base 

na construção de uma curva padrão a partir de albumina bovina (Sigma). Os resultados não 

são apresentados pois foram utilizados somente para normalização da atividade de fosfatase 

alcalina. 

 

4.3.2.2 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)  

 

A atividade da ALP foi determinada através da liberação de timolftaleína pela 

hidrólise do substrato timolftaleína monofosfato, utilizando o Kit comercial (Labtest 

Diagnostica SA, Brazil) e seguindo as instruções do fabricante. Foram utilizados tubos de 

ensaio devidamente identificados para os grupos teste, padrão e branco. Em todos os tubos 

foram adicionados 0,05mL de substrato e 0,5mL de solução tampão. Somente no tubo padrão, 

foi acrescentado 0,05mL da solução padrão. Posteriormente, todos os tubos foram colocados 

em banho de água a 37ºC, para a realização do experimento. Alíquotas de 0,05mL das 

amostras foram adicionadas aos respectivos tubos teste, etapa que foi realizada em um 

intervalo máximo de 10 minutos. Decorridos 10 minutos, foram adicionados aos tubos testes, 

padrão e branco, 2mL do reagente de cor e em seguida a absorbância foi determinada em 

espectrofotômetro (CE3021- Cecil), no comprimento de 590nm. A atividade de ALP foi 

determinada aos 7, 14 e 17 dias e os dados foram normalizados pelo conteúdo de proteína 

total.  

 

4.3.3 Formação de matriz mineralizada 

 

A formação de matriz mineralizada foi avaliada aos 17 dias. Após remoção do meio 

de cultura, os poços foram lavados 3 vezes com PBS (Gibco) aquecida a 37º C, preenchidos 
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com 2mL de formalina 10% e mantidos a 4°C. Decorridas 24 horas, após remoção da 

formalina, os poços foram desidratados à temperatura ambiente em séries crescentes de 

álcoois (30ºGL, 50ºGL, 70ºGL e 100ºGL) e a duração da desidratação para cada graduação 

alcoólica, foi de 60 minutos. Após a secagem, os poços foram corados com vermelho de 

alizarina (Sigma) e as áreas de mineralização ricas em cálcio, foram evidenciadas pela 

coloração vermelha.  

 

4.3.4 PCR em tempo real  

 

4.3.4.1 Extração de RNA e Transcrição Reversa  

 

Após cada período experimental, foi realizada a extração do RNA total através do kit 

SV Total RNA Isolation System (Promega, EUA) de acordo com as especificações do 

fabricante. Em seguida, o RNA total foi quantificado em diferentes comprimentos de onda 

(260; 280; 230; 320 ηm) no aparelho GeneQuant 1300 (GE Healthcare, Reino Unido). A 

integridade do RNA foi avaliada através de eletroforese microfluídica RNA 6000 nano chips 

fornecidos pela Agilent Technologies® (Santa Clara, CA, EUA) utilizando o aparelho Agilent 

2100 Bioanalyser. 

Todos os reagentes, que até o momento estavam armazenados em freezer, foram 

mantidos por 30 minutos a temperatura ambiente. Decorrido o tempo, iniciou-se o preparo do 

gel pipetando 550 µl do RNA 600 Nano Gel em uma coluna com filtro e centrifugou-se por 

10 minutos a 1.500 x g a temperatura ambiente. Uma alíquota de 65 µl foi colocada num tubo 

eppendorf de 0,5 ml e adicionou-se 1 µl de RNA 6000 Nano Dye e após agitação por 10 

segundos, centrifugou-se por 10 minutos a 13.000 x g a temperatura ambiente. Em seguida, 

iniciou-se o preparo do RNA 6000 Nano Chip o qual foi colocado no priming station com os 

ajustes corretos. Primeiramente pipetou-se 9 µl da mistura gel/dye na região G indicada no 
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chip e com o auxílio de uma seringa acoplada ao priming station distribuiu-se o gel por todo o 

chip. Em seguida, pipetou-se 9 µl das misturas nos demais pontos indicados com a letra G. 

Pipetou-se 1 µl do marcador na posição indicada e 5 µl do RNA 6000 Nano Marker em cada 

posição relacionada as amostras assim como na posição do marcador. Por ultimo, 1 µl de cada 

amostra (100-150 ng de RNA total) foi adicionado nos respectivos poços marcados de 1 a 12 

e com a ajuda de um aparelho tipo vórtex IKA MS 3 (Manca, Hong Kong, China) agitou-se o 

chip horizontalmente por 1 minuto a 2200 rpm antes da leitura. Com a ajuda do Agilent 2100 

Expert Software obteve-se o resultado (eletroferograma e densitometria dos géis). A 

caracterização de um RNA mensageiro (RNAm) de boa qualidade foi verificada pela 

visualização de duas subunidades ribossômicas características nos eucariotos (18S e 28S). 

Após extração do RNA total, o cDNA foi sintetizado a partir de 1µg de RNA por reação de 

transcrição reversa utilizando o Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystems, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, foram 

adicionados ao RNA: 2 μL de (10X) RT buffer, 0,8 μL de (25X) dNTP mix (100mM), 2 μL 

(10X) RT Random Primers, 1 μL de MultiScribe Reverse Transcriptase, 1 μL de RNase 

Inhibitor e 3,2 μL de água DEPC, para um volume final de 20 μL/ reação. Em seguida, a 

amostra foi incubada a 25 ºC por 10 minutos, 37 ºC por 120 minutos, 85 ºC por 5 segundos, 

seguido pelo resfriamento a 4 ºC. Ao final da reação a amostra foi mantida em gelo e o cDNA 

estocado em freezer −20°C. 

 

4.3.4.2 Reação de PCR em tempo real utilizando o sistema de sondas TaqMan  

 

A expressão quantitativa dos genes, ALP, BMP2, ITGA1, ITGA2, FN1, Runx2 e 

CASP 7 foi analisada após 7 e 10 dias de cultura através de reações de Real time PCR. As 

reações de PCR em tempo real realizadas pelo sistema de sondas TaqMan foram preparadas 
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para um volume final de 10µl por reação. Para cada reação, foram adicionados 5μl de 

TaqMan Universal PCR Master Mix-No AmpErase UNG (2X), 0,5μl das sondas TaqMan 

para os genes de interesse (20X TaqMan Gene Expression Assay Mix) e 11,25 ηg de cDNA. 

As reações consistirão em 2 minutos a 50 ºC, 10 minutos a 95 ºC, e quarenta ciclos de 15 

segundos a 95 ºC e 1 minuto a 60 ºC. Os resultados foram analisados com base no valor de Ct 

(cicle threshold – ou ciclo limiar) e todas as amostras foram submetidas a reações para a 

detecção de RNA mensageiro para o gene de expressão constitutiva beta-actina (ACTB). Os 

níveis de expressão do gene constitutivo foram utilizados para a normalização dos níveis de 

expressão do gene alvo e uma amostra negativa (água) foi submetida à reação com cada sonda 

TaqMan utilizada. A normalização e quantificação relativa da expressão gênica foram 

realizadas pelo método de 2-ΔΔCT (Livak e cols., 2001). Usando o método de 2-ΔΔCT, os 

dados foram representados como diferença (em vezes) na expressão gênica normalizada pelo 

gene constitutivo. A significância estatística das mudanças de expressão gênica foi avaliada 

pelo teste t entre o grupos propostos. Os experimentos foram realizados em triplicata. Valores 

de p ≤ 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os resultados representaram os 

valores da média ± desvio padrão, da intensidade de expressão de RNAm para o gene alvo, 

normalizado pela expressão de beta-actina.  

 

Sonda TaqMan Identificação Pb 
ALP Hs01029144_m1 79 
Runx2 Hs00231692_m1 116 
BMP2 Hs00154192_m1 60 
ITGA1 Hs00235006_m1 87 
CASP7 Hs00169152_m1 76 
FN1 Hs00365052_m1 82 
ACTB 4352935E 171 

Figura 8. Identificação das sondas do sistema Taqman para genes ALP, 
Runx2, BMP2, ITGA1, CASP7, FN1 e constitutivo ACTB.  
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4.4 Forma de análise dos resultados  

 

Os dados foram analisados através de teste estatístico apropriado após aplicação de 

testes de normalidade e homogeneidade. Foi utilizado o software estatístico SigmaPlot (Systat 

Software, Witzenhausen, HE, Germany) e a significância foi fixada em 5% com a realização 

do teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Morfologia Celular 

 

As células da veia do cordão umbilical cultivadas em meio não osteogênico 

apresentaram morfologia alongada com aspecto fusiforme e proliferação celular rápida, 

atingindo subconfluência após 7 dias de cultura, como pode ser visto na Figura 9. Já as células 

cultivadas em meio osteogênico apresentaram uma morfologia menos alongada e mais 

poligonal e em menor quantidade no campo evidenciado pela Figura 10 após o mesmo 

período de cultura. As imagens das células em contato com os discos não foram mostradas 

pelo fato da presença do disco de titânio impedir a visualização das mesmas.  

 

 

 
Figura 9. Células da veia do cordão umbilical cultivadas em 
meio não osteogênico após 7 dias. Microscópio de contraste de 
fase, objetiva de 10x. 
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Figura 10. Células da veia do cordão umbilical cultivadas em 
meio osteogênico após 7 dias. Microscópio de contraste de fase, 
objetiva de 10x. 

 

 

5.2 Ensaios Bioquímicos 

 

5.2.1 Viabilidade celular (MTT) 

 

Na figura 11 pode ser observado que a viabilidade celular foi similar nos grupos 

controle e Ti-nano cultivados em MEM, não havendo diferença significativa entre eles, exceto 

para o grupo de 14 dias. Já nos grupos cultivados em meio osteogênico (MTS), as células 

sobre a superfície condicionada mostraram menor viabilidade quando comparado ao grupo 

sobre a Ti-controle aos 7 e 14 dias; já aos 17 dias, a viabilidade no grupo Ti-nano foi 

significativamente maior (p<0,05). 
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Figura 11. Viabilidade de células da veia do cordão umbilical humano sobre superfícies de discos de 
titânio polido (Ti-controle) e nanotexturizado (Ti-nano) expostas a meio de cultura não osteogênico 
(MEM) e osteogênico (MTS) em 7 (A),14 (B) e 17 (C) dias. Valores apresentados como média ± 
desvio padrão. 
 

5.2.2 Atividade de fosfatase alcalina 

 

A atividade de fosfatase alcalina foi maior no grupo de células cultivadas em Ti-nano 

e em meio osteogênico após 7 dias de cultura, com significância de p<0,05. Já no grupo de 

células cultivadas em meio não osteogênico, as cultivadas sobre Ti-nano também 

apresentaram maior atividade de ALP mas sem significância estatística. Aos 14 dias de 

cultura, não houveram diferenças entre os grupos; já após 21 dias, não houveram diferenças 

significativas entre as superfícies polidas e nanotexturizadas, mas os dois grupos cultivados 
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em meio osteogênico apresentaram aumento significativo de atividade de ALP quando 

comparado aos grupos cultivados em MEM (Figura 12). 

 

 
Figura 12. Atividade de fosfatase alcalina em células do cordão umbilical humano cultivadas sobre 
discos de titânio polido (Ti-controle) e nanotexturizados (Ti-nano) expostas a meio de cultura não 
osteogênico (MEM) e  osteogênico (MTS) em 7 (A),14 (B) e 17 (C) dias. Valores apresentados como 
média ± desvio padrão 
 

 

5.2.3 Detecção de nódulos de mineralização 

 

O aspecto macroscópico da marcação por vermelho de alizarina revelou áreas difusas 

desprovidas de nódulos de matriz mineralizada nos grupos cultivados em meio não 

osteogênico (Figura 13). Já nos grupos cultivados em meio osteogênico, foi observada a 

presença de nódulos mineralizados em maior quantidade nos discos de titânio 
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nanotexturizado. Os nódulos neste grupo se apresentaram bem delimitados e distribuídos por 

toda a área do disco.  

 

 

Figura 13. Aspecto macroscópico da cultura de células do cordão umbilical humano cultivadas sobre 
discos de titânio polidos (Ti- controle) (A) e nanotexturizados (Ti-nano) (B) em meio não osteogênico 
(MEM); discos de titânio polidos (Ti-controle)(C) e nanotexturizados (Ti- nano) (D) cultivadas em 
meio osteogênico (MTS) coradas por vermelho de alizarina aos 17 dias de cultura. 
 

 

5.3 Avaliação da integridade do RNA total  

 

A qualidade das amostras de RNA total dos quatro grupos experimentais (Ti-controle 

e Ti-nano) em meio osteogênico e não osteogênico foi avaliada pelo Bioanalyzer 2100 da 

Agilent (Figura 14). 
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Figura 14. Avaliação da integridade das amostras de RNA das células da veia do 
cordão umbilical humano aos 7 dias: A discos de titânio polidos (Ti-controle) e B. 
discos nanotexturizados (Ti-nano) em meio não osteogênico (MEM); C. discos de 
titânio polidos (Ti-controle) e D.discos nanotexturizados (Ti-nano) em meio 
osteogênico (MTS). Aos 10 dias: E. discos de titânio polidos (Ti-controle) e F. 
discos nanotexturizados (Ti-nano) em meio não osteogênico (MEM); G. discos de 
titânio polidos (Ti-controle) e H discos nanotexturizados (Ti-nano) em meio 
osteogênico (MTS). 

 
 
 



56 

 

5.4 Expressão gênica quantitativa 

 

Aos 7 dias de cultura, a expressão do gene ALP foi menor nas células cultivadas 

sobre Ti-nano quando comparado à superfície polida em meio não osteogênico; já em MTS, 

as superfícies não influenciaram a expressão deste gene, não apresentando diferença 

estatística. Aos 10 dias não houveram diferenças estatisticamente significantes. A expressão 

do gene BMP2 foi estatisticamente maior no grupo cultivado sobre Ti-nano em meio não-

osteogênico aos 7 dias de cultura. Já em meio osteogênico, a expressão foi maior na superfície 

controle tanto aos 7 como aos 10 dias de cultura.  

 

 

 
Figura 15. Expressão relativa de RNAm para os genes ALP (A; B), BMP2 (C; D) aos 7 e 10 dias de 
células da veia do cordão umbilical humano crescidas sobre discos de titânio polidos (Ti- Controle) e 
tratado (Ti-nano) em meio não osteogênico (MEM) e meio osteogênico (MTS).Valores apresentados 
como média ± desvio padrão. Teste estatístico de Kruskal-Wallis (tabelas de comparações na Seção 
Anexo). 
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A expressão dos genes ITG1 e ITGA2 foi significativamente maior nas células 

cultivadas sobre Ti-nano em meio não-osteogênico aos 7 dias de cultura, com diferença 

estatisticamente significante (p<0.05). Aos 10 dias, a expressão destes genes foi menor nas 

células em contato com a superfície texturizada na presença do mesmo meio. Já quando foi 

utilizado um meio diferenciador, foi observado um aumento significativo da expressão do 

ITG1 e do ITGA2 nas células cultivadas sobre superfícies nanotexturizadas após 10 dias de 

cultura. Neste mesmo período, os referidos genes apresentaram menor expressão na presença 

do meio indiferenciado. 

 

 

 
Figura 16. Expressão relativa de RNAm para os genes ITGA1 (A; B) e ITGA2 (C; D) aos 7 e 10 dias 
de células da veia do cordão umbilical humano crescidas sobre discos de titânio polidos (Ti- Controle) 
e tratado (Ti-nano) em meio não osteogênico (MEM) e meio osteogênico (MTS).Valores apresentados 
como média ± desvio padrão. Teste estatístico de Kruskal-Wallis (tabelas de comparações na Seção 
Anexo). 
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A expressão do gene FN1 foi significativamente menor aos 7 dias de cultura das 

células em meio osteogênico em superfície nanotexturizada de titânio. Por outro lado, aos 10 

dias foi observada uma inversão, com aumento da expressão deste gene nas condições citadas 

anteriormente. Em relação ao gene Runx2, foi possível observar que a superfície 

condicionada favoreceu a sua expressão aos 7 dias em meio não osteogênico e aos 10 dias em 

meio osteogênico. 

 

 

 
 Figura 17. Expressão relativa de RNAm para os genes FN1(A; B) e Runx2 (C; D) aos 7 e 10 dias de 
células do cordão umbilical humano crescidas sobre discos de titânio polidos (Ti- Controle) e tratado 
(Ti-nano) em meio não osteogênico (MEM) e meio osteogênico (MTS).Valores apresentados como 
média ± desvio padrão. Teste estatístico de Kruskal-Wallis (tabelas de comparações na Seção Anexo). 
 

 

A expressão do gene CASP7 também seguiu a mesma tendência dos genes 

anteriormente citados. Aos 7 dias a superfície nanotexturizada promoveu um aumento 
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significativo da expressão do CASP7 em meio indiferenciado, assim como aos 10 dias em 

meio osteogênico. Houve uma diminuição significativa na sua expressão aos 10 dias no grupo 

Ti-nano em meio não-osteogênico. 

 

 

 
Figura 18. Expressão relativa de RNAm para o gene CASP7 aos 7 (A) e 10 (B) dias de células do 
cordão umbilical humano crescidas sobre discos de titânio polidos (Ti- Controle) e tratado (Ti-nano) 
em meio não osteogênico (MEM) e meio osteogênico (MTS).Valores apresentados como média ± 
desvio padrão. Teste estatístico de Kruskal-Wallis (tabelas de comparações na Seção Anexo). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO 

 

 



61 

 

6. DISCUSSÃO 

 

Muitos estudos mostram que as pesquisas envolvendo células-tronco mesenquimais 

vem despertando interesse na odontologia e medicina, trazendo avanços na área de 

implantodontia e reabilitação oral. Portanto, a utilização de células mesenquimais do cordão 

umbilical pode ter implicações terapêuticas, devido à sua facilidade de obtenção e 

armazenamento (Ende, 1999), além de apresentarem-se em grande quantidade e potencial 

proliferativo (Petsa e cols., 2009). O potencial de diferenciação celular é variado, podendo ser 

induzidas a se diferenciarem em adipócitos, células ósseas, musculares, cartilaginosas, 

endoteliais ou neuronais ( Weiss e cols., 2008; Fan e cols., 2011). As células-tronco do cordão 

umbilical podem ser isoladas do sangue, da geléia de Wharton, ao redor dos vasos e da 

camada subendotelial da veia (Weiss cols., 2008). O isolamento das células indiferenciadas a 

partir da veia do cordão umbilical foi descrita primeiramente por Romanov e cols. (2003); a 

partir deste estudo, vários autores demonstraram que a população de células isoladas da veia 

do cordão umbilical era similar àquela isolada da medula óssea na morfologia, capacidade de 

diferenciação e marcadores imunofenotípicos (Covas e cols., 2003; Kim e cols., 2004; 

Kadivar e cols., 2006; Ishige e cols., 2009). Por estas razões, essa fonte de células-tronco 

passou a ser pesquisada buscando sua aplicação clínica em terapias celulares.    

A terapia celular para promover a regeneração óssea é um exemplo de que é possível 

regenerar osso sem a utilização de enxertos ósseos, com a utilização de um biomaterial. Desde 

que se iniciou o interesse pela bioengenharia tecidual, a literatura tem se enriquecido com 

vários estudos sobre uso de biomateriais associados com células e biomoléculas na indução da 

osteogênese (Ozec e cols., 2006; Gastaldi e cols., 2009). O titânio é um biomaterial que 

apresenta boas propriedades mecânicas e biocompatibilidade (Lavenus e cols., 2011), porém 

ainda é um desafio para o sucesso da implantodontia a osseointegração. Para tanto, 
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tratamentos sobre a superfície do titânio têm sido feitos a fim de melhorar a diferenciação e 

adesão celular (Alves e cols., 2005; Kaivosoja e cols., 2013). 

Diferentes estudos tem mostrado variados padrões de topografia e que 

nanosuperfícies podem modular a resposta osteoblástica da adesão celular e formação de 

matriz extracelular mineralizada. (Hori e cols., 2011; Oh e cols., 2009; Vetrone e cols., 2009; 

De Oliveira e cols., 2007). Além disso, a superfície de titânio favorece a diferenciação 

osteoblástica em células crescidas sobre condições osteogênicas e não osteogênicas. (De 

Oliveira & Nanci, 2004).  

Honsawek e cols. (2006) estudaram a proliferação de células provenientes do cordão 

umbilical, comprovando sua diferenciação osteogênica a partir de estímulos químicos no 

meio. As células do cordão umbilical cultivadas sobre a superfície nanotexturizada em meio 

osteogênico e não-osteogênico apresentaram redução em sua viabilidade aos 7 e 14 dias;  aos 

17 dias a proliferação foi significativamente maior. A partir destas observações, sugere-se que 

no nosso estudo, o tipo de meio não interfere na viabilidade, mas sim a superfície onde foram 

cultivadas as células.  

A atividade de fosfatase alcalina (ALP) foi maior nos grupos cultivados sobre a 

superfície nanotexturizada do titânio em meio osteogênico e não osteogênico, principalmente 

aos 7 dias. Já aos 14 dias, não houveram diferenças significativas. Existem trabalhos 

mostrando que nenhuma diferença estatisticamente significante pode ser observada na 

expressão da ALP com a alteração química ou aumento da rugosidade superfície do titânio 

(Deligianni e cols., 2001; Mustafa e cols., 2001; Xavier e cols., 2003). Porém, Rosa & Belotti 

(2003) mostraram que a atividade de ALP pode ser afetada pela composição química do 

titânio, sugerindo que o titânio puro otimizaria a diferenciação osteoblástica de células da 

medula óssea de rato. Honsawek e cols. (2006) demonstraram que o meio osteogênico tem 

maior potencial estimulatório sobre a atividade de fosfatase alcalina. A detecção de nódulos 
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mineralizados foi maior nas culturas de células osteoblásticas cultivadas sobre as superfícies 

nanotexturizadas. Xavier e cols. (2003) demonstraram que a formação de nódulos de cálcio 

foi maior nas superfícies de titânio usinadas sem nenhum tipo de tratamento de superfície. 

Porém, Rosa e cols., (2003) observaram que a composição química do titânio em culturas de 

células de medula óssea de ratos não afeta a formação de nódulos calcificados.  

O estudo dos genes associados ao metabolismo celular também revelou diferenças na 

sua expressão quantitativa analisada por meio de PCR em tempo real. O gene que codifica a 

proteína fosfatase alcalina (ALP) mostrou uma menor expressão no grupo de células 

cultivadas sobre a superfície nanotexturizada em ambos os meios utilizados. Já aos 10 dias, 

houve uma tendência  ao aumento da expressão deste gene no grupo de células cultivados 

sobre o titânio nanotexturizado em meio osteogênico. A fosfatase alcalina é uma proteína 

associada com o processo de mineralização e um elevado nível desta proteína está associado 

com a remodelação óssea. Artigos na literatura demonstram o favorecimento da expressão 

deste gene em células osteoblásticas derivadas do sangue do cordão umbilical quando 

cultivadas em meio osteogênico sobre biomateriais como polímeros (Mekala e cols., 2013).  

As proteínas morfogenéticas (BMPs) desempenham uma função importante no 

crescimento e diferenciação de alguns tipos de células, incluindo osteoblastos (Fromigué e 

cols., 1998; Kessler e cols., 2000). Devido a seus resultados benéficos na diferenciação de 

células ósseas, as BMPs são empregadas para acelerar a cicatrização ao redor dos implantes 

ósseos (Asahia e cols, 1997; Kirker-Head, 2000; Ong e cols, 1999). O gene BMP2 codifica 

uma proteína originalmente nomeada devido a suas propriedades osteocondutivas, sendo que 

sua concentração pode influenciar a miogênese, adipogênese, condrogênese e osteogênese 

(Rogers e cols, 2015). No presente estudo foi observada uma maior expressão quantitativa 

deste gene nas células indiferenciadas cultivadas sobre o titânio nanotexturizado em meio não 

osteogênico, sugerindo que a ausência do estímulo químico não influenciou na expressão 
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deste gene. A expressão dos genes ITGA1 e ITGA2 foi significativamente maior aos 7 dias 

nas células indiferenciadas cultivadas sobre a nanotextura em meio não osteogênico; já aos 10 

dias, estes resultados foram significativos e observados nas células cultivadas em Ti-nano 

sobre meio osteogênico. Estes genes codificam proteínas essenciais para a adesão celular à 

matriz, além de terem papéis significativos na proliferação, divisão, diferenciação e apoptose. 

O gene FN1 codifica uma proteína essencial para promoção da adesão e 

espraiamento celular denominada fibronectina. Relatos recentes observaram o efeito sinérgico 

desta proteína em culturas de células osteoblásticas sobre biomateriais como hidroxiapatita 

(Hindié e cols., 2014). Neste estudo pode ser notado que somente no período de 10 dias houve 

um aumento da expressão quantitativa de FN1 no grupo de células cultivadas sobre Ti-nano 

em meio osteogênico quando comparado aos outros grupos. Já o gene Runx2 codifica uma 

proteína que promove a diferenciação de células mesenquimais em pré-osteoblastos capazes 

de expressar marcadores iniciais da osteogênese, como a ALP (Vimalraj e cols., 2015). No 

presente estudo, a expressão deste gene apresentou uma tendência à um aumento no grupo de 

células cultivadas sobre Ti-nano em meio não osteogênico aos 7 dias; já aos 10 dias, pode ser 

observado um aumento significativo desta expressão no grupo cultivado sobre Ti-nano em 

meio osteogênico. 

Finalmente, foi analisada a expressão do gene CASP7 que codifica uma proteína da 

família das caspases, que agem como moléculas efetoras da morte celular (Utz & Anderson, 

2000). Ao todo, 11 caspases humanas com diferentes especificidades foram identificadas, 

envolvidas principalmente na sinalização da apoptose e também no processamento de 

citocinas (Debatin & Krammer, 2004). Nossos dados mostram que no meio não osteogênico, 

as células cultivadas sobre Ti-nano apresentaram uma diminuição significativa na expressão 

de Casp7 aos 10 dias, enquanto que nas células cultivadas com meio osteogênico 

apresentaram uma diminuição desta expressão aos 7 dias e subsequente aumento em 10 dias. 
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7. CONCLUSÃO 

 

A partir dos dados obtidos, pode ser concluído que: 

 

- A modificação da superfície do titânio por meio de condicionamento ácido pode 

alterar o metabolismo de células provenientes do cordão umbilical humano, assim 

como o tipo de meio (osteogênico e não-osteogênico) onde as células foram 

cultivadas; 

 

- O contato de células do cordão umbilical humano com a superfície nantexturizada do 

titânio pode influenciar a expressão de genes associados ao metabolismo celular; 

 

- Estudos posteriores devem ser realizados para explorar o potencial osteogênico das 

células do cordão umbilical humano na engenharia tecidual associada com 

biomateriais que possam ser modificados para uma melhor osseointegração. 
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ANEXOS 
 
 

Tabela 1. Comparações entre as amostras para viabilidade celular pelo pós-teste de Student-Neuman- 
Keuls. S=significante; NS=não significante. Os valores de p indicados correspondem aos obtidos no 
teste de Kruskal-Wallis. 

Comparações P 7 dias 
Controle MEM x Nano MTS <0,001 S 
Controle MEM x Controle MTS <0,001 S 
Controle MEM x Nano MEM 0,381 NS 
Nano MEM x Nano MTS <0,001 S 
Nano MEM x Controle MTS 0,002 S 
Controle MTS x Nano MTS <0,001 S 
Comparações P 14  dias 
Controle MEM vs. Nano MTS <0,001 S 
Controle MEM x. Controle MTS 0,001 S 
Controle MEM x Nano MEM 0,005 S 
Nano MEM x Nano MTS 0,007 S 
Nano MEM x Controle MTS 0,231 NS 
Controle MTS x Nano MTS 0,032 S 
Comparações P 17 dias 
Nano MEM x Controle MTS <0,001 S 
Nano MEM x Nano MTS <0,001 S 
Nano MEM x Controle MEM 0,236 NS 
Controle MEM x Controle MTS <0,001 S 
Controle MEM x Nano MTS <0,001 S 
Nano MTS x Controle MTS 0,017 S 

 
Tabela 2. Comparações entre as amostras de ALP pelo pós-teste de Student- Neuman- Keuls. 
S=significante; NS=não significante. Os valores de p indicados correspondem aos obtidos no teste de 
Kruskal-Wallis. 
Comparações P 7 dias 

Nano MTS x Controle MEM 0,009 S 

Nano MTS x Controle MTS 0,027 S 

Nano MTS x Nano MEM 0,058 NS 

Nano MEM x Controle MEM 0,25 NS 

Nano MEM x Controle MTS 0,41 N 

Controle MTS x Controle MEM 0,428 NS 

Comparações P 14 dias 
Controle MTS x Nano MEM 0,06 NS 
Controle MTS x Controle MEM 0,06 NS 
Controle MTS x Nano MTS 0,06 NS 
Nano MTS x Nano MEM 0,06 NS 
Nano MTS x Controle MEM 0,06 NS 
Controle MEM x Nano MEM 0,06 NS 
Comparações P 17 dias 
Controle MTS x Nano MEM <0,001 S 
Controle MTS x Controle MEM <0,001 S 
Controle MTS x Nano MTS 0,061 NS 
Nano MTS x Nano MEM 0,001 S 
Nano MTS x Controle MEM 0,003 S 
Controle MEM x Nano MEM 0,394 NS 
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Tabela 3. Comparações entre as amostras para parâmetro de expressão do gene ALP pelo pós teste de 
Student-Neuman-Keuls. S=significante; NS=não significante. Os valores de p indicados correspondem 
aos obtidos no teste de Kruskal-Wallis. 

Comparações p 7 dias 
Controle MEM x Nano MTS <0,001 S 
Controle MEM x Nano MEM 0,003 S 
Controle MEM x Controle MTS 0,069 S 
Controle MTS x Nano MTS 0,009 S 
Controle MTS x Nano MEM 0,041 S 
Nano MEM x Nano MTS 0,213 NS 
Comparações P 10 dias 
Controle MEM x Nano MTS 0,05 NS 
Controle MEM x Nano MEM 0,05 NS 
Controle MEM x Controle MTS 0,05 NS 
Controle MTS x Nano MTS 0,05 NS 
Controle MTS x Nano MEM 0,05 NS 
Nano MEM x Nano MTS 0,05 NS 

 

 

Tabela 4. Comparações entre as amostras do gene BMP2 pelo pós teste de Student-Neuman-Keuls. 
S=significante; NS=não significante. Os valores de p indicados correspondem aos obtidos no teste de 
Kruskal-Wallis. 

Comparações P 7 dias 
Controle MTS x Nano MTS  <0,001 S 
Controle MTS x Controle MEM  <0,001 S 
Controle MTS x Nano MEM  <0,001 S 
Nano MEM x Nano MTS 0,006 S 
Nano MEM x Controle MEM  0,003 S 
Controle MEM x  Nano MTS  0,975 NS 

Comparações P 10 dias 
Controle MEM x Nano MEM <0,001 S 
Controle MEM x Nano MTS  <0,001 S 
Controle MEM x Controle MTS  <0,001 S 
Controle MTS x  Nano MEM  0,005 S 
Controle MTS x Nano MTS 0,018 S 
Nano MTS x Nano  MEM 0,254 NS 
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Tabela 5. Comparações entre as amostras do gene ITG1 pelo pós teste de Student-Neuman-Keuls. 
S=significante; NS=não significante. Os valores de p indicados correspondem aos obtidos no teste de 
Kruskal-Wallis. 

Comparações P 7 dias 
Nano MEM x Nano MTS  <0,001 S 
Nano MEM x  Controle MEM  0,005 S 
Nano MEM x Controle MTS  0,57 NS 
Controle MTS x Nano MTS  0,001 S 
Controle MTS x Controle MEM  0,005 S 
Nano MEM x Nano MTS  0,184 NS 

Comparações P 10 dias 

Controle MEM x Nano MEM  <0,001 S 

Controle MEM x Controle MTS  <0,001 S 

Controle MEM x Nano MTS  <0,001 S 

Nano MTS x Nano MEM  0,004 S 

Nano MTS x Controle MTS 0,003 S 

Controle MTS x Nano MEM  0,662 NS 

 

 

Tabela 6. Comparações entre as amostras do gene ITGA2 2 pelo pós teste de Student-Neuman-Keuls. 
S=significante; NS=não significante. Os valores de p indicados correspondem aos obtidos no teste de 
Kruskal-Wallis. 
Comparações P 7 dias 
Nano MEM x Controle MEM  <0,001 S 

Nano MEM x Nano MTS <0,001 S 

Nano MEM x Controle MTS  <0,001 S 
Controle MTS x Controle MEM  0,295 NS 

Controle MTS x Nano MTS  0,236 NS 

Nano MTS x Controle MEM  0,752 NS 
Comparações P 10 dias 
Controle MEM x Controle MTS  <0,001 S 
Controle MEM x Nano MEM  <0,001 S 
Controle MEM x Nano MTS  0,211 NS 
Nano MTS x Controle MTS  <0,001 S 
Nano MTS x Nano MEM <0,001 S 
Nano MEM x Controle MTS  0,923 NS 
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Tabela 7. Comparações entre as amostras do gene FN1 pelo pós teste de Student-Neuman-Keuls. 
S=significante; NS=não significante. Os valores de p indicados correspondem aos obtidos no teste de 
Kruskal-Wallis. 

Comparações P 7 dias 
Controle MEM x Nano MTS  0,02 S 
Controle MEM x Controle MTS  0,02 S 
Controle MEM x Nano MEM 0,05 NS 
Nano MEM x Nano MTS  0,02 S 
Nano MEM x Controle MTS  0,02 S 
Controle MTS x Nano MTS  0,02 S 
 Comparações P 10 dias 
Controle MEM x Nano MEM  0,01 S 
Controle MEM x Controle MTS  0,02 S 
Controle MEM x Nano MTS  0,02 S 
Nano MTS x  Nano MEM  0,02 S 
Nano MTS x Controle MTS 0,02 S 
Controle MTS x Nano MEM  0,02 S 

 

 

Tabela 8. Comparações entre as amostras do gene RUNX 2 pelo pós teste de Student-Neuman-Keuls. 
S=significante; NS=não significante. Os valores de p indicados correspondem aos obtidos no teste de 
Kruskal-Wallis. 
Comparações P 7 dias 
Nano MEM x Nano MTS  0,02 S 
Nano MEM x Controle MEM  0,05 NS 
Nano MEM x Controle MTS  0,05 NS 
Controle MTS x Nano MTS  0,02 S 
Controle MTS x Controle MEM  0,05 NS 
Controle MEM x Nano MTS  0,01 S 

Comparações P 10 dias 
Controle MEM x Nano MEM  <0,001 Yes 
Controle MEM x Controle MTS  <0,001 Yes 
Controle MEM x Nano MTS  0,234 No 
Nano MTS x Nano  MEM  <0,001 Yes 
Nano MTS x Controle MTS  <0,001 Yes 
Controle MTS x Nano MEM  0,076 No 
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Tabela 9. Comparações entre as amostras do gene CASP7 pelo pós teste de Student-Neuman-Keuls. 
S=significante; NS=não significante. Os valores de p indicados correspondem aos obtidos no teste de 
Kruskal-Wallis. 
Comparações P 7 dias 
Nano MEM x Nano MTS  0,001 S 
Nano MEM x Controle MTS  0,008 S 
Nano MEM x Controle MEM  0,004 S 
Controle MEM x Nano MTS 0,222 NS 
Controle MEM x Controle MTS  0,884 NS 
Controle MTS x Nano MTS  0,132 NS 

Comparações P 10 dias 
Controle MEM x Contole  MTS  <0,001 S 
Controle MEM x Nano MTS  0,002 S 
Controle MEM x Nano MEM  <0,001 S 
Nano MEM x Controle MTS  0,141 NS 
Nano MEM x Nano MTS  0,972 NS 

Nano MTS x Controle MTS  0,066 NS 
 
 
 
 
 


