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Resumo 

 	
A regeneração de tecidos lesionados do corpo humano tem levado ao desenvolvimento 

de terapias inovadoras. Dentre elas, as células-tronco mesenquimais derivadas do tecido 

adiposo (CTM-TAs) e os nanocristais (NCs)  biocompatíveis de TiO2 têm sido 

considerados estratégias terapêuticas promissoras para a engenharia de tecidos. Os 

NCs do TiO2 apresentam várias formas cristalinas que podem afetar a viabilidade das 

CTM-TAs, e essas combinações não foram anteriormente investigadas. Para demonstrar 

os efeitos dos NCs de TiO2 em CTM-TAs in vitro, avaliamos diferentes concentrações 

das amostras de anatase-rutilo (RA), rutilo-anatase (RA) e rutilo-brookita (RB) dopadas 

com Europium (Eu) em relação a viabilidade, migração celular e localização dos NCs em 

CTM-TAs. Também foram realizados ensaios in vivo com a aplicação de CTM-TAs 

associadas a TiO2 na região maxilar de ratos. Foram feitas análises da presença de 

metabólitos no sobrenadante das CTM-TAs após tratamento com NCs de TiO2 Os 

resultados mostraram que os NCs não foram citotóxicos e permaneceram no citoplasma, 

sem entrar no núcleo, com aumento significativo da migração celular, apresentando 

aproximadamente 80% de fechamento da lesão em 24 horas após tratamento das 

celulas com 50ug/ml de NCs RB. A análise in vivo da intensidade de fluorescência gerada 

pela presença dos NCs foi estatisticamente maior na maxila quando comparada aos 

grupos controle e tratamento contendo NCs com sobrenadante CTM-TAs. A maxila e o 

pulmão não apresentaram alterações histológicas com a aplicação de TiO2 associados a 

CTM-TAs. Na análise de quimiometria do sobrenadante da cultura de células-tronco 

tratadas com NCs de TiO2 foram encontrados em grande quantidade os metabólitos 

fosfoenfingolipídios subclasse ceramida fosfoetanolamida, que são lipídios estruturais da 

membrana celular, importantes na sinalização celular, nos processos de regulação do 

crescimento celular, sobrevivência das células, sistema imune, integridade vascular e 

epitelial. Resumidamente, a associação de NCs de TiO2 com CTM-TAs foi aplicada como 

estratégia de regeneração tecidual, evidenciada pelo aumento da migração celular, sem 

efeitos de citotoxicidade e devido aos NCs deTiO2 permaneceram no citoplasma sem 

migrar para o núcleo, sugere-se que não exista efeitos genotóxicos. 
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Abstract 

 

The regeneration of injured human body tissues has led to the development of innovative 

therapies. Among them, mesenchymal adipose-derived stem cells (MSC-ATs) and 

biocompatible TiO2 nanocrystals (NCs) have been considered promising therapeutic 

strategies for tissue engineering. TiO2 NCs have several crystalline forms that can affect 

the viability of MSC-ATs, and these combinations have not been previously investigated. 

To demonstrate the effects of TiO2 NCs on in vitro MSC-ATs, we evaluated different 

concentrations of Europium-doped Anatase-rutile (RA), rutile-anatase (RA) and rutile-

brookite (RB) samples with respect to viability, cell migration and location of NCs in MSC-

ATs. In vivo assays were also performed with the application of TiO2 - associated MSC-

ATs in the rat maxillary region. Analyzes of the presence of metabolites in the MSC-ATs 

supernatant were performed after treatment with TiO2 NCs. The results showed that the 

NCs were not cytotoxic and remained in the cytoplasm without entering the nucleus, with 

significant increase in cell migration, presenting approximately 80% of lesion closure 

within 24 hours after treatment with 50ug / ml RB NCs. The in vivo analysis of 

fluorescence intensity generated by the presence of NCs was statistically higher in the 

maxilla when compared to control and treatment groups containing NCs with MSC-ATs 

supernatant. The maxilla and lung showed no histological changes with the application of 

TiO2 associated with MSC-ATs. In the chemometrics analysis of the supernatant of the 

stem cell culture treated with TiO2 NCs, phosphoenphingolipids subclass ceramide 

phosphoethanolamide metabolites, which are cell membrane structural lipids, important 

in cell signaling, cell growth regulation processes, were found. cell survival, immune 

system, vascular and epithelial integrity. Briefly, the association of TiO2 NCs with MSC-

ATs was applied as a tissue regeneration strategy, evidenced by the increase of cell 

migration, without cytotoxicity effects and due to TiO2 NCs they remained in the cytoplasm 

without migrating to the nucleus. there are genotoxic effects. 

 

Keywords: adipose mesenchymal stem cells, titanium dioxide nanocrystals, tissue 
regeneration, metabolomic. 
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REBIR/UFU - Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlândia 

ROI - Automatic region of interest 

SFB – Soro Fetal Bovino 

SITC - Comitê̂ de Células-Tronco Mesenquimais e Teciduais da Sociedade Internacional 

de Terapia Celular  

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Ti - Titânio 
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TiO2 – Dióxido de titânio 

Ti (OCH (CH3)2 - Isopropoxido de titânio 

Ti-OH - Hidróxido de titânio
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1.INTRODUÇÃO 

   

A regeneração tecidual é um tratamento cujo principal objetivo é reconstituir 

tecidos na área traumatizada, e a engenharia tecidual permite recriar, o mais próximo da 

realidade possível, órgãos, tecidos ou sistemas, assim compõe uma área de pesquisa 

com uma grande importância, que consiste na utilização de biomateriais, como matrizes 

para dar suporte a culturas de células de maneira a desenvolver tecidos vivos [1].  

Materiais que induzem regeneração necessitam de alguns requisitos básicos, 

como por exemplo: boa bioatividade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e uma 

baixa imunogenicidade [2, 3]. Entender o comportamento dos nancocristais de dióxido 

de titânio é fundamental para sua aplicação na engenharia tecidual.   

As células-tronco mesenquimais possuem características que as tornam atraentes 

para terapia celular. Isto porque são facilmente obtidas, apresentam baixa expressão de 

antígenos de histocompatibilidade, secretam fatores de crescimento e outras citocinas 

importantes no papel da proliferação celular e indução da angiogênese [4]. 

 

1.1 Células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTM-TA) 

 

O conceito de célula-tronco surgiu a partir de experimentos pioneiros realizados 

no início dos anos 1960 por Ernest A. Mc Culloch e James E. Till que observaram a 

presença de colônias hematopoiéticas no baço de camundongos irradiados e que haviam 

recebido transplante de medula. Essas colônias eram derivadas de uma única célula, a 

célula-tronco [5]. Alexander Friedenstein demonstrou a capacidade das célula-tronco de 

autorrenovação e diferenciação [6] e inicialmente foram denominadas unidades 

formadoras de colônias fibroblástica, pois sua morfologia era semelhante ao de 

fibroblastos [7]. 

As células-tronco são capazes de autorrenovação através de sucessivas divisões 

mitóticas do tipo assimétrica,  passíveis de originar pelo menos um tipo celular em estágio 
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mais avançado de diferenciação [8]. Dependendo do seu local de origem elas podem ser 

divididas em dois grupos: embrionárias, quando são derivadas da massa celular interna 

do blastocisto de embriões; e adultas, que são aquelas localizadas em estado mais 

diferenciado na maioria dos tecidos do organismo adulto[9].  

As células-tronco embrionárias (CTE) correspondem às células da massa celular 

interna do embrião na fase de blastocisto (amplo potencial de diferenciação), e células 

germinativas embrionárias (CGE), obtidas do tecido fetal em um estágio mais avançado 

de desenvolvimento (da espinha gonadal). As CTE tem a capacidade de formar as 

células dos três folhetos embrionários (ectoderma, mesoderma e endoderma) [10]. Já as 

CGEs são capazes de formar as três camadas germinativas que compõem todos os 

órgãos do corpo humano, embora seu potencial seja mais limitado se comparado com 

as CTEs, pois se encontram em um estágio mais avançado de desenvolvimento [11]. As 

células-tronco adultas (CTA) são populações celulares indiferenciadas mantidas no 

organismo adulto e podem ser encontradas em vários órgãos e tecidos [12]. As primeiras 

CTA estudadas eas mais bem caracterizadas são as células-tronco hematopoiéticas 

provenientes da medula óssea. Estudos demonstraram que essas células possuem a 

capacidade de se diferenciar em linhagens celulares mesodérmicas, incluindo 

condrócitos, osteoblastos, adipócitos e mioblastos [13], sendo o ponto chave da 

formação e reparação óssea e restabelecem a função esquelética produzindo efeitos 

parácrinos e autócrinos[14]. 

 Devido ao grau de plasticidade da célula-tronco, ou seja, o seu potencial de 

diferenciação em tecidos variados, elas se classificam em quatro tipos principais: 

totipotentes, pluripotentes, multipotentes e onipotentes [12, 15]. As células-tronco 

totipotentes podem originar tanto um organismo totalmente funcional, como qualquer tipo 

celular do corpo, inclusive todo o sistema nervoso central e periférico, que correspondem 

às células do blastocisto [16].As multipotentes estão presentes no indivíduo adulto, com 

capacidade de originar apenas um limitado número de tipos teciduais. Estas células são 

designadas de acordo com o órgão do qual derivam. Numerosas pesquisas 

estabeleceram que essa célula-tronco específica pode se diferenciar em diferentes 

tecidos, como osso, músculo, cartilagem, gordura e outros tecidos relacionados. As 

CTMs atuam como uma importante chave no processo de desenvolvimento, cicatrização 

de tecidos e defesa. Recentemente, a aplicação de células-tronco para o tratamento de 
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numerosos transtornos, como distúrbios neurais e cardíacos, tornou-se um assunto 

familiar com enorme garantia no futuro das ciências médicas [15]. As pluripotentes são 

capazes de originar qualquer tipo de tecido sem originar um organismo completo [16, 

17], e as células-tronco unipotentes, são definidas como células que têm a competência 

de diferenciar em apenas uma linhagem [18]. 

O tecido adiposo representa uma fonte abundante de células-tronco 

mesenquimais para transplantes autólogos. Comparando as células-tronco da medula 

óssea, do cordão umbilical  e do tecido adiposo  verificou-se que não apresentam 

diferenças quanto à morfologia e ao fenótipo imunológico [19]. Assim como a medula 

óssea, o tecido adiposo é derivado do mesoderma embrionário e contém um estroma 

que é facilmente isolado, contendo uma população heterogênea de células-tronco. Além 

da possibilidade de obtenção de grande quantidade de material, a concentração de 

células-tronco no tecido adiposo pode ser, proporcionalmente, até 500 vezes maior do 

que a encontrada na medula óssea segundo alguns autores [20]. As células-tronco 

mesenquimais extraídas do tecido adiposo podem ser denominadas células estromais 

derivadas do tecido adiposo, nomenclatura definida como a mais adequada na “Second 

Annual International Fat Applied Technology Society Meeting” [21]. 

Em um estudo comparativo foi demonstrado que as funções imunomoduladoras 

da CTM de tecido adiposo são semelhantes às da medula óssea e apresentaram maior 

capacidade angiogênica [22]{Robey, 2000 #32}. Além disso,  verificou-se que as CTM-

TA possuem parâmetros melhores que a CTM de medula óssea, como disponibilidade 

do tecido, área da célula e uniformidade da morfologia celular, conforme tabela abaixo 

[23]. 

 

Tabela 1- Comparação de células-tronco mesenquimais (CTMs) de diferentes fontes com referência a 

diferentes parâmetros: CTM derivadas de medula óssea (CTM-MO), CTM derivadas de tecido adiposo 

(CTM-TA), CTM derivadas de cordão umbilical (CTM-UC), células-tronco de polpa dentária(CTM-DP) e 

CTM endometriais (eCTM) [42]. 
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 CTM-MO CTM-
TA 

CTM-UC CTM-DP ECTM 

DISPONIBILIDADE DE TECIDO ϒϒ ϒϒϒ ϒϒϒ ϒ ϒϒϒ 

RENDIMENTO CELULAR ϒ ϒϒ ϒϒ ϒϒ ϒϒ 

UNIFORMIDADE DA FORMA DA CÉLULA ϒ ϒϒ ϒϒϒ ϒϒ ϒϒϒ 

PROLIFERAÇÃO ϒϒ ϒϒ ϒϒϒ ϒϒϒ ϒϒϒ 

SENESCÊNCIA IN VITRO ϒϒϒ ϒϒ ϒ ϒϒ ϒ 

CAPACIDADE DE DIFERENCIAÇÃO ϒϒϒ ϒϒϒ ϒϒ ϒϒ ϒϒ 

FUNÇÃO DO ESTROMA ϒϒϒ ϒϒϒ ϒ ϒ ϒϒ 

USO AUTÓLOGO ϒϒϒ ϒϒϒ ϒ ϒ ϒϒ 

USO ALOGÊNICO ϒϒϒ ϒϒϒ ϒϒϒ ϒϒϒ ϒϒϒ 

ϒ baixo, ϒϒ médio,ϒϒϒ alto 

 

Com o aumento na utilização das células-tronco mesenquimais (CTM) de tecido 

adiposo e a ausência na uniformidade para sua caracterização, o Comitê de Células-

Tronco Mesenquimais e Teciduais da Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) 

propôs critérios mínimos para caracterizar as CTM humanas, que devem [24]:  

1) serem “aderentes ao plástico” (aderentes ao substrato), quando mantidas em 

condiçõespadrão de cultivo in vitro;  

2) expressar os marcadores de superfície CD105, CD73 e CD90, e não expressar 

os marcadores hematopoiéticos CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79α ou CD19, e HLA-

DR e;  

3) diferenciar in vitro em linhagens osteogênicas, adipogênicas e condrogênicas 

[25]. 

O interesse pelas células-tronco mesenquimais de tecido adiposo tem aumentado 

muito na medicina, principalmente em função da facilidade de obter grandes quantidades 

destas células pelo processo de lipoaspiração. O tecido adiposo humano está presente 

em muitas regiões do corpo, podendo realizar a sua coleta sob anestesia local, causando 

pouco desconforto para o paciente. Assim, o tecido adiposo se configura como fonte 

alternativa de CTM para a regeneração de tecidos e para a engenharia de tecidos [26]. 
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A utilização de células-tronco apresenta uma série de vantagens, como a sua 

capacidade de autorreplicação ou de produção de novas células desempenhando um 

papel significativo na regeneração tecidual após lesão. 

Na cultura de células-tronco, as interações micro/nanoescala com componentes 

da matriz extracelular (MEC) constituem outra fonte de forças mecânicas passivas que 

podem influenciar os comportamentos das células-tronco. Para melhor imitar a 

nanoestrutura da MEC natural, na última década, os scaffolds fabricados a partir de 

nanofibras, nanotubos, nanopartículas e hidrogel surgiram como candidatos promissores 

para produção de suportes que se assemelham à MEC e substituem eficientemente 

tecidos defeituosos. As características biomiméticas e as excelentes propriedades físico-

químicas dos nanomateriais desempenham um papel fundamental na estimulação do 

crescimento celular, bem como da regeneração tecidual[27]. 

 

1.2 Nanocristais de dióxido de titânio 

 

As aplicações da nanotecnologia nas áreas biomédicas é uma realidade. As 

propriedades de nanomateriais e nanotecnologia para a sua implementação e difusão 

nas áreas de biomedicina, eletrônica e mecânica nos permitem vislumbrar uma realidade 

promissora em áreas interdisciplinares da química, física, biologia e medicina [28]. 

Desde que os estudos em bioengenharia tecidual iniciaram, vários foram os 

trabalhos que surgiram com o uso de biomaterias e células na indução da diferenciação 

osteogênica. A fim de melhorar consideravelmente a regeneração e reparo ósseo, há 

uma alta procura por nanopartículas osteogênicas mais eficazes [29]. Como exemplo de 

nanopartícula, o óxido de titânio (TiO2) aumenta a adesão de células precursoras ósseas 

e, portanto, pode acelerar a neoformação de osso [30].  

O TiO2 possui três estruturas cristalinas de equilíbrio: rutilo, anatase e brookita. A célula 

unitária do rutilo e da anatase é tetragonal e a estrutura não é de empacotamento 

compacto. No rutilo  cada átomo de titânio está coordenado por seis átomos de oxigênio 

nos vértices de um octaedro (ligeiramente distorcido) e cada átomo de oxigênio está 

rodeado por três átomos de titânio, dispostos em forma planar, situados nos vértices de 

um triângulo (quase) equilátero. As fases anatase e rutilo são de estrutura tetragonal e a 

brookita, ortorrômbica [31]. (Figura 1) 
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As características da migração são influenciadas pela estimulação externa e 

interna [38], por isso o meio em que as células são cultivadas podem determinar um 

aumento da migração acelerando, por exemplo, um reparo tecidual. Foi verificado que 

NPs de óxido nítrico acelera a cicatrização de feridas pois aumantava a migração de 

fibroblastos e a deposição de colágeno no tecido da ferida [39]. 

 Além disso, pouco se conhece a respeito da internalização celular dos NCs 

anatase, rutilo e brookita e suas diferentes combinações, bem como seu efeito em 

processos biológicos como a migração das CTM-TA in vitro e in vivo. O avanço no 

conhecimento sobre os aspectos físico-químicos das nanopartículas, em especial os 

nanocristais de dióxido de titânio, bem como na interação e no comportamento com as 

células-tronco mesenquimais de tecido adiposo poderão resultar em aplicações práticas 

que auxiliem nos processos de regeneração tecidual. 

 

1.3 Metabolômica – Quimiometria 

 

 Em estudos metabolômicos, é frequente o uso de material amostral de alta 

complexidade química, a exemplo do observado em extratos de tecidos vegetais e 

animais, de micro-organismos e biofluidos. Os métodos de análise multivariada 

normalmente utilizados na quimiometria incluem a análise dos componentes principais 

(PCA) e a análise de agrupamentos hierárquicos (AH) [40]. 

 O objetivo da PCA é descrever a variância de um conjunto de dados 

multivariados em termos de um conjunto de variáveis ortogonais subjacentes, 

denominadas CPs . Uma PCA faz com que seja possível fornecer um resumo de todas 

as observações ou amostras obtidas em uma tabela de dados [41]. 

 

 

2. OBJETIVOS 
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2.1 Objetivos gerais 

 

Avaliar in vitro o comportamento e metabolômica das células-tronco 

mesenquimais de tecido adiposo quando tratadas com NCs de TiO2 e in vivo a sua 

localização em diferentes órgãos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1) Avaliar a citotoxicidade de nanocristais de dióxido de titânio em CTM-TA 

com as diferentes fases cristalinas: Anatase-A (100%), Anatase/Rutila-

AR (91,6%/8,4%), Rutila/Anatase-RA (64,56%/35,44%) e 

Rutila/Brookita-RB (84,07%/15,93%) nas concentrações de 5, 50, 100 e 

200 μg; 

2) Avaliar a localização dos Nanocristais de TiO2 nas CTM-TAapós 24 

horas de tratamento; 

3) Avaliar o tamanho e o índice de polidispersão dos NCs de TiO2; 

4) Avaliar a migração celular no tratamento das CTM-TA com as diferentes 

amostras (A, AR, RA e RB) e concentrações (5, 50, 100 e 200 μg) 

utilizando ensaios de ferida na monocamada celular; 

5) Analisar a metabolômica do sobrenadante das CTM-TA após tratamento 

com os Nanocristais de TiO2; 

6) Analisar a localização de CTM-TA associadas aos NCs de TiO2 na 

maxila, pulmão, rim e fígado de ratos. 

3. METODOLOGIA 

3.1 Ensaios in vitro 

3.1.1 Síntese e caracterização dos NCs de TiO2 

Todos os NCs de TiO2 dopados com Európio foram sintetizados e caracterizados 

no Laboratório de Novos Materiais e Semicondutores (LNMIS), Instituto de Física, 

Universidade Federal de Uberlândia, Uberlândia, MG, Brasil. 

Os NCs de TiO2 foram sintetizados por solução aquosa em diferentes 

temperaturas. Inicialmente, foi preparada uma solução contendo 300 ml de água 
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ultrapura e 60 ml de ácido nítrico (HNO3, 70%, Sigma Aldrich), sob agitação magnética 

durante 20 minutos. Em seguida, foi adicionado 60 ml de isopropóxido de titânio (Ti (OCH 

(CH3) 2) 4, 97%, Sigma-Aldrich). O pH da solução foi ajustado para 5,6 utilizando uma 

solução 4 M de hidróxido de sódio (NaOH 98%, Sigma-Aldrich) e adicionou-se a 400 ml 

de água ultrapura, mantendo sob agitação magnética durante 30 minutos. A solução 

resultante foi mantida em repouso para ocorrer o processo de precipitação dos NCs de 

TiO2. O precipitado foi monodisperso em água ultrapura sob agitação magnética e 

centrifugado a 6000 rpm/10 minutos. Finalmente, o precipitado foi purificado e submetido 

ao seguinte recozimento sucessivo térmico na atmosfera ambiente: (i) 100 ° C / 

24h(amostra A – anatase), 500 ° C / 1h (amostra AR – anatase e rutilo), 650 ° C / 1h 

(amostra RA – rutilo e anatase e 800 ° C / 1h (amostra RB – rutilo e brookita), como 

mostra a Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Características de cada amostra quanto a temperatura, tamanho/diâmetro e composição. 

 

 TEMPERATURA TAMANHOS/DIÂMETRO COMPOSIÇÃO 
Amostra  A 100ºC 4,4 nm 100% anatase 
Amostra  AR 500ºC 8,5 nm 91,6% anatase e 

8,4% rutilo 
Amostra  RA 650ºC 32 nm 64,56% rutilo e 

35,44% anatase 
Amostra  RB 800ºC 44,1 nm 84,07% rutilo e 

15,93% brookita 
 

A: anatase, AR: anatase e rutilo, RA: rutilo e anatase e RB: rutilo e brookita 

 

3.1.2 Dopagem com Európio (Eu) dos NCs de TiO2 

 

Para realização de análises de localização in vitro e in vivo, os NCs forma dopados 

com Európio (Eu), que é uma molécula luminescente e de fácil visualização. Eu é um 

elemento químico de número atômico 63, tem recebido bastante atenção devido às suas 

propriedades luminescentes. Os NCs de TiO2 dopados com Eu foram sintetizados em 

solução aquosa à temperatura ambiente, como se segue: uma solução contendo 300 mL 
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de água ultrapura, soluções aquosas de 30 mL de ácido nítrico (HNO3, 70%, Sigma 

Aldrich) e cloreto de európio (Eu + 3) (EuCl3, 99,999%, Sigma Aldrich) de 5% em peso de 

Ti (titânio) . Em seguida, foi submetido a agitação magnética durante 20 minutos e depois 

foi adicionado a 60 mL de isopropóxido de titânio (Ti (OCH (CH3) 2) 4, 97%, Sigma 

Aldrich). A solução resultante foi deixada em repouso para precipitar os NCs de TiO2. O 

precipitado foi monodisperso em água ultrapura sob agitação magnética e centrifugado 

a 6.000 rpm, durante 1 minuto. Finalmente, o precipitado resultante foi submetido aos 

seguintes tratamentos térmicos sucessivos na atmosfera ambiente: (i) 100°C/24h 

(amostra A – anatase), 500°C/1h (amostra AR – anatase e rutilo), 650°C/1h (amostra RA 

– rutilo e anatase e 800°C/1h(amostra RB – rutilo e brookita). A difração de raios-X (XRD) 

foi registrada com um DRX-6000 (Shimadzu) usando radiação monocromática Cu-K 1 

(λ = 1.54056 Â) para confirmar a formação de NCs de TiO2, bem como a estrutura de 

cristal, tamanho e média da fração em massa da fase rutilo. O tamanho dos NCs foi 

estimado com base na equação de Debye-Scherrer[42]. Os padrões XRD das amostras 

tratadas a 100 ° C / 24 h, 500°C / 1 hea 650 ° C / 1 h usaram o pico de difração (101) de 

Bragg da fase anatase localizada em aproximadamente 2θ = 25,4o, e as amostras 

tratadas a 800 ° C / 1hfoi usado o pico (110) da fase de rutilo localizada em 

aproximadamente 2θ = 27,8o. A porcentagem de fases anatase, brookita e rutilo foi 

calculada com base na literatura[43]. O espectro Raman foi gravado com um 

espectrômetro LabRAM HR Evolution (HORIBA) usando um laser de 633 nm à 

temperatura ambiente. 

 

3.1.3 Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

As amostras dos NCs foram diluídas em DI (água deionizada). Após a sonicação 

elas foram deixadas em repouso por 3 horas e depois retirado o sobrenadante mais 

superficial, pois são considerados os NCs mais estáveis e com menos peso. As 

suspensões de cada amostra foram aplicadas em grades de cobre com filme de carbono 

(Laceycarbon Cu 300 mesh). 

Para observar a morfologia, o tamanho dos NCs e dos aglomerados de TiO2 foi 

realizada microscopia eletrônica de transmissão (microscópio modelo Tecnai G2 
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SpiritTwin da FEI com filamento de LaB6 hexaboreto de Lantânio). As imagens foram 

obtidas a 120 kV e foram usados os modos campo claro, campo escuro e multifeixe. 

Obteve-se imagens do padrão de difração de elétrons para estudo das diferentes fases 

presentes nas amostras. Para a indexação e a análise dos padrões de difração de 

elétrons foi utilizado o software MacTempas.  

 

3.1.4 Dispersão dos NCs de dióxido de titânio (TiO2) 

 

A dispersão dos NCs foi preparada utilizando uma solução estoque de NCs das 

fases 1 e 2 em água ultrapura a uma concentração de 2 mg/mL (pH 4). Após este 

procedimento, um desintegrador ultra-sônico (Q-Sonica 700 W, EUA) equipado com uma 

ponta de 19 mm de Ti foi usado para dispersar os NCs. Para reduzir um aumento de 

temperatura das amostras, um banho de gelo foi utilizado durante o processo de 

sonicação direta. A sonicação foi então realizada a 32 W de potência acústica durante 

15 minutos, com um pulso de 8 segundos de duração ON e um OFF de 2 segundos em 

banho de gelo, com 50% de amplitude. O preparo dos NCs das amostras A e AR em 

meio de cultura de células foi realizado por diluição da solução estoque de 2 mg/mL em 

DMEM (GibcoTM, Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) suplementado com 

SFB (soro fetal bovino) a 10% (v/v), pH 7 nas concentrações de 5μg/mL, 50μg/mL, 100 

μg/mL e 250μg/mL. Devido ao aumento da agregação dosNCs em meio de cultura, o 

soro albumina bovina (BSA) foi utilizado como agente estabilizador. Para isso, adicionou-

se 100 μg/ml de BSA ao meio DMEM com SFB a 10%[12]. 

Inicialmente o preparo dos NCs das amostras RA e RB foram em água ultrapura 

em uma concentração de 10mg/mL. A sonicação foi realizada por 10 minutos, com um 

pulso de 8 segundos de duração ON e um OFF de 2 segundos em banho de gelo e com 

amplitude de 30%. E para os testes em meio de cultura foi realizado o mesmo preparo 

que as amostra A e AR, ou seja, nas concentrações 5, 50, 100 e 250μg/mL. 
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3.1.5 Análise do DLS (Dynamic Light Scattering) 

 

DLS é amplamente utilizado para a determinação in situ do tamanho médio de 

partícula ou DTP (distribuição de tamanho de partícula) dos NCs em suspensão 

preparados em diferentes tipos de meios[44].  

As medidas DLS foram realizadas usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Instruments Inc., MA, EUA), operando em modo de retrocesso com um ângulo de 

dispersão de 173 #. As amostras sonicadas em água deionizada (DI) foram analisadas 

em cubetas de poliestireno com 1 mL de volume total, para atingir um nível de dispersão 

de luz apropriado. Para cada amostra, as medidas foram realizadas em triplicata, com a 

mesma duração de tempo para cada análise, que foi determinada automaticamente pelo 

software Zetasizer.  

Também foram medidos os aglomerados dos NCs em meio de cultura completo 

(DMEM + SFB 10%) com BSA. Foram colocadas em cubetas 1 mL de cada amostra, 

também em triplicata. 

 

3.1.6 Isolamento e caracterização das CTM-TAs humano pelo método não-

enzimático 

 

As CTM-TAs foram isoladas de lipoaspirado de pacientes que assinaram o Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), de acordo com a aprovação do projeto 

pelo Comitê de Ética (nº 1.776.680). 

O material coletado foi levado ao Laboratório de Nanobiotecnologia da 

Universidade Federal de Uberlândia, deixado em repouso por 1 hora para que o material 

decantasse, separando na parte inferior o sangue e na parte superior a gordura 

resultante da ruptura das células adiposas. Em seguida foram retirados 15 ml de tecido 

adiposo (parte do meio), acrescentado 15ml de soro fetal bovino (Cultilab), e centrifugado 

a 1500 rpm por 5 minutos. Após a centrifugação foi feita a mesma separação, 

descartando a parte inferior da parte superior, e recolhendo somente o tecido adiposo. 

Após a terceira centrifugação, foram coletados fragmentos do tecido adiposo e o mesmo 

colocado nos cantos das garrafas pequenas de cultura (25cm²) e cobertos com cerca de 
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2,5ml de soro fetal bovino em cada fragmento. Depois de 24hs, foi adicionado Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM - Cultilab) baixa glicose com 20% de SFB. As células 

foram mantidas numa incubadora umidificada a 37°C com 5% de CO2. O meio foi trocado 

a cada dois dias até que as células atingissem 80-90% de confluência. 

O Comitê de Células-Tronco Tecidual e Mesenquimal da Sociedade 

Internacional para Terapia Celular (ISTC) propôs marcadores fenotípicos para 

caracterizar CTM-TA humano[24]. 

As células aderentes foram destacadas com tripsina a 0,25% / EDTA, 

centrifugadas por 5 min a 1.200 × g e ressuspensas em PBS. Alíquotas contendo 1 x 106 

de células foram incubadas com anticorpos monoclonais primários, sendo eles: positivos: 

CD 73 (APC), CD 105 (AF 488), CD 90 (PE/CY7), CD 29 (AF488), CD 13 (APC), CD 44 

(PE/CY7) e negativos: CD 31 (AF 488) E CD 45 (APC). E também com  BD ™ 

CompBeads Controle Negativo e 1 gota BDTM Comp Beads Anti-Mouse IgG, de acordo 

com o Comitê de Células-Tronco Tecidual e Mesenquimal da Sociedade Internacional 

para Terapia Celular (ISTC) [24]. 

As amostras foram analisadas usando um FACScan (BD Immunocytometry 

Systems, EUA) e os resultados foram adquiridos utilizando o software FlowJo. 

Para haver a confirmação que as células cultivadas pertenciam a linhagem de 

células-tronco mesenquimais, ao final da terceira passagem foi induzida a diferenciação 

de uma porção celular para a linhagem osteogênica, condrogênica e adipogênica. As 

células foram depositas em placas de seis poços e cultivadas em estufa umidificada a 

37 °C e 5 % CO2. O meio de cultivo era trocado a cada três dias e após 21 dias de cultivo. 

Para a diferenciação osteogênica as células foram coradas com Alizarin Red S (Alfa 

Aesar, Reino Unido) o qual cora a matriz mineralizada em vermelho, para 

adipogênica,foram coradas com Oil-red O (Sigma- Aldrich, Reino Unido) o qual cora as 

gotículas de gordura em vermelho. Já para a diferenciação condrogênica as células 

coradas com Alcian Blue o qual cora os proteoglicanos em azul. 

 

3.1.7 Ensaio de viabilidade celular utilizando Hoechst 33342 e IP (Iodedo de 

Propídio) 
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Após a confluência de 80-90%, as CTM-TA foram tripsinizadas (Tryple® Gibco®, 

New York, USA), semeadas em microplacas de 96 poços (1x104 células por poço) e 

incubadas em meio DMEM contendo 10% de SFB, durante 24 horas a 37°C e 5% de 

CO2.  Em seguida as células foram submetidas ao tratamento das diferentes amostras 

dos NCs(A, AR, RA e RB) e diferentes concentrações (5, 50, 100 e 250μg/mL). Após 24 

horas de tratamento, o meio de cultura foi retirado dos poços, lavado com PBS 

(phosphate buffer solution), e colocada a solução de marcação das células para a análise 

da viabilidade celular. Utilizou-se 2,5μL de IP (Sigma-Aldrich, excitação/emissão de 

535/617nm) e 10 μL de Hoechst 33342 (Thermo Scientific, Fisher, IL, EUA, excitação / 

emissão de 350 nm/461 nm). Foram adicionados 30 μL em cada poço desta solução e 

incubada por 10 minutos. O IP cora o núcleo de células mortas, enquanto o Hoechst 

33342 cora o núcleo de todas as células vivas. As imagens fluorescentes foram 

adquiridas por um sistema de alto conteúdo do Operetta High Content System (Perkin 

Elmer, Waltham, MA, EUA). O número de núcleos corados foi contado automaticamente 

e a viabilidade foi calculada como uma proporção de número de núcleos corados com IP 

e número de núcleos corados com Hoechst (% de citotoxicidade = # de núcleos corados 

com IP / # de núcleos corados com Hoechst × 100)1 pelo Software Harmony® [45]. 

 

3.1.8 Ensaio de localização dos NCs de TiO2 dopados com Eu 

 

As CTM-TAs foram semeadas em duas microplacas de 24 poços (0,5 x 104células 

por poço) por cima de lamínulas circulares de 13mm e incubadas em DMEM+10% de 

SFB, durante 24 horas a 37°C e 5% de CO2. As células foram tratadas com os NCs da 

amostra RB em diferentes concentrações (5, 50, 100 e 250μg/mL), e incubadas por 24 

horas. Em seguida, foi realizada a fixação das lamínulas com paraformaldeído 4% e 

montadas em lâminas com o corante Dapi (ProLong™ Gold Antifade Mountant with 

DAPI). A visualização foi realizada utilizando o microscópio Confocal A1+Nikon. A 

quantificação foi realizada pelo programa ImageJ, quanto à intensidade de fluorescência, 

adotando como padrão o valor de 60, para eliminar os debris. 

 

 
1 Razão entre as células inviáveis (positivas para IP) e células viáveis (marcadas somente com 
Hoeschst). 
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3.1.9  Ensaio de wound healing  
 

As CTM-TAs (5 x 104 células por poço) foram semeadas em microplacas de 24 

poços e incubadas em DMEM+10% de SFB, durante 24 horas a 37 °C e 5% de CO2, 

sendo adicionado os tratamentos com NCs de TiO2 da amostra RB nas concentrações 

de 5, 50, 100 e 200μg/ml. Após 24 horas de tratamento com os NCs foi realizado o ensaio 

de wound healing, confeccionando a ferida, ou seja, com a ponta da pipeta de 200ul fez-

se um risco em linha reta na região mediana de cada poço e, para posterior avaliação da 

migração. Para a remoção dos debris resultante da lesão, os poços foram lavados com 

solução salina tamponado com fosfato (PBS). Utilizou-se o tempo de migração em horas 

que foram de 0 e 24 horas através de fotografia(microscópio EVOS FL Cell Imaging 

System). O ensaio foi realizado em triplicata. A análise da taxa de migração foi avaliada 

pelo software Image J.  

 

3.1.10 Metabolômica 

 

A análise metabolômica foi realizada a partir da coleta de 100 μl do sobrenadante 

da cultura das CTM-TAs tratadas com os NCs de TiO2das 4 amostras (A, AR, RA e RB) 

na concentração de 200μg/ml. Foi escolhida a maior concentração para ter maior 

possibilidade de liberação de diferentes compostos. 

Preparo das amostras para metabolômica 

Após a coleta do sobrenadante foi adicionado 1 mL de metanol grau 

espectroscópico e a mistura incubada por 4 h a -80°C, e em sequência, centrifugada por 

15 min à 13.000 x g. Os sobrenadantes foram transferidos para outros microtubos para 

que fosse feita a concentração da amostra em concentrador a vácuo, por 30 min e, 

subsequentemente, as amostras foram liofilizadas. Para as análises de espectrometria 

de massa as amostras foram ressuspensas em 500 μL de metanol grau espectroscópico 

e filtradas em filtro de 0,22 μm. 

Análise de Espectrometria de Massas com ionização de eletrospray(IES/EM) por 

infusãoem fluxo 

 As análises de espectrometria de massas foram realizadas com um cromatógrafo 

líquido (marca Agilent modelo Infinity 1260) para injeção das amostras, acoplado a um 
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espectrômetro de massas de alta resolução tipo Q-TOF da marca Agilent modelo 6520 

B com fonte de ionização por electrospray (IES). Os parâmetros cromatográficos foram: 

0,2 mL.min–1 de fluxo constante da fase móvel com a composição de 90 % metanol e 10 

% de água acidificada com ácido fórmico (0,1 % (v.v–1)), o volume de injeção das 

amostras foi de 2 μL. Os parâmetros de ionização foram: pressão do nebulizador de 20 

psi, gás secante a 8 L.min–1 a uma temperatura de 220oC e no capilar foi aplicado uma 

energia de 4,5 KVa. Os dados foram adquiridos nos modos positivos e negativos. 

 

Análise Quimiométrica 

Os dados da análise de espectrometria de massas foram transportados para o 

ambiente MATLAB, versão R2015a, passaram por normalização, onde entende-se que 

para cada um dos valores de m/z de todos os espectros, foi achado o maior valor de 

abundância relativa e, esse, igualado a 100%. Então, para os outros valores de 

abundância relativa daquela m/z em questão, foram atribuídos valores proporcionais em 

porcentagem. 

 Os picos (valores de m/z) com abundância menor ou igual a 8% da abundância 

máxima foram retirados. Esse limite de corte é definido comparando o desempenho da 

análise dos componentes principais (PCA) para vários limites testados. 

A matriz para análise foi feita de acordo com a tabela abaixo. 

 

Tabela 3 – Matriz da análise metabolômica (quimiometria) realizada para as amostras (A,AR,RA e RB) e 

controle (Meio de cultura – DMEM) de NCs com duas repetições. 
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           GRUPOS TRATAMENTOS 

1            NCs Anatase  (A) 200μg 

2 NCs Anatase/Rutilo (AR) 200μg 

3 NCs Rutilo/Anatase (RA) 200μg 

4 NCs Rutilo/Brookita (RB) 200μg 

5 Controle (meio de cultura DMEM) 

 

 

Os modelos de PCA foram construídos usando o PLS_Toolbox, versão 8.62, 

seguindo as combinações apresentadas na tabela 4. 

 

Tabela 4 – Comparações realizadas entre os grupos de NCs por meio das análises dos componentes 

principais (PCA) considerando todos os metabólitos gerados para a análise quimiométrica. 

 

AMOSTRA ANALISADA GRUPO DESCRIÇÃO DA AMOSTRA 

A1                              4 
                             5 

        RB x CONTROLE 

A2                              3 
5 

        RA x CONTROLE 

A3 2 
5 

        AR x CONTROLE 

A4 1 
5 

        A x CONTROLE 

A5 1 
2 
3 
4 

       A x AR x RA x RB 
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3.2 Ensaios in vivo 

3.2.1 População amostral 

 

O protocolo de pesquisa foi submetido à apreciação e aprovado pela Comissão 

de Ética na Utilização de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlândia, sob o 

protocolo 097/15. 

Foram utilizados 39 (trinta e nove) ratos machos (Rattus norvegicus albibus 

Wistar), provenientes da Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de 

Uberlândia (REBIR-UFU), com 45 dias, e peso médio de 90g.O monitoramento do peso 

foi feito diariamente para avaliação da saúde, com o auxílio de balança, até atingirem o 

peso médio de 280g na idade de 90 dias. 

Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais apropriadas com recipientes 

garantindo alimento e água suficientes para a sobrevivência, além do controle de 

ambiente de 12 horas claro e 12 horas escuro (LD 12:12), com temperatura constante 

de 23±1°C e umidade relativa do ar em 50±5%, a fim de garantir o correto ciclo do 

metabolismo dos animais [46]. 

 

3.2.2 Grupos Experimentais 

 

Os animais foram submetidos a instalação dos dispositivos para a expansão 

maxilar. Após 7 (sete) dias da instalação dos dispositivos para expansão maxilar, os 

animais foram divididos nos seguintes grupos: 

Grupo I – Controle, com aplicação local de soro fisiológico; 

Grupo II – Aplicação local de células-tronco mesenquimais de tecido 

adiposo com nanocristais de TiO2 (RB na concentração de 50μg/ml) dopados com 

Európio; 

Grupo III – Aplicação local de nanocristais de TiO2 (RB na concentração de 

50μg/ml) dopados com Európio; 

Grupo IV – Aplicação local do sobrenadante da cultura de células-tronco 

mesenquimais de tecido adiposo com NCs TiO2 (RB na concentração de 50μg/ml) 

dopados com Európio; 

Grupo V– sem nenhum tratamento. 
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3.2.3 Procedimento de aplicação dos tratamentos 

 

Antes dos procedimentos de montagem do aparelho disjuntor, os animais foram 

anestesiados com uma associação de 0,12ml/100g de cloridrato de cetamina10% 

(Syntec)e 0,06ml/100g de xilazina 2%(Syntec) por via intraperitoneal. A aplicação dos 

tratamentos foi realizada na região da pré-maxila. 

 

3.2.4 Tratamentos e coleta de material 

 

Os tratamentos utilizando CTM-TA e NCs foram realizados aplicando na papila 

incisiva200ul de solução contendo 2 x 105 de células-tronco mesenquimais e nos 

tratamentos contendo NCs da amostra RB na concentração de 50μg/mL. 

Após 21 dias os animais foram submetidos a eutanásia para a coleta do material, 

onde o método escolhido foi de anestesia com superdosagem[46].  

Para a obtenção das peças, a dissecção foi realizada inicialmente com o auxílio 

de bisturi e lâmina número 12 para o descolamento da mucosa jugal das maxilas. 

Posteriormente utilizou-se uma tesoura de ponta romba, executando um corte 

tangencialmente a face distal do terceiro molar, outro na porção anterior e dois, 

bilateralmente as maxilas direita e esquerda, possibilitando desta forma a remoção da 

peça. Também foram removidos os pulmões, rim e fígado através da utilização de uma 

tesoura para fazer a abertura abdominal. 

As peças obtidas foram fixadas em paraformaldeído a 4% tamponado com fosfato 

de sódio a 0,1M (pH 7,4) e as maxilas foram descalcificadas com EDTA por 4 semanas. 

 

3.2.5 Análise de fluorescência 

 

As peças anatômicas da maxila e do pulmão foram colocadas no equipamento in 

vivo MS FX PRO Carestream (Bruker, Woodbridge, CT, EUA)para obter as imagens de 

fluorescência.  

Para a análise de fluorescência, a maxila, fígado, pulmão e rim e foram avaliados, 

aplicando comprimentos de onda de 550 nm e 600 nm para excitação e emissão do 

fluoróforo, respectivamente, durante 1 (um) minuto. Posteriormente realizou a 
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sobreposição das imagens, que foram analisadas por meio do software Carestream In-

Vivo MSFX Pro (Molecular Imaging, 2012) 

 

3.3 Análises Estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando Graph Pad Prism8.0, 

Software Inc, USA. Foi realizado o teste ANOVA e diferenças estatísticas foram 

consideradas quando o p < 0.05. 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1 Caracterização dos NCs de TiO2 em diferentes combinações de Anatase, Rutilo 

e Brookita 

 

Após a síntese dos Nanocristais estes foram caracterizados de acordo com os 

padrões de difração de raio x (XRD) das amostras, que foram sujeitos a técnicas de 

recozimento a 100ºC/24h, 500ºC/1h, 650ºC/1h e 800ºC/1h. Os padrões de difração 

característica de TiO2 em anatase(JCPDS: 1: 21-1272), rutilo (JCPDS: 1: 21-1276) e fase 

de brookita (JCPDS: 29-1360) são representados pelos símbolos (*) (**) e (***), 

respectivamente. Observa-se no padrão XRD dos NCs de TiO2 submetidos a 

recozimento térmico de 100°C/24h que são todos cristalinos e possuem apenas a fase 

de anatase. O aumento da temperatura de tratamento térmico de 100°C para 500°C foi 

crucial na transformação da fase anatase para rutilo e o crescimento de NCs. Nas 

amostras tratadas a 650°C/1h, a transformação da anatase para a fase rutilo foi mais 

notável e a presença de fase de brookita foi frequentemente observada como subproduto 

quando a precipitação foi realizada em um meio ácido. Com o aumento da temperatura 

térmica de recozimento para 800°C/1h, observou-se que os NCs de difração 

apresentaram 16% da fração em peso de brookita (Fig. 2). 

A Figura 2 mostra os espectros de micro-Raman de NCs de TiO2 sujeitos a 

recozimento térmico de 100ºC/24h, 500ºC/1h, 650ºC/1h e 800ºC/1h. Todos os espectros 
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foram normalizados até o pico de maior intensidade, de modo a facilitar a visualização 

dos modos ativos micro-Raman. Há bandas de Raman contendo vibrações 

características de NCs de TiO2 da fase anatase para a amostra sob termoloxamento a 

100ºC/24h. O espectro Raman de um cristal único de anatase possui seis modos 

permitidos a 144 cm-1 (Eg), 197 cm-1 (Eg), 399 cm-1 (B1g), 513 cm "1 (A1g), 519 cm" 1 

(B1g) e 639 cm-1 (Eg). A banda Raman em torno de 144 cm-1 não foi visualizada porque 

o detector do sistema Raman usou para detectar a faixa de 150-1000 cm-1. No espectro 

micro-Raman (Fig. 2b) de amostras de recozimento térmico a 500ºC/1h, há também os 

modos vibracionais da fase anatase. No entanto, havia uma pequena banda em cerca 

de 450 cm-1 associada a um modo vibratório da fase rutilo. Com o aumento da 

temperatura térmica de recozimento para 650ºC/1h ocorreu a transformação da anatase 

para a fase rutilo e algumas modificações nos espectros de NCs de TiO2. Essas 

mudanças estão relacionadas à transformação de anatase em fase de brookita, em 

excelente concordância com os resultados de XRD (Fig. 2a). Nos espectros de NCs de 

TiO2 sob térmico de recozimento a 800°C/1h existem modos de vibração de fase de 

brookita. Esses resultados confirmam a presença de fase de brookita, uma vez que a 

presença desta fase nos padrões XRD não está muito bem exibida. Portanto, ambos 

baseados nos resultados de XRD e micro-Raman, pode-se concluir que os NCs de TiO2 

são de alta pureza e exibem diferentes fases em função do tratamento térmico. 

 

Figura 2 - Caracterização de NCs de TiO2, conforme padrões do difratograma obtidos na análise por XRD 

(a) e micro Raman (b) nas diferentes temperaturas e tempos de síntese (100ºC/24h, 500ºC/1h, 650ºC/1h 

e 800ºC/1h).  
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de Raman reforçam a evidência de que esses NCs de TiO2 dopados com Eu são de alta 

pureza (Fig. 3B). 

A imagem dos NCs de TiO2 dopado com Eu na presença de luz ultravioleta (Fig. 

3C) apresentou luminescência vermelha, característica dos íons Eu+3, quando 

comparada às imagens na ausência de luz ultravioleta e às não dopadas, comprovando 

que os NCs foram marcados com Eu. 

 

Figura 3 - (A) Padrão de XRD da amostra de NCs de RB dopados com Eu. (B) Espectro Raman dos NCs 

da amostra RB dopados com Eu. (C) NCs sob luz ultravioleta e visível. 

 

4.3 Morfologia e identificação das diferentes fases por Microscopia eletrônica de 

transmissão 

 

Para este tipo de amostra, que é formada de partículas nanométricas, a MET é a 

técnica mais adequada para observar morfologia, tamanho e estrutura cristalina. 

Importante destacar, que durante a preparação das amostras foram gotejadas em uma 
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grade com filme de carbono onde ocorre a secagem do meio líquido, por isso, este 

processo tem uma tendência a induzir aglomeração dos NCs durante a secagem. 

As quatro amostras (A, AR, RA e RB) observadas no MET apresentaram diversas 

morfologias e presença de diferentes fases. A amostra A apresentou regiões com NCs 

de anatase de distribuição e tamanho homogêneos e regiões com partículas de 

tamanhos variados. Na figura 4A(a) pode-se observar um aglomerado de tamanhos de 

aproximadamente entre 10-20 nm. Vê-se na figura 4A(b) uma região de tamanhos bem 

variados (10 - 200 nm). O padrão de difração de elétrons da amostra A apresentou os 

anéis correspondes à estrutura da anatase (fig. 4A(c)), com pouca definição, formados 

por pontos de baixa intensidade, isto é indicativo de que o material possui uma baixa 

cristalinidade, em concordância com os resultados de difração de raios-x, onde também 

apresenta picos de difração de baixa intensidade. 

A amostra AR apresentou uma distribuição de tamanho homogênea medindo 

aproximadamente entre 10-20 nm. Na figura 4B(a) observa-se um aglomerado de 

anatase. Na figura 4B(b) as partículas não possuem uma morfologia bem definida. O 

padrão de difração de elétrons da figura 4B(c) apresenta anéis típicos da estrutura da 

anatase. 

A amostra RA apresentou duas espécies bem definidas de NCs que podem ser 

diferenciadas tanto pela distribuição bimodal de tamanho como também pela presença 

de duas estruturas cristalinas, correspondente às fases anatase e rutilo, observadas no 

padrão de difração de elétrons (Fig.4C). A figura 4C(a) revela a coexistência das fases 

anatase e rutilo. As partículas de menor tamanho, entre 10 - 40 nm correspondem à fase 

anatase, e as partículas de maior tamanho, entre 100 - 200 nm correspondem à fase 

rutilo. Observou-se que as partículas de anatase estão em maior número que as de rutilo, 

mas as partículas de rutilo ocuparam uma fração volumétrica bem maior, mesmo estando 

em menor quantidade. No padrão de difração de elétrons da figura 4C(c) foram 

observados anéis de difração correspondentes às estruturas da anatase (tetragonal de 

corpo centrado) e da rutilo (tetragonal simples), e os anéis correspondentes a anatase 

são formados por maior quantidade de pontos do que os da rutilo, que são formados por 

alguns pontos isolados.  
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A amostra RB apresentou uma distribuição de tamanho dos NCs da ordem de 50 

- 100 nm (Fig. 4D(a)). Observou-se a presença de um número muito reduzido de 

partículas da ordem de 5 - 10 nm (Fig. 4D(b)). O padrão de difração de elétrons da figura 

4D(c) apresentou pontos correspondentes às estruturas rutilo (R) e brookita (B). 

Identificou-se o plano (200) da fase ortorrômbica da brookita de distância interplanar 4,59 

A, a maioria dos pontos de difração correspondem à fase rutilo. 

 

Figura 4 – A) Amostra A: (a) região com NCs de anatase de distribuição de tamanho homogêneo, (b) 

Região com distribuição de tamanho heterogêneo, (c) Padrão de difração de elétrons da anatase pouco 

definido. B)  Amostra AR: (a) NCs da anatase de tamanho homogêneo, (b) Área com NCs em maior 

magnificação, (c) padrão de difração de elétrons típico da estrutura da anatase. C) Amostra RA: (a) 

Pequeno aglomerado contendo NCs de anatase e de rutilo, (b) Imagem com maior magnificação 

identificando as partículas de anatase (partículas menores), A e as partículas de rutilo, R, (partículas 

maiores), (c) padrão de difração de elétrons indica com anéis correspondentes às estruturas de anatase 

(A) e rutilo (R). D) Amostra RB: (a) pequeno aglomerado de NCs de tamanho homogêneo, (b) Imagem dos 

NCs em maior magnificação, (c) Padrão de difração de elétrons contendo anéis. 
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4.4 Análise de DLS (Dynamic Light Scattering - Espalhamento Dinâmico de Luz) 

 

Após a dispersão dos NCs de TiO2 utilizando desintegrador ultra-sônico, a técnica 

de DLS foi utilizada para medir o tamanho do aglomerado dos NCs de TiO2 quando 

dispersos em meio de cultura e em água deionizada (DI), sendo consideradas a 

distribuição dos NCs em função da intensidade, área, volume, quantidade e o índice de 

polidispersão. 

De acordo com os resultados, quando dispersos em meio completo os NCs 

apresentaram tamanhos similares independentemente da amostra (Tabela 5). 
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Tabela 5 – Valores médios do tamanho do aglomerado dos NCs de TiO2 analisados por DLS, após 

sonicação em água deionizada e em DMEM+SFB 10%+ BSA nas amostras A, AR, RA e RB. 

 

Amostras 
  NCs TIO2 

TAMANHO 
ÁGUA DEIONIZADA (DI) 

TAMANHO 
DMEM+SFB+BSA 

A (anatase)                    269,8 nm                231,46nm 

AR (anatase+rutilo)                    399,7 nm                216,60 nm 

RA (rutilo+anatase)                    184,16 nm                239,96 nm 

RB (rutilo+brookita)                    304,9 nm                 255,6 nm 

 

 Com as medições de cada análise (DI e meio completo + BSA), observou-se a 

maior instabilidade dos NCs quando sonicados em DI, devido a sua variação no tamanho 

dos aglomerados. Quando sonicadas em meio completo verificou-se uma maior 

estabilidade e uma diminuição do tamanho dos aglomerados formados em relação ao 

NCs dispersos em DI, com exceção da amostra RA, onde o aglomerado de NCs 

aumentou de tamanho quando disperso em meio completo (Fig. 5). 

 

Figura 5 – Tamanho dos aglomerados de NCs de TiO2 das 4 amostras quando sonicadas em DI e em 

meio completo com BSA. Solução estoque: NCs sonicados em água deionizada. Tamanho dos 

aglomerados em nanômetro (nm). (ANOVA-Turkey: ***p>0,05) 
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Figura 7 - Morfologia das CTM-TA em segunda passagem: aderente e morfologia fibroblastóide. Fotografia 

obtida através de microscopia eletrônica nos aumentos de 10x (A) e 4x (B), respectivamente. 

 

 

 

 

A imunofenotipagem por citometria de fluxo foi realizada utilizando os painéis de 

anticorpos positivos CD 73 (APC), CD 105 (AF 488), CD 90 (PE/CY7), CD 29 (AF488), 

CD 13 (APC), CD 44 (PE/CY7) e negativos: CD 31 (AF 488) E CD 45 (APC).  

Verificou-se 77,3% das células viáveis, sendo que 97,3% são específicas de 

células-tronco (Fig. 8A). 

As células apresentaram os marcadores positivos CD29, CD 13, CD 44, CD 73, 

CD 90 e CD 105 e os marcadores negativos CD44 e CD31 (Fig. 8B-C).  

Estes resultados mostraram que as células isoladas apresentaram os critérios 

determinados pela ISTC para caracterização de uma população de CTM [25] (Fig.8). 

 

Figura 8 - Análise dos marcadores positivos e negativos da população de CTM-TA por citometria de fluxo. 

A) Viabilidades das células analisadas; B) Marcadores negativos CD31 e CD45, marcadores positivos 13, 

29 e 44; C) Marcadores positivos 73, 90 e 105. 
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adipogênica (Fig. 9-A). A diferenciação osteogênica foi verificada pela visualização da 

mineralizaçãoda matriz extracelular corada com Vermelho de Alizarina , o qual cora os 

cristais de cálcio (Fig. 9-B). Na diferenciação condrogênica a matriz de 

gliocasaminoglicanos foram foradas de azul pelo Alcian Blue (Fig. 9-C). 

 

Figura 9 – A) Diferenciação das CTM-TA na linhagem adipogênica observando gotículas de lipídios 

coradas com Oil-Red; B) Linhagem osteogênica onde observa depósitos de cálcio corado com vermelhos 

de Alizarina; e C) Presença de matriz de glicosaminoglicanos coradas com Alcian Blue na diferenciação 

condrogênica. 

 

 

4.6 Ensaio da viabilidade celular 

 

O teste de citotoxicidade das CTM-TAs com NCs de TiO2 foi avaliado com 24 

horas após tratamento. A análise da imagem para quantificação da citotoxicidade é 

composta por: contagem das células e detecção de núcleos corados pelo Hoechst. 

Foi comparada a viabilidade da mesma amostra de NCs com diferentes 

concentrações, onde observou-se que na amostra A em uma concentração de 100μg 

ocorreu uma redução da viabilidade celular estatisticamente significativa quando 

comparada com o controle, 5, 50e 250μg (Fig. 10A). Na amostra AR as concentrações 

de 100 e 250µg apresentaram uma redução da viabilidade celular estatisticamente 

significativa quando comparadas com o controle e com 5µg (Fig. 10B). Já a amostra RA 

não apresentou diferença estatística entre as concentrações analisadas (Fig. 10C). A RB 

na concentração de 250µg apresentou uma redução de viabilidade estatisticamente 

significativa quando comparada com o controle e as concentrações de 5 e 50µg (Fig. 

10D). No entanto, mesmo existindo redução significativa de viabilidade em diferentes 
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concentrações de NCs nas diferentes fases, a viabilidade celular mínima encontrada foi 

de 90%,valor no qual as células ainda apresentam boa viabilidade. 

 

Figura 10 – Viabilidade das CTM-TAs após tratamento com NCs de TiO2 da mesma amostra e em 

diferentes concentrações: A) Anatase (A), B) Anatase-Rutilo (AR), C) Rutilo-Anatase (RA) e D) Rutilo-

Brookita (RB). (ANOVA-Turkey: ***p > 0,0005; **p = 0,005; *p < 0,05).   
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A análise de viabilidade celular feita pelo Operetta High Content System também 

avaliou as imagens das CTM-TAs com os NCs de TiO2. Temos a imagens das células 

em brightfield (campo branco - 11A.1 e 11B.1); completa sobreposta (IP + Hoechst 

33342): que cora células mortas (apoptose ou necrose) e com Hoechst que cora células 

vivas (Fig. 11A.2 e 11B.2); e com Hoechst: somente as CTM-TAs (células vivas) (11A.3 

e 11B.3). Estas imagens confirmam a quantificação realizada na figura 10. 

 

Figura 11 – Imagem das CTM-TA com o tratamento dos NCs de TiO2, quanto à viabilidade celular: A) A 

(anatase); B)  AR (anatase/rutilo); C) RA (rutilo/anatase) e D) RB (rutilo/brookita). Linhas 1: campo branco; 

2: sobreposição de campo branco e fluorescência; 3: fluorescência. 
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4.7 Ensaio de internalização dos NCs de TiO2 da amostra RB nas CTM-TAs 

 

O objetivo deste ensaio foi avaliar a capacidade de internalização nas células dos 

NCs da amostra RB nas diferentes concentrações (5, 50, 100 e 250µg) no tempo de 24 

h de tratamento. A escolha do NC RB para o ensaio de localização foi devido a 

estabilidade apresentada, conforme o ensaio de DLS, a alta viabilidade celular e por 

possuir em sua composição apenas brookita e rutilo e não anatase, que já foi 

apresentada em vários trabalhos de pesquisa como tendo maior citotoxicidade e 

genotoxicidade[49]. 

Em nosso estudo, após 24 h de tratamento, verificou-se um padrão de 

internalização no citoplasma das CTM-TAs nas imagens obtidas por microscópio, pois 

os NCs estão dopados com Eu e não são visualizados no núcleo esta marcação. O 
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aumento da concentração dos NCs, aumenta a quantidade de internalização dos NCs 

(Fig. 12A), mas a análise estatística (GraphPad Prisma) referente a quantificação da área 

ocupada pelos NCs no interior das células em todas as concentrações, não 

apresentaram diferença significativa, quando comparada com o grupo controle (Fig.12B). 

 

Figura 12 – A) Imagens feitas com microscópio Confocal após 24 horas de tratamento das CTM-TA com 

NCs de TiO2 da amostra RB, nas concentrações 5, 50, 100 e 250µg (aumento de 40x); B) Quantificação 

dos NCs de TiO2 após tratamento de 24h em CTM-TAs (Programa ImageJ). (ANOVA-Turkey: ***p > 

0,0005; **p = 0,005; *p < 0,05).   
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Figura 13 – Análise de migração das CTM-TAs após 24h de tratamento comas amostras A (anatase), AR 

(anatase-rutilo), RA (rutilo-anatase) e RB (rutilo-brookita), onde mostra que na amostra RB com 

concentração de 50μg/ml houve maior fechamento do arranhão. (ANOVA-Turkey: **p = 0,005; *p < 0,05).   

  

 

 

Figura 14 – Imagem feita em microscópio óptico do ensaio de migração demonstrando o fechamento do 

arranhão no ensaio de migração celular das CTMs tratadas com NCs de TiO2 com as amostras A, AR, RA 

e RB nas concentrações 50, 100, 150 e 200 µg. 
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4.9 Uso de PCA  em dados de Espectrometria de Massas 

 

Após análise de PCA e HCA foram obtidos os resultados no modo de ionização 

positivos e negativos. Modo positivo são moléculas carregadas positivamente e modo 

negativo são as moléculas que formam ânions. 

Modo POSITIVO:  

Modelos A1(amostra RB x controle), A2 (amostra RA x controle), A3 (amostra AR 

x controle), A4 (amostra A x controle): As PCA’s foram construídas usando como pré-

processamento o mean center, obtendo, todas 2 PC’s e respectivamente 95,40%; 

96,08%; 95,83% e 94,69% de variância explicada(comparação entre as amostras e 

controle em relação aos compostos encontrados). O modelo A4 teve separação total 

(Fig. 15-A), o modelo A3 a separação parcial dos grupos (Fig. 15-B), e os modelos A1 e 

A2 não conseguiram diferenciar as amostras (Fig. 15-C e D). A separação total indica a 

produção de compostos diferentes nas diferentes amostras. Na separação parcial há 

alguns compostos semelhantes entre as amostras. 

 

Figura 15 – Análise de PC’s comparando no modo positivo das A, AR, RA e RB com o Controle: A) 

Separação total da amostra A em relação ao controle; B) Separação da amostra AR em relação ao 

controle; C) Não ocorreu a separação da amostra RA em relação ao controle; e D)  Não ocorreu a 

separação da amostra  RB em relação ao controle. 

. 
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 Os modelos A3 e A4 que apresentaram separação parcial e total respectivamente, 

foram submetidos a análise de quimiometria e foram observados no modo positivo os 
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componentes 437 (27%), 706 (22%) e 202 (13%) e nos modelos A3 e A4 em maior 

porcentagem, onde foram obtidos separação parcial e total respectivamente(Fig. 16). 

 

Figura 16 – Quimiometria nos modelos A3 e A4: Presença em maior porcentagem dos compostos 437, 

706 e 202. 

 

Modelo A3      
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Modelo A4 

 

 

Os compostos identificados no modo positivo são fosfoesnfingolipídios subclasse 

ceramida fosfoetanolamida. São lipídios estruturais da membrana celular, importantes 

na sinalização celular, nos processos de regulação do crescimento celular, sobrevivência 

das células, sistema imune, integridade vascular e epitelial. Devido a subclasse 

ceramida, esses compostos também desempenham um papel essencial nas 

inflamações, angiogênese, neurodegeneração e terapia para câncer [50], o que torna 

importante sua presença após o tratamento das CTM-TAs com os NCs de TiO2, pois 

podem auxiliar no processo de regeneração tecidual.  

 

Modo NEGATIVO: 

Modelos A4, A3, A1: As PCA’s foram construídas usando como pré-

processamento o mean center, todas com 2 PC’s e respectivamente 82,40% (Fig. 17-A); 

80,18% (Fig. 17-B) e 86,09% (Fig. 17-C) de variância explicada. O modelo de PCA, 

(construídos usando a distância euclidiana, o mean center como pré-processamento e o 

Ward’s Method como método de ligação), capturaram o mesmo comportamento dos 

modelos no modo positivo. 
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Figura 17 – Modelo de PCA’s para modo negativo construídos usando a distância euclidiana, o mean 

center como pré-processamento e o Ward’s Method como método de ligação. Separação das amostras: 

A) amostra A x controle; B) amostra AR x controle e C) amostra RB x controle. 

 

A       

 

 

 

B 
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C 

 

 

 

 Modelo A2: A PCA usou o mean center como pré-processamento e obteve 3 PC’s(PC1, 

PC2 e PC3) com 91,27% de confiança (soma das porcentagens dos 3 PC’s). O número 

maior de PC’s comparado ao modo positivo não foi suficiente para separar os grupos RA 

e Controle (Fig. 18). 

 

Figura 18 – Análise Quimiométrica com a não separação entre a amostra RA e controle. 
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 No modo negativo o composto 339 foi encontrado em maior porcentagem também 

nos modelos A4 e A5 (Fig. 20). 

 

Figura 20 - Presença do metabólito 339 para os modelos A3 (amostra AR) e A4 (amostra A) de NCs de 

TiO2 aplicados à CTM-TAs, com uma contribuição de 35% e 22,5%, respectivamente. 
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Modelo A4 

 

 

 Os metabolitos obtidos na análise do modo positivo e identificados como 437, 706 

e 202, bem como o metabolito identificado como 339 obtido da análise do modo negativo 

foram liberados em maior quantidade pelas CTM-TAs após 24h de tratamento com 

200μg de NCs da amostra RB. 

 

4.10 Análise histológica e análise de fluorescência 

 

Para avaliar se os NCs dopados com Eu aplicados na maxila dos ratos se 

migraram para outro órgão, as imagens de fluorescência foram obtidas dos grupos 

tratados com NCs de TiO2. As análises mostraram que os diferentes tratamentos 

contendo NCs da amostra RB dopada com Európio aplicada na maxila dos ratos 

apresentaram diferenças estatísticas quanto a intensidade de fluorescência quando 

comparadas ao grupo controle e ao grupo tratado com sobrenadante dos NCs. O grupo 

com tratamento contendo apenas os NCs foi o que obteve maior fluorescência, acima de 

2 milhões de pixels (Fig. 21-A), assim como no fígado porém com fluorescência menor 

que 1 milhão de pixels (Fig. 21-B). No pulmão não foi observada diferença entre o 
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controle e os tratamentos, estando a fluorescência entre os grupos em torno de 2 milhões 

de pixels (Fig, 21-C). No rim o grupo tratado com NCs foi o que obteve maior 

fluorescência (Fig. 21-D), mas não apresentou diferença estatística entre os outros 

tratamentos. 

 

Figura 21 – Análise da intensidade de fluorescência nos diferentes órgãos dos ratos após aplicação de 

CTM-TAs e/ou NCs da amostra RB dopados com Európio na concentração de 50μg/ml. A) Intensidade de 

Fluorescência obtida na Maxila de ratos; B) Intensidade de Fluorescência obtida no Fígado; C) Intensidade 

de Fluorescência obtida no Pulmão; D) Intensidade de Fluorescência obtida no rim. 

 

 

 

Os resultados também podem ser visualizados pelas imagens abaixo das peças 

anatômicas: 
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Figura 22 – Imagens da intensidade de fluorescência nos diferentes órgãos dos ratos após aplicação de 

CTM-TAs e/ou NCs da amostra RB dopados com Európio na concentração de 50μg/ml. A) Maxila; B) 

Fígado; C) Pulmão; D) rim. 
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A análise histológica foi realizada próximo das fossas nasais e mostrou que não 

ocorreu alteração em comparação ao grupo controle. Os animais que receberam os 

diferentes tratamentos na região da papila incisava mostraram aspectos histológicos 

similares ao grupo controle e ao grupo sem tratamento, ou seja, sem infiltrado 

inflamatório e com fibras colágenas organizadas, sem alteração em relação aos vasos 

sanguíneos (Fig. 23). 

 

Figura 23 – Cortes histológicos próximo das fossas nasais dos ratos nos diferentes tratamentos onde não 

foi verificada alteração entre os grupos. Grupo I: controle; Grupo II: células-tronco mesenquimais 

associadas a 50μg/mL de NCs da amostra RB; Grupo III: 50μg/ml de NCs da amostra RB diluída em PBS; 

Grupo IV: sobrenadante das células-tronco mesenquimais associadas a 50μg/mL de NCs da amostra RB. 

Grupo V: sem tratamento.  
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Após análise histológica nos alvéolos, bronquíolos e artéria pulmonar observou-

se que em nenhum dos grupos foi apresentado focos fibroblásticos e nem fibrose 

intersticial, conforme figura 23. 

 

Figura 24 -  Avaliação histológica de alvéolo,  artéria pulmonar e bronquíolos dos grupos: Grupo I: 

controle; Grupo II: células-tronco mesenquimais associadas a 50μg/mL de NCs da amostra RB; Grupo 
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III: 50μg/ml de NCs da amostra RB diluída em PBS; Grupo IV: sobrenadante das células-tronco 

mesenquimais associadas a 50μg/mL de NCs da amostra RB. Grupo V: sem tratamento.  
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5 DISCUSSÃO 

 

A Nanobiotecnologia é considerada a única fusão de biotecnologia e 

nanotecnologia pela qual a microtecnologia clássica pode ser incorporada a uma 

abordagem biológica molecular real. Essa nova união científica pode facilitar a pesquisa, 

integrando aplicações tecnológicas de ponta e nanotecnologia em questões biológicas 

contemporâneas [51]. Com estas perspectivas, se torna importante a utilização de 

nanopartículas no viés biológico. Por este motivo, esse trabalho teve como objetivo 

avaliar os diferentes NCs de TiO2, sintetizados pelo Instituto da Física da UFU para uso 

na bioengenharia tecidual, quanto ao seu potencial de aglomeração, viabilidade celular, 

internalização celular, migração celular e produção de metabólitos em ensaios in vitro. 

Após a escolha da melhor amostra de nanocristal, os ensaios in vivo foram realizados 

para avaliar seu comportamento quanto a localização em diferentes órgãos. 

Diversos estudos, “in vitro” e “in vivo”, têm mostrado resultados promissores no 

beneficiamento da medicina regenerativa utilizando a terapia celular associada aos 

biomateriais. Independentemente da metodologia para a síntese/fabricação do 
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biomaterial, devem ser consideradas características biológicas bem aceitas como 

viabilidade celular (citotoxicidade), capacidade de migração e alteração tecidual. Um 

controle rigoroso sobre esses aspectos é uma ferramenta poderosa para modular o 

destino celular, orientando o comportamento e a resposta celular in vitro e in vivo. Na 

regeneração de um tecido danificado é necessário que o local da injúria forneça suporte 

à migração, proliferação e diferenciação de células indiferenciadas[52]. 

O ensaio do DLS foi importante para determinar a estabilidade dos aglomerados 

dos NCs quando dispersos em diferentes soluções. As suas propriedades físico-

químicas podem tornar-se muito diferentes das propriedades dos mesmos materiais com 

diferentes dimensões. Assim, pode-se dizer que as propriedades dos nanomateriais de 

uma determinada substância dependem também do tamanho, pois determinam seu 

comportamento, podendo ser totalmente diferente, como se tratasse de uma nova 

substância [53], principalmente quando na presença ou ausência de soro, pois ele 

modula a eficiência de internalização e os efeitos adversos dessas NPs [54]. Os 

resultados referentes a amostra RB se destacaram porque os seus aglomerados 

dispersos em meio completo (DMEM+BSA+SFB) apresentaram uma maior estabilidade, 

o que é extremamente importante na sua associação às CTM-TAs com finalidades 

terapêuticas. Em outros trabalhos ao preparar os NCs adicionado ao BSA observou-se 

a estabilidade no tamanho dos aglomerados, comprovados pela análise de DLS [44, 55]. 

Quanto a viabilidade celular, em alguns estudos, a forma anatase promoveu 

maiores danos celulares com alterações morfológicas severas, como: ruptura dos 

filamentos de actina e da membrana celular [56]. O Comitê de Avaliação de Risco (RAC) 

da Agência Europeia de Produtos Químicos (ECHA) concluiu, em junho de 2017, que o 

TiO2 (em todas as suas formas) deve ser classificado como suspeito de ser cancerígeno 

humano (categoria 2) por inalação [57]. Porém, nossos resultados mostraram que a 

metodologia utilizada para a síntese e preparo dos NCs não promoveram nenhuma 

redução da viabilidade das CTM-TAs, pois a adição de peptídeos, proteínas e 

macromoléculas nos meios (por exemplo, albumina sérica bovina - BSA ou soro fetal 

bovino - SFB) indicam que os NCs se mantém em um estado disperso estável, o que 

também pode facilitar o contato com as células [57]. 

Em estudos de genotoxicidade in vitro realizados com NPs de TiO2, os 

pesquisadores utilizaram vários tempos de incubação, variando geralmente de 1 a mais 

de 24 horas e nenhuma resposta genotóxica dependente do tempo foi identificada [58]. 
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Esses resultados estão de acordo com os resultados obtidos nesse estudo, onde os NCs 

da amostra RB tiveram um comportamento padrão de internalização pelo ensaio de 

localização, pois quanto maior a concentração dos NCs, maior quantidade de NCs foram 

detectados no citoplasma das células e sua presença não foi observada no núcleo. 

Em um levantamento de estudos com NCs foi verificado que não há nenhuma 

pesquisa com a forma RB (rutilo-brookita), por isso há a necessidade de mais pesquisas 

deste nanocristal, já que essa combinação foi a que apresentou melhores resultados in 

vitro nesse estudo. 

O ensaio de wound healing (cicatrização de feridas) é particularmente adequado 

para estudos de migração direcional de células e sua regulação por interação celular 

com matriz extracelular (MEC) e interações célula-célula. [59, 60], envolve interações 

dinâmicas entre vários tipos de células, com moléculas da matriz extracelular e produção 

regulada de mediadores solúveis e citocinas [61]. A utilização do NC RB, na 

concentração de 50 μg/ml, aumentou a migração das CTM-TAs após 24 horas, o que 

sugere que esses NCs estimulam a secreção de fatores que podem facilitar a migração 

dessas células para o tecido alvo, podendo ser um componente essencial no 

desenvolvimento de terapêuticas aprimoradas para a regeneração tecidual. 

O estudo da utilização de NCs de TiO2 associados a CTM-TA com objetivo de 

regeneração óssea é extremamente importante, pois pode gerar tratamentos mais 

eficazes, além disso alguns estudos já demonstraram um alto potencial para o design de 

novos biomateriais e scaffodls com base na anatomia do osso [62]. 

A metabolômica tem ocupado um lugar importante na bioanálise e na investigação 

biomédica nos últimos anos, posicionando-se como a mais recente das tecnologias 

“ômicas” [63]. Na análise de espectrometria de massa foi encontrado no modo positivo 

os componentes 437, 706 e 202 e no modo negativo o componente 339, ambos nas 

amostras A e AR. 

A identificação dos metabólitos fosfoenfingolipídios subclasse ceramida 

fosfoetanolamida demonstrou que os NCs estimulam a produção de substâncias 

importantes para a sobrevivência e proliferação celular. 

A produção de substâncias análogas às bases esfingóides pode levar a novos 

agentes antibacterianos, antifúngicos, anticâncer, anti-inflamatórios, 

imunossupressores, entre outros. Sabendo que as CTM-TAs tratadas com NCs de TiO2 

produzem esses metabólitos, essa informação abre novas perspectivas para a aplicação 
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destes NCs, podendo ser futuramente utilizados como agentes antibacterianos, 

antifúngicos, anticâncer, anti-inflamatórios, imunossupressores, entre outros. 

Já foi verificado que a maioria das células inoculadas por via intravenosa foram 

encontradas localizadas nos pulmões, sugerindo o aprisionamento celular nesse órgão 

e sendo um fator limitante para a entrega de células [64].  

Nesse estudo, com a aplicação local de CTM-TAs não foi observado nenhum 

aprisionamento destas células no pulmão, rim ou fígado pelas imagens de fluorescência, 

mas sim restrita ao local da aplicação (maxila), como foi verificado pelas imagens de 

fluorescência, apresentando redução de efeitos secundários. 

Os nanomateriais, para fins de regeneração, podem ser aplicados localmente 

sendo utilizados como material de enchimento ou como revestimentos de superfícies, 

sozinhos ou associados a células-tronco. Esses biomateriais podem influenciar o 

comportamento celular direcionando e induzindo diversos processos celulares, como o 

aumento da migração celular encontrado nesse estudo, que pode potencializar uma 

terapia celular, por facilitar a migração de células ao tecido alvo. 

 

6 CONCLUSÃO 

 

Os NCs de TiO2 das diferentes amostras (A, AR, RA e RB) e concentrações (5, 

50, 100 e 200 μg) não reduziram a viabilidade das CTM-TAs, apresentaram localização 

citoplasmática e dispersão estável, bem como aumentaram a migração das CTM-TAs, o 

que pode auxiliar em uma terapia celular na medicina regenerativa. Além disso, as CTM-

TAs associadas aos NCs de TiO2 liberam metabólitos identificados como 

fosfoenfingolipídios subclasse ceramida fosfoetanolamida, que são fundamentais para a 

sobrevivência e proliferação celular, bem como em processos inflamatórios e 

angiogênese. 

 

Perspectivas Futuras 

Identificação dos metabólitos para melhor compreensão do mecanismo de ação 

dos NCs, bem como novos estudos destes NCs talvez incluídos em alguma estrutura ou 

scaffolds. 
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