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RESUMO 

 

Implantes ortopédicos e dentários são usualmente fabricados com o titânio (Ti) por 
causa de sua biocompatibilidade. Os implantes estão susceptíveis a uma ineficaz e 
demorada integração com o tecido ósseo circundante, osseointegração, podendo 
prolongar o processo de cicatrização e propiciar infecções no local. Os nanotubos de 
dióxido de titânio (TNTs) têm sido uma estratégia de modificação de superfícies de 
implantes de Ti. Ademais, as propriedades osteogênicas dos TNTs podem ser 
melhoradas pela sua funcionalização com moléculas bioativas. Portanto, o presente 
trabalho objetivou imobilizar a lectina purificada das sementes de Cratyllia mollis 
(Cramoll 1,4) em TNTs revestidos com filmes automontados dos polieletrólitos 
hidrocloreto de polialilamina (PAH) e ácido poliacrílico (PAA). Por conseguinte, 
verificar a ação das diferentes superfícies sobre a adesão e proliferação de células 
semelhantes a osteoblastos. Foi objetivado também realizar uma revisão detalhada 
na literatura sobre como as biomoléculas podem ser usadas para funcionalizar os 
TNTs e melhorar a aplicabilidade dessas nanoestruturas na biomedicina. Os TNTs 
foram obtidos pelo processo de anodização e a técnica Layer-by-Layer (LbL) 
possibilitou o revestimento dos TNTs com cinco camadas alternadas de PAH e PAA. 
A morfologia dos TNTs foi avaliada pela microscopia eletrônica de varredura. As 
superfícies dos nanossistemas foram caracterizadas pelas técnicas de espectroscopia 
no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e microscopia de força atômica 
(AFM); a caracterização eletroquímica também foi feita pela espectroscopia de 
impedância eletroquímica (EIS). A atividade de Cramoll 1,4 após funcionalizar os 
TNTs foi avaliada através do teste de ligação à ovoalbumina. A adesão das células 
nas diferentes superfícies foi analisada pela microscopia de fluorescência e a 
proliferação celular pelo ensaio com o corante resazurina. Os TNTs apresentaram 
diâmetro e espessura média da parede de 70,9 e 10,1 nm, respectivamente, e o 
processo de LbL não modificou a morfologia dos TNTs. Tendo a última camada do 
LbL sobre os TNTs (TNTs-LbL) formada com o PAH, permitiu a disposição de grupos 
amina para a interação eletrostática com os grupos carboxila de Cramoll, e, assim, 
promoveu a imobilização de Cramoll 1,4 (TNTs-LbL-Cramoll). A análise de FTIR 
possibilitou a confirmação da lectina no nanossistema TNTs-LbL-Cramoll pois 
evidenciou o aparecimento das bandas Amida I e Amida II. Através da AFM foi 
verificado que após as etapas de modificação da superfície dos TNTs houve aumento 
da rugosidade. A EIS mostrou maior resistência à transferência de elétrons na 
presença de Cramoll 1,4 nos substratos. Essa lectina continuou com sua bioatividade 
quando imobilizada nas matrizes nanotubulares pois conseguiu se ligar à 
ovoalbumina. A microscopia de fluorescência demonstrou uma maior adesão celular 
nos TNTs-LbL e nos TNTs-LbL-Cramoll quando comparadas às superfícies com 
apenas TNTs. A lectina, principalmente nas concentrações de 80, 160 e 320 µg/mL, 
no nanossistema TNTs-LbL-Cramoll estimulou maior proliferação celular em 
comparação com as outras matrizes. Biomoléculas podem ser usadas para carregar 
e/ou revestir os TNTs e, assim, aprimorar as aplicações biomédicas dessas 
superfícies nanoestruturadas. Portanto, os resultados sugerem que a funcionalização 
de implantes de Ti baseados em TNTs com a lectina Cramoll 1,4 pode promover uma 
maior rapidez no processo de osseointegração.   
  
Palavras-chave: Nanotubos de dióxido de titânio. Implante. Cramoll. 
Osseointegração. 



 

ABSTRACT 

 

Orthopedic and dental implants are usually manufactured with titanium (Ti) because of 
their biocompatibility. Implants are susceptible to an ineffective and delayed integration 
with the surrounding bone tissue, osseointegration, which can prolong the healing 
process and propitiate infections in the local. Titanium dioxide nanotubes (TNTs) have 
been a strategy for modifying Ti implant surfaces. In addition, osteogenic properties of 
TNTs can be improved by their functionalization with bioactive molecules. Therefore, 
the present work aimed to immobilize purified lectin from Cratyllia mollis seeds 
(Cramoll 1,4) on TNTs coated with self-assembled films of poly(allylamine 
hydrochloride) (PAH) and poly(acrylic acid) (PAA). Thereafter, to check action of the 
different surfaces on adhesion and proliferation of osteoblast-like cells. It was aimed 
also to perform a review in literature about how biomolecules can be used to 
functionalize TNTs and improve the applicability of these nanostructures in 
biomedicine. TNTs were obtained by anodization process and the Layer-by-Layer 
(LbL) technique allowed the coating of TNTs with five alternating layers of PAH and 
PAA. TNTs morphology was evaluated by scanning electron microscopy. Nanosystem 
surfaces were characterized by Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) and 
atomic force microscopy (AFM) techniques; electrochemical characterization was also 
performed by electrochemical impedance spectroscopy (EIS). Activity of Cramoll 1,4 
after to functionalize TNTs was evaluated by ovalbumin-binding assay. Adhesion of 
cells on different surfaces was analyzed by fluorescence microscopy and cell 
proliferation by resazurin dye assay. TNTs present an average diameter and wall 
thickness of 70.9 and 10.1 nm, respectively, and LbL process did not modify TNTs 
morphology. Having the last layer of LbL on TNTs (TNTs-LbL) formed with the PAH, 
allowed the arrangement of amine groups for the electrostatic interaction with carboxyl 
groups of Cramoll, and thus promoted the immobilization of Cramoll 1,4 (TNTs-LbL-
Cramoll). FTIR analysis enabled the confirmation of lectin on TNTs-LbL-Cramoll 
nanosystem because evidenced the onset of Amida I and Amida II bands. Through 
AFM it was verified that after the modification steps of TNTs surface there was increase 
of roughness. EIS showed greater resistance to electron transfer in the presence of 
Cramoll 1,4 on substrates. This lectin continued with its bioactivity when immobilized 
in the nanotubular arrays because it was able to bind to the ovalbumin. Fluorescence 
microscopy demonstrated an increase cell adhesion on TNTs-LbL and TNb-LbL-
Cramoll when compared to bare TNTs surfaces. The lectin, mainly at concentrations 
of 80, 160 and 320 μg/mL, on TNTs-LbL-Cramoll nanosystem stimulated greater cell 
proliferation compared to the other arrays. Biomolecules can be used to charge and/or 
coat TNTs and, thus, enhance biomedical applications of these nanostructured 
surfaces. Therefore, the results suggest that functionalization of Ti implants based on 
TNTs with the Cramoll 1,4 lectin can to promote a faster osseointegration process.
  
 
Key-words: Titanium dioxide nanotubes. Implant. Cramoll. Osseointegration.  
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1 INTRODUÇÃO           

  

 Implantes metálicos têm sido cada vez mais utilizados pela população em 

envelhecimento ofertando-lhe uma maior qualidade de vida. Os principais implantes 

ortopédicos compreendem as próteses para a substituição de articulações e 

dispositivos para a fixação de fraturas e estabilização da coluna (SANSONE; PAGANI; 

MELATO, 2013). Já os implantes dentários são comumente usados em casos de 

perda dentária resultante de doenças e traumas (THOMAS, 2014). No entanto, uma 

das principais falhas na reabilitação terapêutica promovida por implantes dentários e 

ortopédicos é devido à uma insuficiente osseointegração desses implantes levando a 

um afrouxamento asséptico do tecido ósseo circundante ao biomaterial (RAPHEL et 

al., 2016).           

 A citocompatibilidade e a preservação do fenótipo diferenciado das células 

circundantes ao implante são características fundamentais para os biomateriais cuja 

osseointegração é o principal objetivo (CAMPOCCIA; MONTANARO; ARCIOLA, 

2013). O titânio (Ti) é um metal muito utilizado na fabricação de implantes 

osseointegrados. A excelente biocompatibilidade do Ti é ofertada principalmente pela 

formação de uma camada de dióxido de titânio (TiO2) estável em sua superfície que 

garante a este metal, por exemplo, uma elevada resistência à corrosão (PIRES; 

BIERHALZ; MORAES, 2015; SAINI et al., 2015).    

 Modificações nas superfícies dos implantes de Ti são requisitadas para facilitar 

a osseointegração desses implantes. Uma estratégia de modificação promissora é 

através da fabricação de nanotubos de TiO2 (TNTs) na superfície do Ti. Os TNTs, 

cujas dimensões são comparáveis às estruturas em nanoescala do osso, melhoram a 

bioatividade das células na superfície do Ti e ainda esses TNTs podem ser 

funcionalizados com biomoléculas ativas capazes de melhorar a osteogênese na 

interface osso-implante (GULATI et al., 2016).      

 Lectinas correspondem a um grupo de proteínas que têm a propriedade de 

reconhecer e se ligar a carboidratos livres ou presentes em glicoconjugados. Essas 

proteínas são onipresentes na natureza e podem ser aplicadas para fins diagnósticos 

e/ou terapêuticos (COELHO et al., 2017). Uma lectina glicose/manose específica 

extraída de sementes da leguminosa Cratylia mollis, chamada Cramoll 1,4, alberga 

uma grande versatilidade de aplicações biomédicas, tais como ação mitogênica 

(MACIEL et al., 2004; SILVA et al., 2014).      
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 Nesse sentido, o presente trabalho promoveu a funcionalização de TNTs com 

Cramoll utilizando os polieletrólitos hidrocloreto de polialilamina (PAH) e ácido 

poliacrílico (PAA). Por conseguinte, as diferentes superfícies das matrizes 

nanotubulares foram analisadas quanto a capacidade de adesão e estímulo da 

proliferação de células semelhantes a osteoblastos. Ademais, foi feito um 

levantamento bibliográfico para explicar as principais técnicas de imobilização de 

biomoléculas nos TNTs e as recentes abordagens de como tais superfícies 

funcionalizadas podem ser aplicadas para fins biomédicos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

 

 Funcionalizar os TNTs com a lectina Cramoll para avaliar a ação in vitro desses 

nanossistemas sobre a adesão e proliferação celular. Fazer revisão literária sobre as 

principais aplicações biomédicas dos TNTs funcionalizados com biomoléculas. 

 

 2.2 ESPECÍFICOS  

 

 Obter as sementes de Cratylia mollis, purificar Cramoll 1,4 e testar sua 

atividade hemaglutinante; 

 Sintetizar os TNTs; 

 Imobilizar Cramoll 1,4 sobre os TNTs previamente revestidos com os 

polieletrólitos hidrocloreto de polialilamina e ácido poliacrílico; 

 Caracterizar os parâmetros morfológicos e físico-químicos dos nanossitemas;  

 Analisar os efeitos dos diferentes nanossistemas sobre a adesão e proliferação 

de células semelhantes a osteoblastos; 

 Realizar um levantamento bibliográfico sobre o processo de imobilização e 

ação das biomoléculas funcionalizadas nos TNTs para aplicação em implantes 

e biossensores. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 PROCESSO DE OSSEOINTEGRAÇÃO 

 

 A osseointegração pode ser definida como uma ancoragem direta estrutural e 

funcional de um implante ao osso vivo remodelado sem qualquer componente 

intermediário, tal como tecido fibroso, na interface osso-implante (BRANEMARK, 

1983; REDDY, 2015). Albrektsson et al. (2017) propuseram uma nova definição para 

osseointegração como sendo uma reação ao corpo estranho onde o osso interfacial é 

formado como uma reação de defesa para proteger o implante dos tecidos 

(ALBREKTSSON et al., 2017).        

 O osso reage à colocação de um implante através de um processo de 

cicatrização similar à ossificação produzida após uma fratura óssea, porém o osso 

neoformado fica em contato com a superfície do material aloplástico, o implante 

(ALBERTINI et al., 2015). A remodelação óssea é resultante da função acoplada de 

duas células ósseas que são interdependentes, os osteoblastos que são as células 

formadoras do osso e os osteoclastos que promovem a reabsorção óssea 

(TRINDADE; ALBREKTSSON; WENNERBERG, 2015). Os osteócitos são as novas 

células oriundas de osteoblastos que ficam presas na matriz óssea neoformada e 

podem atuar, por exemplo, como mecanossensores percebendo sinais de tensão pelo 

desenvolvimento de microfissuras através de seus corpos celulares (CHUG et al., 

2013; DU et al., 2016).         

 Os eventos biológicos que acontecem na osseointegração estão ilustrados na 

Figura 1. O primeiro componente biológico a entrar em contato com um implante 

endósseo após a sua inserção é o sangue, posteriormente algumas proteínas são 

adsorvidas na superfície do biomaterial. Essas interações iniciais levam à formação 

de um coágulo de fibrina em poucos minutos que por sua vez atua como um 

reservatório de citocinas (MAVROGENIS et al., 2009; ALBERTINI et al., 2015). As 

células conseguem interagir com as proteínas presentes nos implantes por meio de 

receptores celulares chamados de integrinas, capazes de reconhecer a sequência de 

aminoácidos conhecida como RGD (Arginina-Glicina-Ácido Aspártico) presente em 

proteínas adesivas, tais como fibronectina (ALBERTINI et al., 2015).  
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Figura 1 – Cronograma da osseointegração de implantes dentários em relação às mudanças ao longo 

do tempo. 

 

Fonte: Adaptado de WANG; ZHANG; MIRON, 2016. 

 

 A população celular que ocupa inicialmente a superfície do implante é 

composta principalmente por células inflamatórias, dentro das 24 h após a inserção 

do implante os neutrófilos dominam o local, mas nos 2 a 4 dias seguintes há uma 

maior infiltração de monócitos e macrófagos no espaço peri-implantar (WANG; 

ZHANG; MIRON, 2016). Essas células são responsáveis pela remoção de detritos 

através da fagocitose e também secretam grandes quantidades de citocinas e fatores 

de crescimento que são necessários, por exemplo, para o processo de angiogênese 

e, inclusive, a fibrinólise leva à formação de um espaço para o crescimento de novo 

vaso sanguíneo (ALBERTINI et al., 2015; WANG; ZHANG; MIRON, 2016). Portanto, 

4 dias após a implantação o crescimento de novos vasos sanguíneos produz um 

tecido de granulação que ocupa o espaço entre o implante e o osso, este tecido é 

caracterizado pela presença de células-tronco mesenquimais não diferenciadas 

(MSCs), mas que podem receber uma osteoindução, ou seja, diferenciar em pré-

osteoblastos e posteriormente em osteoblastos maduros devido a influência de 

citocinas específicas e à topografia do implante (MAVROGENIS et al., 2009; 



21 

 

 

ALBERTINI et al., 2015; WANG; ZHANG; MIRON, 2016).    

 A formação óssea na superfície do implante é iniciada em torno do sétimo dia 

em que as células osteogênicas formam um tecido osteóide (matriz orgânica não 

mineralizada) e após 14 dias a interface osso-implante é ocupada pelo osso reticular, 

rico em fibras colágenas, estruturas vasculares e osteoblastos (MAVROGENIS et al., 

2009; ALBERTINI et al., 2015). Essa formação de tecido ósseo imaturo na região peri-

implantar possibilita a estabilização secundária em torno do implante, enquanto a 

estabilização primária é resultante de um ajuste de fricção do implante com o osso 

hospedeiro no momento da implantação. A estabilização primária diminui ao longo do 

tempo pois o osso que fica em contato direto com o implante morre e é reabsorvido 

pelos osteoclastos. Já a estabilidade secundária pode resultar na ligação óssea, caso 

a superfície do implante permita a osteogênese de contato (KUZYK; SCHEMITSCH, 

2011).            

  A osteogênese pode ocorrer em duas direções, a partir da superfície do 

implante em direção ao osso, conhecido como osteogênese de contato; e do osso em 

direção à superfície do implante, nomeado como osteogênese à distância (CHUG et 

al., 2013). A osteogênese à distância apresenta lenta cicatrização, já na osteogênese 

de contato, o osso trabecular (imaturo) formado assegura a fixação biológica do 

implante, pois uma fina camada de tecido ósseo calcificado e osteóide é depositado 

por osteoblastos diretamente na superfície do implante (MAVROGENIS et al., 2009).

 O osso reticular é frágil e pobre em cristais de fosfato de cálcio, e transforma-

se primeiro em um osso rico em fibras paralelas e depois no osso lamelar, que é o 

tecido mineralizado capaz de suportar cargas mecânicas. Este processo de aposição 

óssea, ou seja, de síntese e mineralização da matriz óssea, dura cerca de 4 semanas 

(ALBERTINI et al., 2015). Após 8 a 12 semanas, a interface peri-implantar é 

completamente substituída por osso lamelar maduro em contato direto com a 

superfície do implante (WANG; ZHANG; MIRON, 2016).  

 Embora a remodelação do osso possa ser considerada como fase tardia da 

cicatrização peri-implantar, a remodelação ocorre ao longo do processo de 

cicatrização e continuamente em todos os ossos do corpo (KUZYK; SCHEMITSCH, 

2011). A renovação do osso maduro peri-implantar nos implantes osseointegrados é 

confirmada pela presença de espaços medulares com osteoclastos, osteoblastos, 

vasos sanguíneos e linfáticos próximos à superfície do implante (MAVROGENIS et 
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al., 2009). A remodelação do osso em contato com a superfície do implante continua 

ao longo da vida útil do biomaterial (KUZYK; SCHEMITSCH, 2011). 

 

3.2 BIOMATERIAIS 

 

 O conceito de biomaterial elaborado pelo National Institutes of Health 

Consensus de 1982 ainda é utilizado, sendo biomaterial definido como qualquer 

substância ou combinação de substâncias, de origem natural ou sintética, que pode 

ser usada por qualquer período de tempo, como um todo ou uma parte de um sistema, 

no intuito de tratar, aumentar ou substituir quaisquer tecido, órgão ou função do corpo 

(SMITH et al., 2015). Há uma crescente demanda em relação ao uso de biomateriais 

à medida que a população envelhece, sendo capazes de aumentar a qualidade de 

vida das pessoas devido à sua vasta aplicação que varia desde reposição de 

articulações e membros, artérias e peles artificiais até lentes de contato e substituição 

de dentes (BHULLAR; LALA; RAMKRISHNA, 2015).     

 A biocompatibilidade pode ser entendida como a capacidade de um material 

ser usado numa íntima conexão com os tecidos vivos sem causar efeitos adversos 

aos mesmos (ASRI et al., 2017). Portanto, a biocompatibilidade é umas das principais 

características dos biomateriais, permitindo que o material implantado tenha uso 

prolongado no corpo humano sem causar qualquer influência negativa no ambiente 

local ou sistêmico com o qual ele está em contato, como tecidos moles, osso, 

composição iônica do plasma ou fluidos extra e intracelulares (MANAM et al., 2017). 

 No entanto, outro conceito denominado de bioadaptabilidade tem sido atribuído 

aos biomateriais levando em consideração as características do material e os 

aspectos biológicos dentro do microambiente de inserção e mecanismos moleculares 

envolvidos. A bioadaptabilidade destaca três fatores necessários para serem levados 

em consideração para a concepção de novos biomateriais: o microambiente criado 

pelos biomateriais deve ser harmonizado com o microambiente do tecido a ser 

reparado; deve haver adaptabilidade das propriedades mecânicas dos biomateriais 

ao tecido nativo; e os biomateriais devem possuir biodegradabilidade adaptável que 

combine com a nova formação tecidual (WANG, 2016).    

 Os biomateriais podem ser classificados quanto a resposta biológica no local 

onde o mesmo é inserido e quanto a sua origem conforme está esquematizado na 

Figura 2. Baseando-se na reação tecidual quando implantados, os biomateriais podem 



23 

 

 

ser classificados em biotolerantes, bioinertes, bioativos e bioreabsorvíveis. Os 

biotolerantes, tais como aço inoxidável e polimetilmetacrilato, não são 

necessariamente rejeitados pelo organismo e ficam rodeados por uma cápsula 

fibrosa. Os bioinertes, como a zircônia e o titânio, quando implantados têm mínimas 

interações com os tecidos adjacentes podendo ser envolto por uma cápsula fibrosa. 

Os bioativos, como a hidroxiapatita e o biovidro, estimulam uma resposta biológica, 

por exemplo, por meio da troca de íons promovendo a formação de ligações químicas 

com um tecido macio (cartilagem) ou duro (osso) (AHUJA; AHUJA; SINGH, 2015; 

BARFEIE; WILSON; REES, 2015; FERNANDES; ELIAS; VALIEV, 2015). Já os 

biomateriais bioreabsorvíveis são dissolvidos após sua inserção no organismo e 

lentamente são substituídos pelo tecido como o osso. O fosfato tricálcio e o ácido 

polilático-poliglicólico são exemplos de materiais reabsorvíveis (AHUJA; AHUJA; 

SINGH, 2015).  

  

Figura 2 – Classificação dos biomateriais de acordo com a resposta biológica e origem.

 

Fonte: O Autor (2017). 

 

 Os biomateriais também podem ser classificados de acordo com sua origem. 

Os que são derivados naturalmente incluem os biomateriais à base de proteínas, tais 

como colágeno e gelatina; podem ser também compostos por polissacarídeos, por 
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exemplo, celulose e quitina/quitosana; e ainda derivados de tecidos descelularizados, 

oriundos de vasos sanguíneos e fígado, por exemplo (HA et al., 2013). Enquanto os 

de origem natural são conhecidos como biomateriais biológicos, os de origem artificial 

são chamados de biomateriais biomédicos, sendo estes últimos subdivididos em 

poliméricos, cerâmicos, compósitos e metálicos (VALLET-REGÍ, 2001).  

 Polímeros têm sido utilizados em diversas aplicações, por exemplo, na 

engenharia de tecidos para regeneração tecidual, implantação de dispositivos 

médicos e órgãos artificiais entre outras áreas médicas. Essa versatilidade no seu uso 

pode ser atribuída a suas propriedades únicas, tais como flexibilidade, peso leve, 

podem ser facilmente fabricados em produtos com forma desejada e acessíveis em 

várias composições com adequadas propriedades físicas e mecânicas (BANORIYA; 

PUROHIT; DWIVEDI, 2017). Vale salientar que além dos polímeros sintéticos, por 

exemplo o polivinilpirrolidona e o polietilenoglicol, existem também os de origem 

natural, ou biopolímeros, tais como polissacarídeos, proteínas e proteoglicanos 

(MOGOŞANU; GRUMEZESCU, 2014).       

 Os materiais cerâmicos possuem fortes ligações interatômicas que formam 

estruturas com elevado grau de compactação, tornando-os duros, mas muito 

suscetíveis a fraturas. Podem ser utilizados para a fabriação de instrumentos de 

diagnóstico, preenchimentos ósseos e próteses ortopédicas; exemplos desses 

materiais incluem a alumina, hidroxiapatita e o gesso (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 

2015).            

  Os compósitos são os materiais formados pela combinação de dois ou mais 

materiais cujas fases distintas são separadas numa escala maior do que a atômica 

(PARIDA; BEHERA; MISHRA, 2012; AFFATATO; RUGGIERO; MEROLA, 2015). No 

material compósito, feito de colágeno e hidroxiapatita, por exemplo, cada componente 

retém suas propriedas físicas, químicas e mecânicas separadas (AFFATATO; 

RUGGIERO; MEROLA, 2015; AHUJA; AHUJA; SINGH, 2015).   

 A seleção de um biomaterial depende da sua aplicação médica específica, mas 

entre as classes anteriormente citadas, os biomateriais metálicos são os dispositivos 

médicos mais utilizados, sendo aplicados comumente na confecção de implantes 

dentários e ortopédicos (próteses e dispositivos de fixação) (MAHAPATRO, 2015; 

CHEN; THOUAS, 2015). Para o uso seguro e adequado por um longo tempo sem 

haver rejeição é necessário que os implantes metálicos possuam algumas 

características, tais como possuir excelente biocompatibilidade, propriedades 
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mecânicas adequadas, alta resistência ao desgaste, possibilitar uma apropriada 

osseointegração nos casos dos implantes osseointegrados e, não menos importante, 

tenham elevada resistência à corrosão (CHEN; THOUAS, 2015).   

 Os biomateriais logo após serem implantados no ambiente in vivo entram em 

contato com fluidos corporais extracelulares, tais como sangue e fluido intersticial. Os 

materiais metálicos podem sofrer corrosão após a implantação por causa de 

elementos corrosivos presentes nos fluidos corporais humanos, como os íos 

hidrogênio, cloreto e o oxigênio dissolvido, além de aminoácidos e proteínas solúveis 

que atuam como eletrólitos e aceleram a corrosão. Os fluidos corporais atuam como 

uma solução tampão e apresentam um pH em torno de 7,35-7,45, contudo após o 

processo de implantação esse pH diminui para cerca de 5,2 ou 5,6 e retorna aos 

valores normais de pH em torno de duas semanas. Portanto, o nível de corrosão 

devido a alterações nos valores de pH é insignificante. As consequências mais 

comuns da corrosão de materiais metálicos são toxicidade e alergia, pois os íons 

metálicos liberados pela corrosão podem combinar-se com biomoléculas como 

proteínas e células (HANAWA, 1999; DEVINE et al., 2009; ASRI et al., 2017). Por isso 

a resistência à corrosão é de suma importância para a escolha do metal que comporá 

o biomaterial metálico.        

 Alguns metais comumente utilizados para fabricação de biomaterias metálicos 

incluem vanádio, ferro, crômio, cobalto, níquel, tântalo, nióbio, molibdênio e 

tungstênio. Ademais, o titânio (Ti) possui excelente biocompatibilidade devido 

principalmente à camada de óxido estável formada em sua superfície e, inclusive, tem 

sido o metal de escolha para a fabricação de implantes dentários (SAINI et al., 2015; 

FERRARO, 2016). 

 

3.2.1 Implantes de titânio 

 

 O Ti é o nono elemento mais abundante encontrado na Terra e é pertencente 

ao grupo de elementos de transição, possuindo número atômico de 22 e massa 

atômica de 47,88. Assim como pode ser observado na Figura 3a, os elétrons no Ti 

são arranjados em torno de seu núcleo em quatro níveis energéticos, possuindo 2, 8, 

10 e 2 elétrons, respectivamente. A configuração eletrônica do Ti é também mostrada 

na Figura 3a e os subníveis de energia 3d2 4s2 têm elétrons de valência levemente 

mantidos (PRASAD et al., 2015).     



26 

 

 

Figura 3 – Estruturas dos elétrons de valência (a) e cristalinas (b) do Ti. 

 

Fonte: Adaptado de PRASAD et al., 2015. 

 

 Sendo caracterizado como um elemento alotrópico, o Ti pode existir em duas 

formas cristalinas como pode-se observar na Figura 3b; em temperaturas abaixo de 

882 °C o Ti puro apresenta uma estrutura hexagonal compacta, conhecida como fase 

α; e numa temperatura superior a 882 °C se transforma na estrutura cúbica de corpo 

centrado, chamada de fase β (LI et al., 2014; PRASAD et al., 2015). O Ti 

comercialmente puro (cpTi) pode ser classificado em quatro graus de acordo com seu 

conteúdo de oxigênio, por exemplo, o grau 1 possuindo o mínimo (0,1%) e o grau 4 o 

máximo (0,4%) do teor de oxigênio. Todavia, as diferenças mecânicas entre esses 

graus do cpTi é principalmente a presença de contaminantes presentes em pequenas 

quantidades (SAINI et al., 2015).  Portanto, as ligas de Ti podem ser criadas pela 

reação desse metal com elementos específicos para criar fases α, β ou α+β estáveis 

em temperatura ambiente. Alumínio, carbono, nitrogênio e oxigênio, por exemplo, 

estabilizam a fase α do Ti; enquanto elementos como vanádio e ferro estabilizam a 

fase β. Titânio-6alumínio-4vanádio (Ti-6Al-4V) é uma liga de fase α+β em temperatura 

corporal, enquanto o cpTi é um cristal de única fase α; tanto o cpTi quanto a liga Ti-

6Al-4V são os mais comumente utilizados na confecção de implantes (PRASAD et al., 

2015).           

 Algumas características que tornam o Ti ser muito utilizado na fabricação de 

implantes dentários e ortopédicos compreendem sua alta resistência à corrosão, 
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módulo de elasticidade comparado ao do osso, elevada tendência de 

osseointegração, mas sua baixa ou inexistente reação com o tecido circundante ao 

implante é devido ao fenômeno conhecido como passivação (PIRES; BIERHALZ; 

MORAES, 2015; SAINI et al., 2015). Este fenômeno acontece pela reação espontânea 

do Ti com o ar e a água, visto que o oxigênio é relativamente eletronegativo devido à 

sua vacância de apenas 2 elétrons se liga facilmente com elétrons de valência do Ti 

formando um filme de dióxido de titânio (TiO2), geralmente de espessura nanométrica 

(PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015; PRASAD et al., 2015).   

 Modificações na superfície do Ti estão sendo requisitadas para melhorar seu 

desempenho em biomateriais. Esses tratamentos de superfície objetivam, entre outros 

aspectos, fornecer uma melhor molhabilidade, maior adesão e proliferação celular nos 

implantes e, consequentemente, aperfeiçoar a osseointegração para promover rápida 

cicatrização e menor duração do tratamento (JEMAT et al., 2015). Os tratamentos na 

superfície do Ti para uso em implantes podem ser categorizados de acordo com o 

mecanismo de modificação em mecânicos, químicos e físicos.   

  Os tratamentos mecânicos para modificação tais como polimento, jateamento 

e usinagem, modificam a rugosidade do material resultando em superfícies ásperas 

ou lisas e assim podem melhorar a adesão, proliferação e diferenciação celular. Os 

tratamentos físicos depositam materiais na superfície de implantes, por exemplo, 

pulverização térmica, catódica e por plasma. Já os tratamentos químicos com ácidos 

ou bases, sol-gel, tratamento eletroquímico (oxidação anódica), entre outros, alteram 

a composição da superfície do implante (LIU; CHU; DING, 2004; BARFEIE; WILSON; 

REES, 2015). Adicionalmente a essas técnicas que modificam a rugosidade 

superficial ou induzem a formação de uma camada de óxido de Ti, existe também a 

possibilidade de recobrimento dessas superfícies. Esse revestimento pode ocorrer 

com compostos inorgânicos, por exemplo as cerâmicas, ou com moléculas orgânicas, 

tais como polímeros sintéticos e as de origem natural, biomoléculas, para que possam 

promover uma resposta celular na interface tecido-implante (CIVANTOS et al., 2017).

 A obtenção de uma rugosidade superficial em nanoescala tem sido cada vez 

mais requisitada para a elaboração de implantes de Ti avançados, pois essa 

nanotopografia atinge dimensões nanométricas de elementos fundamentais da matriz 

óssea, conseguindo, por exemplo, induzir a osteogênese (CIVANTOS et al., 2017; 

HUANG et al., 2017). Assim, os nanotubos de dióxido de titânio (TNTs) têm fornecido 

uma nanotopografia de superfície favorável para melhorar o desempenho clínico de 
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implantes osseointegrados, sendo considerados uma estratégia promissora e 

confiável de modificação de superfícies dos implantes de Ti (HUANG et al., 2017; 

MANJAIAH; LAUBSCHER, 2017). 

 

3.2.1.1 Nanotubos de dióxido de titânio 

 

 TNTs fabricados no Ti são promissores para uso em implantes principalmente 

por causa de sua melhor bioatividade comparada às superfícies lisas e com micro-

rugosidade, capacidade de aumentar as funções das células ósseas, estudos in vivo 

que reconhecem seu potencial terapêutico e também pela facilidade de 

funcionalização química e/ou biológica (GULATI; IVANOVSKI, 2016). Várias técnicas 

podem ser usadas para a síntese de TNTs em grandes quantidades e com morfologia 

controlada, por exemplo, tratamento hidrotermal de nanopartículas de TiO2 e 

deposição sol-gel, todavia o processo de anodização eletroquímica, ou oxidação 

anódica, tem sido uma das técnicas que tem atraído mais atenção devido, por 

exemplo, por ser um método fácil de obtenção dos TNTs e pelo baixo custo (FILHO; 

ROCCO, 2013; RAHMAN; HOSSAIN; DAS, 2016).     

 A anodização é uma técnica de passivação eletroquímica usada para aumentar 

a espessura da camada natural de óxido formada na superfície do metal (ESCADA; 

NAKAZATO; CLARO, 2017). A oxidação anódica é uma reação de óxido-redução que 

se processa num eletrólito contendo íons fluoreto no qual dois eletrodos são imersos, 

um ânodo que é o Ti a ser anodizado conforme esquematizado na Figura 4a e um 

cátodo, como por exemplo a platina (SMITH et al., 2013; CIPRIANO; MILLER; LIU, 

2014). Esse método resulta na formação de TNTs auto-organizados, bem definidos, 

alinhados perpendicularmente e dispostos hexagonalmente na superfície metálica 

como mostrado na Figura 4b; além disso, como pode-se observar na Figura 4c, esses 

TNTs são abertos na parte superior e fechados na parte inferior (ROY; BERGER; 

SCHMUKI, 2011; GULATI et al., 2016).   
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Figura 4 – Célula eletroquímica e processo de anodização para a formação da camada de TiO2 sobre 

o Ti (a) com matriz de TNTs auto-organizados e alinhados verticalmente (b). Imagens de microscopia 

eletrônica de varredura da superfície superior e inferior da morfologia típica das estruturas dos TNTs 

(c).

Fonte: Adaptado de GULATI et al., 2012a. 

      

 A corrente elétrica gerada por uma fonte de energia impulsiona o processo de 

anodização, a corrente flui do ânodo metálico para o cátodo e o crescimento do óxido 

do metal é iniciado (CIPRIANO; MILLER; LIU, 2014). As principais reações que 

ocorrem na anodização são mostradas na Figura 5. A reação que ocorre no ânodo 

(5b) descreve o crescimento do óxido na superfície do Ti, pois durante os primeiros 

segundos de reação o Ti começa a ser oxidado formando os íons Ti4+ ao liberar 

elétrons na solução eletrolítica, esses íons reagem com o ânion O2- proveniente da 

dissociação da água ocasionado pelo campo elétrico, e assim, forma-se o TiO2 

(MACAK et al., 2007; KATEŘINA et al., 2015). Os íons fluoreto (5c) têm a capacidade 

de formar complexos [TiF6]2- que são solúveis em água e estes complexos promovem 

um ataque químico (dissolução) do TiO2 formado. Logo em seguida há um aumento 

da corrente devido a formação de uma estrutura porosa (5d). Quando a taxa de 

crescimento dos nanoporos na interface óxido-metal é a mesma da taxa de dissolução 

do óxido na interface óxido-eletrólito a espessura do óxido torna-se constante. 

Posteriormente ocorre a separação dos poros permitindo o crescimento contínuo dos 
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nanotubos (5e) no substrato de Ti (MACAK et al., 2007; CIPRIANO; MILLER; LIU, 

2014). 

 

Figura 5 – Crescimento de TNTs regulares: reação catódica (a), reação anódica (b), estado de transição 

da camada de TiO2 (c), início da formação dos nanotubos (d) e TNTs (e). 

 

Fonte: MINAGAR et al., 2012. 

 

 Geralmente após o processo de anodização os TNTs são amorfos que por sua 

vez podem ser convertidos nas estruturas cristalinas anatase e rutilo através de 

tratamentos térmicos. A fase anatase aparece numa temperatura de 400 °C; a 600 °C 

há a presença de anatase e rutilo, enquanto numa temperatura de 800 °C tem apenas 

a fase rutilo nos TNTs quando tratados por essas diferentes temperaturas durante 3 h 

(YANG et al., 2011). Essas mudanças na cristalinidade do TiO2 têm sido executadas 

após a anodização como forma de aperfeiçoar a aplicação dos TNTs em implantes. A 

cristalização dos TNTs aumenta a resistência à corrosão do material, sobretudo a fase 

anatase induz melhor crescimento ósseo e até maior adesão e ativação plaquetária 

quando comparados aos TNTs amorfos (YU et al., 2010; BAI et al., 2011; ZHANG et 

al., 2018).           

 Adicionalmente às estratégias de melhoria no desempenho dos TNTs para 

aplicação em implantes osseointegrados, essas matrizes nanotubulares têm sido 

funcionalizadas com diferentes biomoléculas. As lectinas constituem uma classe 

dessas moléculas bioativas com futuro promissor para a funcionalização dos TNTs 

(OLIVEIRA et al., 2017).  
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3.3 LECTINAS 

 

 Lectinas são proteínas de origem não imunológica que possuem pelo menos 

um domínio não catalítico capaz de se ligar de forma reversível e especificamente a 

monossacarídeos, oligossacarídeos e glicoconjugados (DIAS et al., 2015). Essa 

ligação é possibilitada por causa de seu domínio de reconhecimento a carboidratos 

(CRD), também conhecido como domínio de ligação a carboidratos (CBD), localizado 

dentro de sua estrutura polipeptídica; e uma característica representativa dessas 

proteínas é a capacidade de aglutinar eritrócitos (JUAN et al., 2017).  

 As lectinas são amplamente distribuídas na natureza, sendo encontrada desde 

vírus até animais e plantas (DIAS et al., 2015). Nas plantas, as lectinas podem ser 

encontradas em vários órgãos, tais como folhas, raízes, rizomas, bulbos, tubérculos, 

cascas, mas são particularmente abundantes nas sementes de leguminosas; por 

exemplo, a Concanavalina A (ConA) obtida de sementes da leguminosa Canavalia 

ensiformes que foi inclusive a primeira lectina purificada em larga escala e 

comercializada (INGALE; HIVRALE, 2013; JUAN et al., 2017).    

 Com o advento das técnicas de genômica e transcriptômica que possibilitaram 

analisar as sequências das lectinas de plantas, essas proteínas foram classificadas 

em 12 famílias distintas de acordo com os domínios das lectinas relacionadas 

estrutural e evolutivamente. Essas famílias são: homólogas da aglutinina de Agaricus 

bisporus, amarantinas, homólogos de quitinase classe V, família cianovirina, família 

da aglutinina de Euonymus europaeus, família da aglutinina de Galanthus nivalis, 

proteínas com domínio de heveína, jacalinas, proteínas com um domínio de lectinas 

de leguminosas, domínios de lisina, família da aglutinina Nicotiana tabacum e família 

ricina-B (VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011).   

 Essas proteínas são consideradas como valiosas ferramentas biotecnológicas 

devido a sua capacidade em se ligar aos açúcares e glicoconjugados presentes nas 

células, tecidos e fluidos biológicos provendo possíveis efeitos diagnósticos e 

terapêuticos. A interação das lectinas com carboidratos de superfície celular podem 

induzir diversos eventos intracelulares culminando, por exemplo, com a proliferação 

celular (COELHO et al., 2017). 
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3.3.1 Lectinas de Cratylia mollis 

 

 A leguminosa Cratylia mollis é nativa do semiárido pernambucano, 

popularmente conhecida como feijão camaratu, pertencente à tribo Phaseoleae, 

subgrupo Dioclinae. Das sementes de C. mollis foram purificadas quatro formas 

moleculares de lectinas ou isoformas, as quais foram denominadas de Cramoll 1, 

Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4. As isoformas 1, 2 e 4 são glicose-manose 

específicas, já a isoforma 3 é uma glicoproteína ligadora de galactose. No processo 

de purificação dessas isolectinas os extratos de sementes de C. mollis são 

inicialmente submetidos ao fracionamento salino com sulfato de amônio (F0-40%) 

seguido de uma centrifugação. O precipitado obtido pode ser utilizado para a 

purificação de Cramoll 3 enquanto o sobrenadante passa por um novo fracionamento 

salino (F40-60%) e outra centrifugação. O sobrenadante adquirido contém a Cramoll 

2 e o precipitado pode ser submetido à cromatografia de afinidade em Sephadex G-

75 para a obtenção de uma preparação contendo as isoformas 1 e 4 (Cramoll 1,4), as 

quais podem ser separadas por cromatografia de troca iônica numa coluna de CM-

celulose (PAIVA; COELHO; 1992; CORREIA; COELHO, 1995).    

 Cramoll 1 possui 236 aminoácidos e tem 82% de homologia com a ConA. A 

estrutura terciária de Cramoll 1 como mostrada na Figura 6 apresenta três folhas β 

conectadas por loops e o sítio de ligação ao monossacarídeo metil-α-D-

manopiranosídeo (MeαMan) fica situado próximo aos locais de ligação ao cálcio e 

mangânes (SOUZA et al., 2003).  

 

Figura 6 – Estrutura terciária de Cramoll 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SOUZA et al., 2003. 
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 Estudos utilizando tanto a Cramoll 1 quanto a preparação Cramoll 1,4 (também 

denominada pCramoll) evidenciaram diversas aplicações biotecnológicas para essas 

lectinas (SILVA et al., 2014). A versatilidade de Cramoll 1,4 caracterizando-a como 

valiosa ferramenta biotecnológica é atribuída a diferentes estudos, tais como: 

imobilização em Sepharose para atuar como matriz de afinidade para purificação de 

glicoproteínas (SILVA et al., 2011); ação cicatrizante na sua forma livre (MELO et al., 

2011a) ou quando imobilizada em filme de galactomanana (ALBUQUERQUE et al., 

2017); ação anti-helmíntica contra Schistosoma mansoni (MELO et al., 2011c); foi 

utilizada em biossensores como biomoléculas para fazer o reconhecimento de 

glicomarcadores em diferentes sorotipos de dengue (AVELINO et al., 2014) e realizar 

a diferenciação do câncer de próstata e hiperplasia prostática benigna (SILVA et al., 

2016); caracterização histoquímica de tecido cancerígeno (LIMA et al., 2010); ação 

imunomoduladora e anti-inflamatória (MELO et al., 2010). Cramoll 1,4 também possui 

ação antitumoral estando livre ou encapsulada em lipossoma, tanto como pCramoll 

(ANDRADE et al., 2004) quanto na forma recombinante (CUNHA et al., 2016) e 

atividade mitogênica em linfócitos (MACIEL et al., 2004) e esplenócitos (MELO et al., 

2011b). Essas ações sobre a proliferação celular também foram determinadas para 

outras lectinas, tais como a lectina ASL (purificada dos tubérculos de Arisaema 

speciosum) e a GANL (obtida das brânquias de Aristichthys nobilis). Essas atividades 

foram atribuídas à capacidade das lectinas se ligarem à membrana celular via sítios 

contendo glicoconjugados, podendo levar à uma sinalização celular até culminar em 

distintas respostas celulares (VIKRAM et al., 2010; YAO; PAN; ZHOU, 2012). 

 

3.4 IMOBILIZAÇÃO DE MOLÉCULAS EM NANOTUBOS DE DIÓXIDO DE TITÂNIO 

 

 Com o objetivo de melhorar o desempenho em implantes, os TNTs têm sido 

funcionalizados com diferentes moléculas, tais como a proteína morfogenética óssea 

2 (BMP-2) (LEE et al., 2015), o peptídeo de crescimento osteogênico (OGP) (LAI; JIN; 

SU, 2017), a quitosana e o poli(ácido lático-co-glicólico) (GULATI et al., 2012b). O 

efeito dos implantes funcionalizados pode ser potencializado pois as moléculas a 

serem imobilizadas nos TNTs podem modificar a rugosidade dessas superfícies 

tornando-as mais favoráveis para a adesão celular ou exercer efeito antimicrobiano, 

por exemplo. Inclusive, essas nanoestruturas também têm sido utilizadas para exercer 

a entrega de drogas no local onde o implante é colocado (WU et al., 2014). 
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 Duas metodologias comumente empregadas para promover a funcionalização 

molecular dos TNTs são o spin e dip coating. O spin coating baseia-se na aplicação 

de uma solução em um substrato rotativo enquanto o dip coating é fundamentado no 

revestimento de uma superfície por imersão da mesma numa solução (OLIVEIRA; 

LAIA; BRANCO, 2012). A quitosana, por exemplo, já foi usada para promover o 

revestimento dos TNTs por ambas as técnicas (CHEN et al., 2013; KUMERIA et al., 

2015). TNTs previamente funcionalizados através de sua imersão em soluções 

poliméricas, tais como (3-aminopropil)-trietoxisilano (APTES) e polidopamina, foram 

úteis para promover a imobilização dos peptídeos RGDC (Arginina-Glicina-Ácido 

Aspártico-Cisteína) e OGP, respectivamente (CAO et al., 2012; LAI; JIN; SU, 2017). 

Há uma outra técnica que poder ser empregada para o revestimento de substratos, a 

chamada spray coating. Neste método, o revestimento de uma superfície ocorre por 

pulverização, permitindo um controle preciso do fluxo de aerosol que é gerado por um 

aerógrafo e produção de filmes finos uniformes após ajustes adequados da pressão 

do ar, do ângulo e distância do spraying (ALEKSANDROVA; ANDREEV; KOLEV, 

2015).           

 Ademais, diferentes polímeros têm sido imobilizados nos TNTs, tais como 

quitosana e gelatina, pelo método Layer-by-Layer (LbL) que inclusive tem sido 

considerado uma estratégia promissora de modificação de superfícies em implantes 

de Ti (ZHANG et al., 2016; LAI et al., 2017; SHI et al., 2017). O LbL é uma técnica 

versátil de automontagem usada para formular multicamadas de polieletrólitos onde 

estes apresentam cargas opostas, que se atraem eletrostaticamente, para serem 

depositados em um determinado substrato. Geralmente, após a deposição de cada 

polieletrólito é feita lavagem para remover o que não se ligou ou que ficou fracamente 

ligado, inclusive, é importante para evitar a contaminação cruzada entre os 

polieletrólitos de cargas opostas (SHI et al., 2017). Assim como está ilustrado na 

Figura 7, o LbL pode ser realizado através de três principais tecnologias: dip coating 

(montagem do LbL por imersão), spin coating (montagem do LbL por rotação) e spray 

coating (montagem do LbL por pulverização) (ABU-THABIT; HAMDY, 2016). 
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Figura 7 – Montagem do LbL por dip, spin e spray coating.  

 

Fonte: O Autor (2017). 

 

 Os polieletrólitos positivos frequentemente utilizados no LbL são o hidrocloreto 

de polialilamina (PAH), cloreto de dialildimetilamônio, e polietilenoimina; e os de carga 

negativa comumente aplicados são o ácido poliacrílico (PAA), poliestireno sulfonato e 

poilivinil-sulfonato (SRIVASTAVA; KOTOV, 2008).O LbL tem sido considerado como 

uma estratégia ascendente para a montagem de multicamadas de filmes finos, 

possuindo simplicidade em seu processo e controle preciso da espessura desses 

filmes em escala nanométrica (FARIA et al., 2014; XIAO et al., 2016).  

 Portanto, a funcionalização dos TNTs tem sido aplicada para usufruir das ações 

que determinadas moléculas biocompatíveis podem exercer quando imobilizadas nos 

TNTs, por exemplo, impedir a formação de biofilmes em sua superfície, evitando 

consequentemente prováveis infecções; revestimentos poliméricos capazes de 

prolongar a liberação de drogas carregadas nos TNTs; e estimular a diferenciação 

osteogênica de MSCs e/ou exercer ação mitogênica em osteoblastos para tornar mais 

rápida a osseointegração (OLIVEIRA et al., 2017). 
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TITANIUM DIOXIDE NANOTUBES FUNCTIONALIZED WITH CRATYLIA MOLLIS 

SEED LECTIN, CRAMOLL, ENHANCED OSTEOBLAST-LIKE CELLS ADHESION 

AND PROLIFERATION 
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Abstract 

An alternative to accelerate the osseointegration of titanium dioxide nanotubes (TNTs) 

used in osseointegrated implants is through the functionalization of these 

nanostructured surfaces with biomolecules. In this work, we immobilized a lectin with 

recognized mitogenic activity, the Cramoll lectin, extracted from Cratylia mollis seeds, 

on surfaces modified by TNTs. For the immobilization of Cramoll on TNTs surfaces, 

we used the Layer-by-Layer technique (LbL) by forming five alternate layers of 

poly(allylamine) hydrochloride (PAH) and poly(acrylic) acid (PAA) and lastly we 

incubated the lectin, at different concentrations, with the TNTs-LbL. Before and after 

the immobilization procedures, the substrate surfaces were characterized by scanning 

electron microscopy (SEM), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), atomic 

force microscopy (AFM), and, electrochemical impedance spectroscopy (EIS). We also 

evaluated Cramoll activity after immobilization on TNTs by using the lectin interaction 

with ovalbumin. Through this test, it was showed that the lectin did not lose its biological 

activity, even after immobilization onto nanotubular arrays. In addition, we observed 

an increase osteoblast-like cell adhesion on the TNTs-LbL-Cramoll system when 

compared to the bare TNTs surfaces. Moreover, a significative cell proliferation was 

identified on the substrates when Cramoll was immobilized at concentrations of 80, 

160 and 320 μg/mL after 48 h of incubation by using the resazurin assay. Our results 

suggest that Cramoll was efficiently immobilized on a nanotubular array and this new 

platform presents a great potential for use in implantology by promoting a fast process 

of osseointegration. 

 

Keywords: Titanium dioxide nanotubes; implant; Cramoll; osseointegration. 
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1. Introduction 

 Titanium (Ti) and its alloys are widely used in the manufacture of dental and 

orthopedic implants. This metal has high efficacy as biomaterial due to its excellent 

biocompatibility and high resistance to corrosion, characteristics resulting from the 

passivation phenomenon, that is the spontaneous formation of a stable layer of 

titanium dioxide (TiO2), with a nanometric thickness, on the surface of Ti [1–3].   

However, native TiO2 layer on the surface of these metal implants is bioinert and does 

not promote a direct bond with the bone, but it develops bone formation in the early 

stage of the osseointegration [4,5]. Ineffective osseointegration in the bone/implant 

interface may allow bacterial adhesion and colonization for subsequently favor the 

biofilm formation on the surface of these implants [6].  

 Several techniques to modify the roughness, topography, charge, energy and 

chemical composition of the Ti surface have been used to accelerate osseointegration 

and to ensure the direct anchorage of the implant with the host bone tissue [7,8]. 

Among these modifications, stand out the use of TiO2 nanotubes (TNTs) obtained by 

the electrochemical anodization process, that are capable of share similar dimensions 

to the structures present in nanoscale on the human bone. Such nanotopography 

obtained by TNTs can increase the roughness and the surface area of implants, being 

able to increase protein adsorption, important for the regulation of cellular interactions 

with the implant [9]. It is known that TNTs allow an increase adhesion and proliferation 

of osteoblasts on these nanostructured surfaces compared to non-anodized Ti 

surfaces, as well as can be used to carry drugs  [10–12]. 

 Osteogenic properties of TNTs can be enhanced by functionalization of these 

TiO2 nanotubular arrays with biomolecules, such as the arginine-glycine-aspartic acid-

cysteine (RGDC) sequence peptide, and the bone morphogenetic protein-2 (BMP-2), 
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since certain biomolecules can be responsible for accelerating bone formation and 

consequent adhesion of neoformed bone tissue to implanted material [13–16]. Plant 

secondary metabolites, such as the flavonoids quercetin and icariin, were loaded onto 

TNTs and could be used as alternatives of bioactive molecules to improve 

osseointegration of Ti implants [17,18]. In this context, plant resources can exert 

significant beneficial effects on health by providing natural bioactive substances, such 

as lectins [19].   

 Carbohydrate-binding proteins, lectins, which have been shown extensive 

biotechnological applications and uses for medical purposes because of their 

involvement in various biological phenomena. The recognition and subsequent binding 

of lectins to cell surface glycans without producing any structural changes can trigger 

events in cells, such as stimulation of cell proliferation [20,21]. Studies focusing on the 

biochemical bioprospection of bioactives of plants from the Caatinga, an exclusively 

Brazilian biome, including lectins, have been explored by scientific communities since 

they have great biotechnological potential, such as Cramoll 1,4, from now on named 

as Cramoll [22,23]. 

  A glucose/mannose binding lectin, Cramoll, was extracted from seeds of a 

legume native from the northeast of Brazil, Cratylia mollis popularly known as camaratu 

bean [24]. This lectin is a molecule with highly versatile biological properties with great 

applicability in various areas of the biotechnology such as mitogenic action on different 

cell lines. The high affinity of Cramoll to fetuin has enabled the development of a 

biosensor for the differentiation between prostate cancer and benign prostatic 

hyperplasia through the immobilization of this lectin on carbon nanotubes  [25–27]. 

 To promote the immobilization of biomolecules, such as proteins and DNA, on 

the surface or modify surface properties of materials for use in several areas, such as 
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the manufacture of sensors and biomaterials, the Layer-by-Layer (LbL) assembly 

technique has been shown satisfactory applications [28,29]. LbL is based on the 

formation of polyelectrolyte multilayers (PEMs) by a self-assembling process that 

occurs by adsorption of oppositely charged polyelectrolytes electrostatically attracted, 

on a determined surface [30–32]. Poly(allylamine hydrochloride) (PAH) polycation and 

poly(acrylic acid) (PAA) polyanion have been considered as promising polyelectrolytes 

for use in biomaterials due to hemocompatibility and osteogenic properties of 

PAH/PAA films  [33–35]. 

 The aim of this study was to promote Cramoll immobilization on the TNTs 

surfaces by intermediate of five alternating layers of PAH/PAA to investigate the action 

of these functionalized TiO2 nanotubular arrays on the proliferation and adherence of 

osteoblast-like cells. Cramoll immobilized on TNTs stimulated the proliferation of 

osteoblast-like cells and, thus can be used to improve the performance of metal 

implants inducing faster osseointegration. To our knowledge, this is the first work that 

used lectins to promote the proliferation of cells on TNTs surfaces opening new 

perspectives in the investigation of Cramoll potential in implants. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Materials 

 Cramoll was purified as described previously by Correia and Coelho, 1995 [24]. 

Ti foil (99.6 % of Ti with a thickness of 0.5 mm) was supplied by Realum (São Paulo, 

BRA). Ethylene glycol was obtained from Química Moderna (São Paulo, BRA). 

Ammonium fluoride (NH4F), Dulbecco’s modified Eagle’s medium with high glucose 

(DMEM), streptomycin, penicillin, trypsin-EDTA, and resazurin were purchased from 
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Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Fetal bovine serum (FBS) was obtained by Gibco (Life 

Technologies, São Paulo, BRA). Poly(allylamine hydrochloride) (PAH, MW = 70,000 

g/mol) was provided by Alfa Aesar (Ward Hill, USA) and poly(acrylic acid) (PAA, MW > 

200,000) by Polysciences (Warrington,  USA). Human osteosarcoma cell line (HOS) 

was obtained from the Bank of Cells of Rio de Janeiro (BCRJ code: 0339, Rio de 

Janeiro, BRA). The fluorescent probes 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) and 

rhodamine-phalloidin were acquired from Invitrogen and Life Technologies 

Corporation, respectively. 

 

2.2. Synthesis of TiO2 nanotubes  

 Ti foils (1 x 1 cm) were first cleaned with a neutral detergent, distilled water, 

followed by immersion in an ultrasonic bath with acetone for 10 min, and dried at room 

temperature (RT). TNTs were fabricated by anodization process in an electrolyte of 

ethylene glycol containing 10 wt% water and 0.7 wt% NH4F carried out at 30 volts (V) 

and 2 amperes (A) using the Supplier AC Power Source for 30 min in an ultrasonic 

bath. After anodization, samples were rinsed with acetone, water, and dried at RT. In 

order to crystallize the TNTs, samples were annealed in a furnace EDG 10P-S at 

400°C for 3 h in atmospheric air. 

 

2.3. Immobilization of Cramoll on TNTs 

 The functionalization of TNTs with Cramoll occurred by alternating deposition of 

cationic and anionic thin layers on the surface of TNTs. The self-assembled films 

(SAFs) were prepared with a StractoSequence VI (NanoStrata Inc., USA) dip coating 

robot. Briefly, TNTs were immersed in an aqueous solution of 10-2 M PAH for 12 min 

and then withdrawn from the solution and rinsed in deionized water by dipping for 1, 1, 
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and 1 min. Afterward, the nanotubes were immersed in an aqueous solution of 10-2 M 

PAA for 12 min and then rinsed in deionized water as described above. Both PAH and 

PAA aqueous solutions were prepared at pH 7.5 and 4.5, respectively. The 

polyelectrolytes were used as received without further purification and then the pH of 

polyelectrolyte solutions was adjusted to the desired pH by adding HCl or NaOH 

solution. Five layers of the polyelectrolytes were formed at the end of LbL, which 

started and ended with PAH. TNTs surfaces with the self-assembled films (TNTs-LbL) 

were immersed in the Cramoll solution with a volume of 0.5 mL in different 

concentrations (10, 20, 40, 80, 160, and 320 μg/mL) for 90 min, followed by washing 

once with 0.5 mL of phosphate buffered saline (PBS) buffer for removal of non-binding 

protein, obtaining at the end the TNTs-LbL-Cramoll system. 

 

2.4. Characterization of samples 

 The surface morphology of the samples was observed by scanning electron 

microscopy (SEM) using a FEI QUANTA 200F microscope. The crystal structure of 

TNTs was evaluated by X-ray diffraction (XRD) (Bruker D8 Advance; Karlsruhe, GER). 

The chemical groups were identified by Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) 

that was conducted on a Vertex 70 (Bruker Optics, GER) spectrometer in attenuated 

total reflectance (ATR) mode. Spectra were scanned between 4000 and 600 cm−1 

using 16 scans at a resolution of 4 cm−1.  

 Surface characterization of the self-assembly was performed using also an 

atomic force microscope (SPM-9500J2; Shimadzu, Tokyo, JPN). Cantilevers with a 

silicon atomic force microscopy (AFM) probe (Tap190Al-G, 190 kHz resonant 

frequency, 48 N/m force constant) were used for the noncontact mode in air at RT 

(approximately 25 ºC). Lateral resolution was set to 512 × 512 pixels in a scan area of 
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5 × 5 μm. At least three areas in each sample were macroscopically separated for 

analysis. The AFM Gwyddion software was used to analyze the images [36]. 

 

2.4.1. Electrochemical characterization 

 Electrochemical data was obtained using a PGSTAT potentiostat/galvanostat 

(MicroAutolab, Eco-Chemie, NL) interfaced with an analyzer controlled by a computer. 

Electrochemical analyses were performed using a three-electrode system composed 

of a Ti surface (working electrode), a platinum electrode (counter electrode) and 

Ag/AgCl saturated with KCl (reference electrode). We used an electrochemical 

impedance spectroscopy (EIS) frequency ranging from 100 MHz to 100 kHz, with the 

amplitude of the applied sine wave potential at 10 mV. K4[Fe(CN)6]/K3[Fe(CN)6] 

solution at 10 mM in a proportion of 1:1 was used as a redox probe in PBS at pH 7.4. 

EIS measurements were realized to cleaned Ti, TNTs, TNTs-LbL and TNTs-LbL-

Cramoll modified surfaces. Cramoll was evaluated at different concentrations in PBS 
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2.5. Bioactivity evaluation of Cramoll immobilized on the TNTs 

 Bioactivity of Cramoll after its immobilization on the TNTs was evaluated by 

ovalbumin assay; the glycidic moiety of ovalbumin interacts with Cramoll. An 

ovalbumin aqueous solution (100 μg/mL) was placed in a 24-well plate and, 

subsequently, each substrate with the TNTs functionalized with the lectin, in 

concentrations of 10, 20 and 40 μg/mL was added in the plate well containing the 

glycoprotein. After 1 h of incubation at RT, substrates were removed from each well; 

residual protein concentrations were determined through BCA Protein Assay Kit 

(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA).  
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2.6. Cell culture 

 HOS cells (osteoblast-like cells) were cultured in DMEM supplemented with 

10% FBS, and 1% penicillin/streptomycin at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% 

of CO2. When osteoblast-like cells reached 70% or more of the confluence in the 

culture flask, they were detached with 0.25% (w/v) trypsin-EDTA solution. For the next 

steps, osteoblast-like cells were seeded onto the samples in 24-well plates at a density 

of 1 x 105 cells/mL and incubated for different periods. 

 

2.6.1. Cell adhesion analysis 

 Osteoblast-like cells adhesion on the surface of the substrates (TNTs, TNTs-

LbL and TNTs-LbL-Cramoll) was evaluated by fluorescence microscopy. Samples with 

the adhered cells after 24 h of incubation were washed with PBS and then fixed in 

3.7% (v/v) of formaldehyde in PBS for 10 min. Cells fixed on the samples were 

permeabilized with 0.1% (v/v) Triton X-100 and then the cytoskeleton actin filaments 

were stained with rhodamine-phalloidin for 20 min. Finally, the cell nuclei were stained 

with DAPI for 5 min. Adhered and properly stained cells were visualized in ten different 

fields for each sample by the ZEISS Axio Observer.Z1 fluorescence microscope. It was 

used for red emission the excitation band pass (BP) filter 546/12 nm and the emission 

BP was 575-640 nm; while for the DAPI emission it was used the excitation in 365 nm 

and the emission BP 445/50 nm. 

 

2.6.2. Evaluation of cell proliferation 

 The proliferation percentage of osteoblast-like cells was performed by the 

resazurin assay. This analysis is based on the ability of mitochondrial enzymes in living 

cells to reduce resazurin to resorufin, which exhibit absorption peaks at 600 nm and 
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570 nm, respectively [37]. Cells were incubated with the different substrates (TNTs, 

TNTs-LBL and TNTs-Cramoll) in 24-well plates for 24, 48 and 72 h; after each time the 

medium DMEM was removed and followed by twice washing with PBS in each well. 

Then, 300 μL of resazurin (3 μg/mL) was added followed by incubation at 37 °C by 1 

h. Then, 200 μL of each well were transferred to a 96-well plate and absorbance was 

measured in a BioTek μQuant MQX200 microplate reader spectrophotometer. Cell 

proliferation was calculated according to Equation 1, been reproduced by three 

independent experiments: 

 

Cell Proliferation (%) =
(A570 nm− A600 nm) of treated cells

(A570 nm− A600 nm ) of control cells
 x 100           Equation 1 

.  

The resazurin assay was used because it has some advantages when 

compared to the MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] 

assay, as following described. Cells on substrates keep alive and can be reused in 

another experiment, such as microscopy images, if necessary; only is required the 

supernatant containing resorufin and substrates will not interfere with the absorbance 

reading.          

 Results were plotted in GraphPad Prisma 5.0 software show the average ± 

standard error bars associated. The statistical analysis was performed with Mann-

Whitney test by BioEstat 5.0 software, because the data did not follow a normal 

distribution p > 0.05, according to the Shapiro-Wilk test. 

 

3. Results and discussion      

 

3.1. Morphology and crystallinity of TNTs 
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 Anodization resulted in the formation of TNTs (Fig. 1a) with average value 

internal diameter of 70.9 ± 7.9 nm and an average wall thickness of 10.1 ± 2.1 nm as 

observed in the histograms of Figs. 1b and 1c, respectively. These two parameters 

were determined by measurements performed in 200 nanotubes, through the images 

obtained by SEM, using ImageJ software. The highly ordered layers of TNTs obtained 

are in agreement with previous studies that showed the influence of electrolytic 

conditions on the anodization, especially fluoride ions for the well-organized growth of 

TNTs [38–40]. 

 

 

Fig. 1. SEM image of the top view (a), histograms of the diameter (b) and wall thickness 

(c) of TNTs. XRD patterns of Ti substrate with TNTs before (red line) and after (black 

line) heat treatment (d). Ti refers to the Ti peak and A indicates the anatase phase of 

TiO2. The scale bar for SEM image corresponds to 1 μm. 
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 Cells activity may be influenced by TNT crystallinity since proliferation and 

mineralization of osteoblasts are significantly enhanced in TNTs with crystalline phase 

than in amorphous structure [11]. TNTs obtained by anodization process were 

subjected to thermal treatment at 400 °C during 180 min to promote crystallization of 

TNTs into anatase phase, as shown by XRD diffractograms in Fig. 1d. TNTs, before 

and after the heat treatment, show diffraction peaks corresponding to Ti according to 

the diffractogram of the JCPDS file No. 44-1294. Furthermore, after the annealing 

process, it was observed Bragg reflections for crystal planes (101) and (200) 

corresponding to values of 2θ equal to 25 and 48, respectively; these reflections are 

characteristic of the anatase phase of TiO2 according to the JCPDS file No. 21-1272. 

We used the anatase phase of TiO2 because studies showed that this crystalline 

structure promotes the nucleation of hydroxyapatite providing an adequate atomic 

arrangement for the growth of this mineral on TiO2 surface [41,42]. Such findings are 

of great importance since the hydroxyapatite crystals promote mineralization of the 

osteoid in the process of bone formation [43]. 

 

3.2. Characterization of TNTs functionalized with Cramoll 

 Polyelectrolytes coated TNTs by LbL occurred without any modification of the 

morphology of TNTs as shown in Fig. 2a. Polymer charge density (ionization) can be 

altered with adjustments in the solution where they are found. Studies have shown that 

the degree of ionization of PAA carboxylate groups at pH 4.0 increases in the process 

of forming multilayers to about 63% and the degree of PAH ionization at pH 7.0 is 

approximately 95% [44,45]. In the pH conditions of our study with PAH/PAA presenting 

values 7.5/4.5, respectively, there was the neutralization of partially protonated -COO- 

(carboxylates) groups of PAA with -NH3
+ (amine) groups in the protonated condition of 
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PAH. In these conditions with the LbL system finalization was possible to form NH3
+ 

groups available to interact with carboxyl groups of the lectin through electrostatic 

interactions, promoting, thus, immobilization by adsorption of the lectin similarly to a 

previous study [46]. 

 

 

Fig. 2. SEM image of the top view of TNTs–LbL (a). FTIR of the TiO2 nanotubular 

arrays before and after functionalization with Cramoll (b). Scale bar for SEM image: 2 

μm. 

 

 Different compounds have been employed to promote immobilization of 

peptides and proteins on TNTs surface. For example, the glycine-arginine-glycine-

aspartic acid-serine (GRGDS) peptide was immobilized on TNTs surface 

functionalized with (3-aminopropyl)-triethoxysilane (APTES), while the osteogenic 

growth peptide (OGP) and BMP-2 were conjugated onto TNTs through an intermediate 

layer polydopamine [47–49]. PAA and PAH showed efficiency not only for the ability to 

immobilize molecules but also for their potential use in biomaterials; for example, both 

polyelectrolytes induced mesenchymal stromal cells to differentiate into osteoblasts 

and consequently biomineralization [35]. 
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 In order to characterize the immobilization of Cramoll on TNTs surface, 

comparative spectra of modified and non-modified TNTs were evaluated by FTIR, as 

shown in Fig. 2b. A broad band observed between 3600-3000 cm-1 in the samples is 

related to the O-H stretching mode of hydroxyl group, indicating moisture in the 

samples [50]. Hydrophilicity of nanotubes is related to the presence of hydroxyl groups 

on their surfaces in the form of Ti(OH)4 after anodization and over time the OH- groups 

are transferred to the air in order to reach surface hydroxylation/dehydroxylation 

equilibrium. The anatase crystalline structure prevents better the establishment of this 

equilibrium compared to amorphous TiO2 [51]. Hydroxyl group was evidenced in the 

TNTs (blue line) in our study and is known that such groups are released from surfaces 

of the anodically oxidized Ti improves the nanomechanical properties (hardness and 

elastic modulus) of the mineralized tissues. Hydroxyl radicals can oxidize lysine 

residues of immature collagen generated by osteoblasts, thus promoting a cross-linked 

collagenous matrix which together with the expression of specific genes promotes the 

ossification  [52]. The absorption peaks occurring in the range of 800-400 cm-1 

represent the Ti-O vibrations in TiO2 [53,54].  

PAH absorption bands in FTIR overlap with the PAA bands, in PAH/PAA 

multilayers [44]. Choi and Rubner (2005) also reported the intensity of the NH3
+ band 

of PAH centered around 3016 cm-1; these NH3
+ groups were fully protonated at pH 

1.97 and partially protonated at pH 7.5. Only at pH 12 the amine groups were fully 

deprotonated in NH2 form [44]. An absorption peak around 2900 cm-1 can be evidenced 

in the present study as shown in the red line of Fig. 2b and such band is still enhanced 

in the immobilized lectin (black line) since the amino acids that make up proteins have 

amine groups. 
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 Furthermore, evidence of lectin presence on the surface of TNTs-LbL-Cramoll 

substrate was obtained by the two major bands of the proteins, the amide I band (1720-

1600 cm-1) referring mainly to the peptide bond C=O stretching vibration and the amide 

II band (1600-1500 cm-1) resulting from N-H and C-N bonds  [55–57]. Amide I and 

amide II bands of Cramoll FTIR spectra also were identified when this lectin was 

immobilized on carbon nanotubes and galactomannan film  [27,58]. 

 Fig. 3 shows representative AFM images of the topography from these surfaces. 

The scale (on the right side of each image) provides roughness information, which in 

fact represents the information about the depth of the dimples compared to the rest of 

the area. The surface roughness (Fig. 3b) is mainly due to the pronounced grains of 

TiO2 film along with the nanoporous layer. As we can see from these images, the 

overall roughness was increased. Fig. 3 shows changes in roughness of Ti surface 

after the self-assembly process. The molecules organize themselves after modification 

with TNTs, in the form of a self-assembled monolayer (SAM) over the Ti surface 

favored by the intermolecular forces (Fig. 3a). An effective Ti dense film modifying the 

surface topography with a height of about 0.5 µm is observed in Fig. 3b. A distinctive 

change in height to 1.0 µm is observed after the LbL adsorption on the TNTs (Fig. 3c). 

Following Cramoll immobilization, the average height increased to 1.1 µm (Fig. 3d). 

This slight increase of surface roughness after the functionalization process was 

observed also in the immobilization of a peptide on TNTs through polydopamine, which 

showed this behavior after nanobiology surface modification [49]. 
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Fig. 3. AFM topographic images of cleaned Ti (a), TNTs (b), TNTs-LbL (c) and TNTs-

LbL-Cramoll (d) modified surfaces. 

 

The impedimetric response of the cleaned Ti electrode is shown in Fig. 4. There 

is a very small semicircle domain, implying very low resistance (RCT = 0.3 kΩ) to the 

redox-probe dissolved in the electrolyte solution. Subsequently, TNTs growth on 

cleaned surface resulted in assembled layers with a higher interfacial RCT = 3.7 kΩ, 

indicating that the nanosystem partially inhibited the electron transfer of the 

electrochemical probe. The interfacial resistance of TNTs-LbL modified surface 

decrease (RCT = 2.0 kΩ) associated with the electric properties of the PAH/PAA. In 

addition, Fig. 4 shows the impedance responses of TNTs-LbL-Cramoll modified 

surface in 10 mM K4[Fe(CN)6]4-/K3[Fe(CN)6]3- PBS solution at different concentrations 

of Cramoll to evaluate the adsorption process of this lectin. RCT increases after 

Cramoll immobilization since the probe molecules block the electron transfer at the 

electrode surface/electrolyte interface.  
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Fig. 4. Nyquist plots of the different steps of functionalization: Ti (■), TNTs (●), TNTs-

LbL (▲), TNTs-LbL-Cramoll 10 µg/mL (▼), TNTs-LbL-Cramoll 20 µg/mL (♦), TNTs-

LbL-Cramoll 40 µg/mL (), TNTs-LbL-Cramoll 80 µg/mL (), TNTs-LbL-Cramoll 160 

µg/mL (■), and TNTs-LbL-Cramoll 320 µg/mL (◊), in the presence of the redox pair 

from K4[Fe(CN)6]4-/K3[Fe(CN)6]3- 1:1 in 10 mM PBS, pH 7.4. 

 

 The total impedance is determined by important parameters such as electrolyte 

resistance (RΩ), constant phase element (Q), charge transfer resistance (RCT), and  

Warburg element (Zw). To providing more detailed information on the impedimetric 

behavior of the biosensor, a modified Randles equivalent circuit was adopted. We list 

the parameters of the fitted RCT element in Table 1. The sequence of measurements 

shows an additional blockage of the interface after each step, confirming that the 

amount of material immobilized on the electrode surface directly correlates with the 

impedance. Similar behavior was obtained using Cramoll lectin adsorbed at 

nanosystems based on polyvinylbutyral, polyaniline and gold nanoparticles [59,60]. 

Furthermore, this research revealed that Cramoll adsorption provokes a blockage of 
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electron transfer at work electrode interface due to roughness increasing [59,60].  

 

Table 1. Values of the resistance charge transfer from fitted impedance. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. Bioactivity of Cramoll immobilized on TNTs 

 Bioactivity confirmation of Cramoll on TNTs-LbL-Cramoll system was done with 

the assay using ovalbumin due to the ability of lectins to recognize carbohydrates; the 

ovalbumin glycoprotein glycidic moiety binds to Cramoll. Residual concentrations of 

ovalbumin after 1 h of incubation with the substrates are presented in Table 2 as the 

average of triplicate wells. It was observed that the higher the Cramoll concentration 

on TNTs-LbL, the lower the residual ovalbumin concentration, that is, the higher the 

concentration of ovalbumin bound to the lectin in a dose-dependent relationship. It can 

be inferred that even immobilized on the nanotubular arrays, Cramoll did not lost 

bioactivity. 

 

 

Samples   RCT                                        

(k) 

Ti 0.3 

TNTs 3.7 

TNTs-LbL 2.0 

TNTs-LbL-Cramoll 10 μg/mL 4.7 

TNTs-LbL-Cramoll 20 μg/mL 15.4 

TNTs-LbL-Cramoll 40 μg/mL 39.5 

TNTs-LbL-Cramoll 80 μg/mL 40.1 

TNTs-LbL-Cramoll 160 μg/mL 40.8 

TNTs-LbL-Cramoll 320 μg/mL 42.5 
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Table 2. Protein dosage of ovalbumin assay. 

Initial concentration of 

ovalbumin (µg/mL) 

Concentration of 

Cramoll on the 

TNTs-LbL-Cramoll 

(µg/mL) 

Average of residual 

ovalbumin concentration 

after 1 h of incubation 

(µg/mL) 

100 10 80.1 

100 20 67.0 

100 40 6.8 

 

 The lectin has about 82% homology with Concanavalin A differing only in 42 

from 236 Cramoll amino acid residues; both lectins have identical binding sites for 

monosaccharide, Ca2+ and Mn2+ [61]. These lectins recognize a fraction of ovalbumin 

containing Man7 and Man8 oligomannose chains [62]. Cramoll continued with its 

bioactivity by interacting with ovalbumin even after immobilized on TNTs-LbL. Similar 

result using Cramoll immobilized on the surface of gold electrode already has been 

reported [59].  

 

3.4. Cell adhesion  

 One of the first responses after implantation of a biomaterial in a recipient 

organism is cell adhesion to its surface and such interaction can affect cellular 

functions like proliferation and differentiation, since adhesion of osteoblasts is a 

necessary prerequisite for the later functions of these cells, for example, for calcium 

deposition in bone formation [63,64]. Fig. 5 shows images of osteoblast-like cells 

adhesion with nuclei visualized in blue, stained with DAPI dye, and actin filaments 

stained with rhodamine-phalloidin, in red. An increasing of cell adhesion was observed 

on TNTs in the presence of polyelectrolytes (Fig. 5b) and then with Cramoll 

immobilized in the concentrations of 10, 20 and 40 μg/mL (Figs. 5c, 5d, 5e, 
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respectively) comparing to the surfaces with bare TNTs (Fig. 5a). The appearance of 

interconnected cells that can be visualized in the fluorescence images is due to the 

filopodia phenomenon as explained in a previous study where osteoblasts were 

seeded on TiO2 nanotubes grown on titanium surfaces and in Ti6Al4V and Ti6Al7Nb 

alloys [65]. 

  

 

Fig. 5. Fluorescence microscopy images of osteoblast-like cells after 24 h of incubation 

with the different samples: (a) TNTs, (b) TNTs-LbL, (c) (d) and (e) TNTS-LbL-Cramoll 

in the concentrations of 10, 20 and 40 μg/mL, respectively. In red is the cytoskeleton 

and in blue the nuclei stained by rhodamine-phalloidin and DAPI, respectively. Scale 

bar: 100 μm. 

 

 Previous studies demonstrated an effective cell adhesion on TNTs surfaces in 

the presence of self-assembled PAH/PAA films by using these polyelectrolytes in pH 

conditions similar to the values used in our study. Furthermore, they showed that in 

low thicknesses formed films (around 4 or 5 layers) there was a greater cell 

propagation on substrate surfaces by anchoring of the actin filaments; on the other 
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hand, cell adhesion was diminished by increasing the number of layers [34,35,66]. We 

observed on TNTs-LbL and TNTs-LbL-Cramoll surfaces that the cells were scattered 

randomly and homogeneously overlapping each other resulting in a dense cell layer. 

Therefore, our results demonstrated a good biocompatibility of both functionalized 

nanotubular arrays. 

 

3.5. Osteoblast-like cells proliferation 

 Osseointegration can be achieved by the creation of a favorable 

microenvironment where the osteogenic cell lines are capable of proliferating, and 

consequently synthesizing bone matrix [67]. The cell proliferation assay is important 

because it can determine the best surface in which more cells proliferate to promote 

host bone formation faster around the implant. The analysis of cell proliferation on the 

different substrates was performed and the results after 48 h of incubation are 

represented in Fig. 6.  

Osteoblast-like cells after 24 h of incubation, indicated to have a higher 

proliferation in the TNTs-LbL-Cramoll systems, independent of concentrations applied, 

but not significantly when compared to the other systems (24 well plates, bare TNTs, 

and TNTs-LbL). Additionally, after 48 h (Fig. 6) a significative cell proliferation was 

observed on the substrates with Cramoll at 80, 160 and 320 μg/mL, when compared 

to the surfaces without the lectin and with the systems containing immobilized Cramoll 

in low concentrations (10, 20 and 40 μg/mL). However, we observed after 72 h of 

incubation a similar percentage of viable cells among all Cramoll concentrations. This 

probably occurred because the cells incubated with high immobilized Cramoll 

concentrations (80, 160 and 320 μg/mL) on TNTs-LbL reached a maximum confluence 

after 48 h and the excess of cells was withdrawn by the washes performed during the 
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72 h assay. Moreover, cells incubated with Cramoll in smaller concentrations (10, 20 

and 40 μg/mL) also reached the maximum confluence in the well after 72 h.  

 

 

Fig. 6. Osteoblast-like cells proliferation seeded on the different substrates after 48 h. 

*p < 0.05, **p < 0.01. 

 

 TNTs functionalized with bioactive molecules, such as icariin, gelatin, chitosan 

and GRGDS peptide also promoted proliferation of osteoblasts, as well as Cramoll, 

immobilized on TNTs surfaces [17,48,68,69]. Therefore, biomolecules can improve the 

biocompatibility of implants manufactured by TNTs as well as the Cramoll lectin.  

Bone cells can adhere directly to the surface of an implant or indirectly, binding 

proteins found in the surrounding fluids to the surface, followed by binding of those 

biomolecules to receptors on cell surface and such binding can culminate in cellular 

signals resulting in better adhesion and proliferation [70]. Lectins can bind to cell 

surface carbohydrates and trigger various cellular events, such as stimulation of cell 

proliferation. Mitogenic effects of Cramoll on murine and human lymphocytes are 

known and both actions were related to carbohydrate lectin binding sites [25,71,72]. 

 Cramoll also has immunomodulatory activity and is capable of stimulating the 

proliferation of splenocytes by induction of these cells to the S phase of cell cycle [26]. 
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Previous studies indicated that Cramoll, both in its native and recombinant form, 

maintained the viability of peritoneal exudate cells obtained in the peritoneal cavity of 

rats; such cells include macrophages, lymphocytes, dendritic cells, granulocytes and 

natural killers [73]. Due to the ability of Cramoll bind to carbohydrate residues present 

on the cell surface and to promote a mitotic stimulus, this can be a factor that stimulates 

the proliferation of osteoblasts and contributes even more with the fast 

osseointegration through TNTs-LbL-Cramoll surfaces. 

 

Conclusions 

 The deposition of self-assembled PAH/PAA films on the surface of TNTs was 

effective for binding with Cramoll; this lectin remained bioactive even after its 

immobilization on the TNTs-LbL. A new nanotube surface coated with PAH/PAA and  

the immobilized lectin favored a better cell adhesion when compared with bare TNTs. 

Cramoll stimulated the osteoblast-like cells proliferation; therefore this lectin showed 

to be a promising bioactive molecule for a faster healing with better osseointegration 

of implants. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 Os TNTs revestidos com os filmes automontados de PAH/PAA pela técnica 

Layer-by-Layer (TNTs-LbL) permitiram a imobilização de Cramoll 1,4 nessas 

superfícies nanotubulares (TNTs-LbL-Cramoll); 

 A bioatividade da lectina foi mantida após sua imobilização nas matrizes 

nanotubulares; 

 Os TNTs revestidos com os polieletrólitos e com a lectina nas concentrações 

de 10, 20 e 40 µg/mL favoreceram maior adesão celular do que as superfícies 

com apenas os TNTs; 

 A superfície TNTs-LbL-Cramoll com a lectina na concentração de 320 µg/mL 

estimulou maior proliferação das celulas comprovando a ação mitogênica desta 

lectina quando imobilizada nas superfícies nanotubulares; 

 A funcionalização dos TNTs com Cramoll na presença de PAH/PAA mostrou 

ser uma plataforma promissora na elaboração de implantes metálicos pela 

capacidade desta lectina estimular a proliferação de células semelhantes a 

osteoblastos, o que pode acelerar o processo de osseointegração; 

 Biomoléculas podem ser imobilizadas nos TNTs através do carregamento ou 

revestimento dessas superfícies nanoestruturadas, tal funcionalização pode 

melhorar a biocompatibilidade de implantes e ser uma alternativa para a 

fabricação de biossensores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



82 

 

 

REFERÊNCIAS 

 

ABU-THABIT, N. Y.; HAMDY, A. S. Stimuli-responsive Polyelectrolyte Multilayers for 
fabrication of self-healing coatings  – a review. Surface and Coatings Technology, 
v. 303, p. 406–424, 2016.  
 
AFFATATO, S.; RUGGIERO, A.; MEROLA, M. Advanced biomaterials in hip joint 
arthroplasty. A review on polymer and ceramics composites as alternative bearings. 
Composites Part B: Engineering, v. 83, p. 276–283, 2015.  
 
AHUJA, A.; AHUJA, V.; SINGH, K. Current concepts of regenerative biomaterials in 
implant dentistry. Journal of the International Clinical Dental Research 
Organization, v. 7, n. 3, p. 34–39, 2015.  
 
ALBERTINI, M. et al. Advances in surfaces and osseointegration in implantology. 
Biomimetic surfaces. Medicina Oral, Patologia Oral y Cirugia Bucal, v. 20, n. 3, p. 
e316–e325, 2015.  
 
ALBREKTSSON, T. et al. Osseointegration of implants – a biological and clinical 
overview. JSM Dental Surgery, v. 2, n. 3, p. 1–6, 2017. 
 
ALBUQUERQUE, P. B. S. et al. Healing activity evaluation of the galactomannan film 
obtained from Cassia grandis seeds with immobilized Cratylia mollis seed lectin. 
International Journal of Biological Macromolecules, v. 102, p. 749–757, 2017.  
 
ALEKSANDROVA, M; ANDREEV, S, KOLEV, G. Spray deposition of organic 
electroluminescent coatings for application in flexible light emitting devices. Cogent 
Engineering, v. 2, n. 1, p. 1–8, 2015. 
 
ANDRADE, C. A. S. et al. Antitumor activity of Cratylia mollis lectin encapsulated into 
liposomes. International Journal of Pharmaceutics, v. 278, n. 2, p. 435–445, 2004. 
 
ASRI, R. I. M. et al. Corrosion and surface modification on biocompatible metals: a 
review. Materials Science and Engineering C, v. 77, p. 1261–1274, 2017.  
 
AVELINO, K. Y. P. S. et al. Biosensor based on hybrid nanocomposite and CramoLL 
lectin for detection of dengue glycoproteins in real samples. Synthetic Metals, v. 194, 
p. 102–108, 2014.  
 
BAI, Y. et al. The effect of annealing temperatures on surface properties, 
hydroxyapatite growth and cell behaviors of TiO2 nanotubes. Surface and Interface 
Analysis, v. 43, n. 6, p. 998–1005, 2011.  
 
BANORIYA, D.; PUROHIT, R.; DWIVEDI, R. K. Advanced application of polymer 
based biomaterials. Materials Today: Proceedings, v. 4, n. 2, p. 3534–3541, 2017.  
 
BARFEIE, A.; WILSON, J.; REES, J. Implant surface characteristics and their effect 
on osseointegration. Britsh Dental Journal, v. 218, n. 5, p. 1–9, 2015.  
 



83 

 

 

BHULLAR, S. K.; LALA, N. L.; RAMKRISHNA, S. Smart biomaterials - a review. 
Reviews on Advanced Materials Science, v. 40, n. 3, p. 303–314, 2015.  
 
BRANEMARK, P. I. Osseointegration and its experimental background. The Journal 
of Prosthetic Dentistry, v. 50, n. 3, p. 399–410, 1983.  
 
CAMPOCCIA, D.; MONTANARO, L.; ARCIOLA, C. R. A review of the biomaterials 
technologies for infection-resistant surfaces. Biomaterials, v. 34, n. 34, p. 8533–8554, 
2013.  
 
CAO, X. et al. RGD peptide immobilized on TiO2 nanotubes for increased bone marrow 
stromal cells adhesion and osteogenic gene expression. Journal of Materials 
Science: Materials in medicine, v. 23, n. 2, p. 527–536, 2012.  
 
CHEN, Q.; THOUAS, G. A. Metallic implant biomaterials. Materials Science and 
Engineering: R: Reports, v. 87, p. 1-57, 2015. 
 
CHEN, X. et al. Fabrication of selenium-deposited and chitosan-coated titania 
nanotubes with anticancer and antibacterial properties. Colloids and Surfaces B: 
Biointerfaces, v. 103, p. 149–157, 2013.  
 
CHUG, A. et al. Osseointegration-molecular events at the bone-implant interface: a 
review. Journal of Oral and Maxillofacial Surgery, Medicine, and Pathology, v. 25, 
n. 1, p. 1–4, 2013. 
 
CIPRIANO, A. F.; MILLER, C.; LIU, H. Anodic growth and biomedical applications of 
TiO2 nanotubes. Journal of Biomedical Nanotechnology, v. 10, n. 10, p. 2977–3003, 
2014.  
 
CIVANTOS, A. et al. Titanium coatings and surface modifications: toward clinically 
useful bioactive implants. ACS Biomaterials Science and Engineering, v. 3, n. 7, p. 
1245–1261, 2017.  
 
COELHO, L. C. B. B. et al. Lectins, interconnecting proteins with 
biotechnological/pharmacological and therapeutic applications. Evidence-Based 
Complementary and Alternative Medicine, v. 2017, p. 1–22, 2017. 
 
CORREIA, M. T.S.; COELHO, L. C. B. B. Purification of a glucose/mannose specific 
lectin isoform 1, from seeds of Cratylia mollis Mart (Camaratu bean). Applied 
Biochemistry and Biotechnology, v. 55, p. 261–273, 1995. 
 
CUNHA, C. R. A. et al. Encapsulation into stealth liposomes enhances the antitumor 
action of recombinant Cratylia mollis lectin expressed in Escherichia coli. Frontiers in 
Microbiology, v. 7, p. 1–11, 2016. 
 
DEVINE, D. M. et al. Tissue reaction to implants of different metals: a study using guide 
wires in cannulated screws. European Cells and Materials, v. 18, p. 40–48, 2009.  
 
DIAS, R. O. et al. Insights into animal and plant lectins with antimicrobial activities. 
Molecules, v. 20, n. 1, p. 519–541, 2015.  



84 

 

 

DU, Z. et al. The ultrastructural relationship between osteocytes and dental implants 
following osseointegration. Clinical Implant Dentistry and Related Research, v. 18, 
n. 2, p. 270–280, 2016. 
 
ESCADA; A. L.; NAKAZATO, R. Z.; CLARO, A. P. R. A. Influence of anodization 
parameters in the TiO2 nanotubes formation on Ti-7.5Mo alloy surface for biomedical 
application. Materials Research, p. 1–9, 2017. 
 
FARIA, A. C. R. et al. Preparation, characterization and application of 
polyelectrolytes/TiO2/CdSe self-assembled films. Thin Solid Films, v. 551, p. 79–85, 
2014.  
 
FERNANDES, D. J.; ELIAS, C. N.; VALIEV, R. Z. Properties and performance of 
ultrafine grained titanium for biomedical applications. Materials Research. v. 18, n. 6, 
p. 1163–1175, 2015.  
 
FERRARO, A. Biomaterials and therapeutic applications. IOP Conference Series: 
Materials Science and Engineering, v. 108, p. 1–4, 2016.  
 
FILHO, J. T.; ROCCO, M. Titanium oxide nanotubes: synthesis of anatase phase, 
characterization and photocatalytic application. Revista Virtual de Química, v. 5, n. 
4, p. 630–645, 2013.  
 
GULATI, K. et al. Local drug delivery to the bone by drug-releasing implants: 
perspectives of nano-engineered titania nanotube arrays. Therapeutic Delivery, v. 3, 
n. 7, p. 857–873, 2012a. 
 
GULATI, K. et al. Biocompatible polymer coating of titania nanotube arrays for 
improved drug elution and osteoblast adhesion. Acta Biomaterialia, v. 8, n. 1, p. 449–
456, 2012b.  
 
GULATI, K. et al. Titania nanotubes for orchestrating osteogenesis at the bone-implant 
interface. Nanomedicine, v. 11, n. 14, p. 1847–1864, 2016. 
 
GULATI, K.; IVANOVSKI, S. Dental implants modified with drug releasing titania 
nanotubes: therapeutic potential and developmental challenges. Expert Opinion on 
Drug Delivery, v. 14, n. 8, p. 1009–1024, 2016.  
 
HA, T. L. B. et al. Naturally derived biomaterials: preparation and application. In: 
ANDRADES, J. A. Regenerative Medicine and Tissue Engineering. Rijeka: InTech, 
2013. p. 247–274. 
 
HANAWA, T. In vivo metallic biomaterials and surface modification. Materials Science 
and Engineering A, v. 267, n. 2, p. 260–266, 1999.  
 
HUANG, J. et al. Nanotubular topography enhances the bioactivity of titanium implants. 
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, v. 13, n. 6, p. 1913–1923, 
2017.  
 
INGALE, A. .; HIVRALE, A. . Plant as a plenteous reserve of lectin. Plant signaling & 



85 

 

 

behavior, v. 8, n. 12, p. e26595, 2013.  
 
JEMAT, A. et al. Surface modifications and their effects on titanium dental implants. 
BioMed Research International, v. 2015, p. 1–11, 2015.  
 
JUAN, L. L. et al. Pharmaceutical applications of lectins. Journal of Drug Delivery 
Science and Technology, p. 1–8, 2017.  
 
KATEŘINA, P. et al. Self-organized TiO2 nanotube arrays and the mechanism of tube 
growth. NANOCON, p. 1–5, 2015.  
 
KUMERIA, T. et al. Advanced biopolymer-coated drug-releasing titania nanotubes 
(TNTs) implants with simultaneously enhanced osteoblast adhesion and antibacterial 
properties. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 130, p. 255–263, 2015.  
 
KUZYK, P. R.; SCHEMITSCH, E. H. The basic science of peri-implant bone healing. 
Indian Journal of Orthopaedics, v. 45, n. 2, p. 108–115, 2011. 
 
LAI, M. et al. The controlled release of simvastatin from TiO2 nanotubes to promote 
osteoblast differentiation and inhibit osteoclast resorption. Applied Surface Science, 
v. 396, p. 1741–1751, 2017.  
 
LAI, M.; JIN, Z.; SU, Z. Surface modification of TiO2 nanotubes with osteogenic growth 
peptide to enhance osteoblast differentiation. Materials Science and Engineering C, 
v. 73, p. 490–497, 2017.  
 
LEE, J. K. et al. Improved osseointegration of dental titanium implants by TiO2 
nanotube arrays with recombinant human bone morphogenetic protein-2: a pilot in vivo 
study. International Journal of Nanomedicine, v. 10, p. 1145–1154, 2015.  
 
LI, Y. et al. New developments of Ti-based alloys for biomedical applications. 
Materials, v. 7, n. 3, p. 1709–1800, 2014.  
 
LIMA, A. L. R. et al. Histochemical evaluation of human prostatic tissues with Cratylia 
mollis seed lectin. Journal of Biomedicine and Biotechnology, v. 2010, p. 1–6, 
2010.  
 
LIU, X.; CHU, P. K.; DING, C. Surface modification of titanium, titanium alloys, and 
related materials for biomedical applications. Materials Science and Engineering R: 
Reports, v. 47, n. 3–4, p. 49–121, 2004. 
 
MACAK, J. M. et al. TiO2 nanotubes: self-organized electrochemical formation, 
properties and applications. Current Opinion in Solid State and Materials Science, 
v. 11, p. 3–18, 2007.  
 
MACIEL, E. V. M. et al. Mitogenic activity of Cratylia mollis lectin on human 
lymphocytes. Biologicals, v. 32, n. 1, p. 57–60, 2004.  
 
MAHAPATRO, A. Bio-functional nano-coatings on metallic biomaterials. Materials 
Science and Engineering C, v. 55, p. 227–251, 2015.  



86 

 

 

MANAM, N. S. et al. Study of corrosion in biocompatible metals for implants: a review. 
Journal of Alloys and Compounds, v. 701, p. 698–715, 2017.  
 
MANJAIAH, M.; LAUBSCHER, R. F. A review of the surface modifications of titanium 
alloys for biomedical applications. Materials Technology, v. 51, n. 2, p. 181–193, 
2017.  
 
MAVROGENIS, A. F. et al. Biology of implant osseointegration. Journal of 
Musculoskeletal Neuronal Interactions, v. 9, n. 2, p. 61–71, 2009.  
 
MELO, C. M. L. et al. Immunomodulatory response of Cramoll 1,4 lectin on 
experimental lymphocytes. Phytotherapy Research, v. 24, n. 11, p. 1631–1636, 
2010.  
 
MELO, C. M. L. et al. Healing activity induced by Cramoll 1,4 lectin in healthy and 
immunocompromised mice. International Journal of Pharmaceutics, v. 408, n. 1–2, 
p. 113–119, 2011a.  
 
MELO, C. M. L. et al. Mitogenic response and cytokine production induced by Cramoll 
1,4 lectin in splenocytes of inoculated mice. Scandinavian Journal of Immunology, 
v. 73, n. 2, p. 112–121, 2011b.  
 
MELO, C. M. L. et al. Potential effects of Cramoll 1,4 lectin on murine Schistosomiasis 
mansoni. Acta Tropica, v. 118, n. 2, p. 152–158, 2011c.  
 
MINAGAR, S. et al. A review of the application of anodization for the fabrication of 
nanotubes on metal implant surfaces. Acta Biomaterialia, v. 8, n. 8, p. 2875–2888, 
2012.  
 
MOGOŞANU, G. D.; GRUMEZESCU, A. M. Natural and synthetic polymers for 
wounds and burns dressing. International Journal of Pharmaceutics, v. 463, n. 2, p. 
127–136, 2014.  
 
OLIVEIRA, J. P.; LAIA, C. T.; BRANCO, L. C. Optimization of ionic liquid film deposition 
by spin and dip coating techniques. Journal of Materials Science and Engineering 
B, v. 2, n. 8, p. 437–441, 2012.  
 
OLIVEIRA, W. F. et al. Functionalization of titanium dioxide nanotubes with 
biomolecules for biomedical applications. Materials Science and Engineering C, v. 
81, p. 597–606, 2017. 
 
PAIVA, P. M. G.; COELHO, L. C. B. B. Purification and partial characterization of two 
lectin isoforms from Cratylia mollis Mart. (Camaratu bean). Applied Biochemistry and 
Biotechnology, v. 36, n. 2, p. 113–118, 1992.  
 
PARIDA, P.; BEHERA, A.; MISHRA, S. C. classification of biomaterials used in 
medicine. International Journal of Advances in Applied Sciences, v. 1, n. 3, p. 31–
35, 2012.  
 



87 

 

 

PIRES, A. L. R.; BIERHALZ, A. C. K.; MORAES, A. M. Biomateriais: tipos, aplicações 
e mercado. Química Nova, v. 38, n. 7, p. 957–971, 2015. 
 
PRASAD, S. et al. Biomaterial properties of titanium in dentistry. Journal of Oral 
Biosciences, v. 57, n. 4, p. 192–199, 2015.  
 
RAHMAN, M. A.; HOSSAIN, M. A. M.; DAS, B. Synthesis of TiO2 nanotube by 
electrochemical anodization of Ti foil in room temperature. Mechanical Engineering 
Research Journal, v. 10, p. 90–93, 2016.  
 
RAPHEL, J. et al. Engineered protein coatings to improve the osseointegration of 
dental and orthopaedic implants. Biomaterials, v. 83, p. 269–282, 2016. 
 
REDDY, K. V. Osseointegration. International Dental & Medical Journal of 
Advanced Research, v. 1, n. 1, p. 1–7, 2015.  
 
ROY, P.; BERGER, S.; SCHMUKI, P. TiO2 nanotubes: synthesis and applications. 
Angewandte Chemie - International Edition, v. 50, n. 13, p. 2904–2939, 2011.  
 
SAINI, M. et al. Implant biomaterials: a comprehensive review. World Journal of 
Clinical Cases, v. 3, n. 1, p. 52–57, 2015.  
 
SANSONE, V.; PAGANI, D.; MELATO, M. The effects on bone cells of metal ions 
released from orthopaedic implants. A review. Clinical Cases in Mineral and Bone 
Metabolism, v. 10, n. 1, p. 34–40, 2013.  
 
SHI, Q. et al. Surface modification of dental titanium implant by Layer-by-Layer 
electrostatic self-assembly. Frontiers in Physiology, v. 8, p. 1–7, 2017.  
 
SILVA, L. C. N. et al. Cratylia mollis lectin: a versatile tool for biomedical studies. 
Current Bioactive Compounds, v. 10, n. 1, p. 44–54, 2014. 
 
SILVA, M. C. C. et al. Immobilized Cratylia mollis lectin: an affinity matrix to purify a 
soybean (Glycine max) seed protein with in vitro platelet antiaggregation and 
anticoagulant activities. Process Biochemistry, v. 46, n. 1, p. 74–80, 2011.  
 
SILVA, P. M. S. et al. Cratylia mollis lectin nanoelectrode for differential diagnostic of 
prostate cancer and benign prostatic hyperplasia based on label-free detection. 
Biosensors and Bioelectronics, v. 85, p. 171–177, 2016.  
 
SMITH, P. et al. Injectable biomaterials for cell, gene and protein therapy. Materials 
Technology: Advanced Performance Materials, v. 30, n. B4, p. 264–272, 2015.  
 
SMITH, Y. R. et al. Self-ordered titanium dioxide nanotube arrays: anodic synthesis 
and their photo/electro-catalytic applications. Materials, v. 6, n. 7, p. 2892–2957, 2013.  
 
SOUZA, G. A. et al. Amino acid sequence and tertiary structure of Cratylia mollis seed 
lectin. Glycobiology, v. 13, n. 12, p. 961–972, 2003. 
 
SRIVASTAVA, S.; KOTOV, N. A. Composite Layer-by-Layer (LBL) assembly with 



88 

 

 

inorganic nanoparticles and nanowires. Accounts of Chemical Research, v. 41, n. 
12, p. 1831–1841, 2008.  
 
THOMAS, P. Clinical and diagnostic challenges of metal implant allergy using the 
example of orthopaedic surgical implants: Part 15 of the Series Molecular Allergology. 
Allergo journal international, v. 23, n. 6, p. 179–185, 2014.  
 
TRINDADE, R.; ALBREKTSSON, T.; WENNERBERG, A. Current concepts for the 
biological basis of dental implants: foreign body equilibrium and osseointegration 
dynamics. Oral and Maxillofacial Surgery Clinics of North America, v. 27, n. 2, p. 
175–183, 2015.  
 
VALLET-REGÍ, M. Ceramics for medical applications. Journal of the Chemical 
Society, v. 2, n. 2, p. 97–108, 2001.  
 
VANDENBORRE, G.; SMAGGHE, G.; VAN DAMME, E. J. M. Plant lectins as defense 
proteins against phytophagous insects. Phytochemistry, v. 72, n. 13, p. 1538–1550, 
2011.  
 
VIKRAM, D. et al. Purification and characterization of an antiproliferative and mitogenic 
plant lectin from tubers of Arisaema speciosum. Pharmacognosy Journal, v. 2, n. 9, 
p. 266–277, 2010. 
 
WANG, Y. Bioadaptability: an innovative concept for biomaterials. Journal of 
Materials Science and Technology, v. 32, n. 9, p. 801–809, 2016.  
 
WANG, Y.; ZHANG, Y.; MIRON, R. J. Health, maintenance, and recovery of soft 
tissues around implants. Clinical Implant Dentistry and Related Research, v. 18, n. 
3, p. 618–634, 2016. 
 
WU, S. et al. Functionalized TiO2 based nanomaterials for biomedical applications. 
Advanced Functional Materials, v. 24, n. 35, p. 5464–5481, 2014.  
 
XIAO, F.-X. et al. Layer-by-layer assembly of versatile nanoarchitectures with diverse 
dimensionality: a new perspective for rational construction of multilayer assemblies. 
Chemical Society Reviews, v. 45, n. 11, p. 3088–3121, 2016.  
 
YANG, B. et al. Annealing study of titanium oxide nanotube arrays. Materials 
Chemistry and Physics, v. 130, n. 3, p. 1227–1231, 2011.  
 
YAO, D.; PAN, S.; ZHOU, M. Structural characterization and antitumor and mitogenic 
activity of a lectin from the gill of bighead carp (Aristichthys nobilis). Fish Physiology 
and Biochemistry, v. 38, n. 6, p. 1815–1824, 2012. 
 
YU, W. Q. et al. The effect of anatase TiO2 nanotube layers on MC3T3-E1 
preosteoblast adhesion, proliferation, and differentiation. Journal of Biomedical 
Materials Research - Part A, v. 94, n. 4, p. 1012–1022, 2010.  
 
ZHANG, L. et al. Effect of crystalline phase changes in titania (TiO2) nanotube coatings 
on platelet adhesion and activation. Materials Science and Engineering C, v. 82, p. 



89 

 

 

91–101, 2018.  
 
ZHANG, Y. et al. Self-assembly chitosan/gelatin composite coating on icariin-modified 
TiO2 nanotubes for the regulation of osteoblast bioactivity. Materials and Design, v. 
92, p. 471–479, 2016.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



90 

 

 

ANEXO A – COMPROVAÇÃO DE SUBMISSÃO DO ARTIGO I 

 

 

 

 

 



91 

 

 

ANEXO B – ARTIGO ACEITO PARA PUBLICAÇÃO NA REVISTA JOURNAL OF 

HOSPITAL INFECTION 

 



92 

 

 

 

 

 



93 

 

 

 
 
 

 



94 

 

 

 
 
 

 



95 

 

 

 
 
 

 



96 

 

 

 
 
 

 



97 

 

 

 
 
 

 


