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RESUMO
O hialuronato de sodio (HY) acelera o reparo de defeitos ésseos maxilares.
Entretanto, sua baixa estabilidade fisica tem dificultado sua ampla utilizacdo em
reconstrucdes teciduais 6sseas. Por outro lado, a funcionalizacdo de nanotubos
de carbono (NTC) com HY (NTC-HY) resulta em um hidrogel com melhores
propriedades mecanicas e reolégicas quando comparado com o HY sozinho.
Assim, o principal objetivo deste estudo foi avaliar in vivo os efeitos dos NTC e
NTC-HY na cicatrizagcdo de alvéolos dentarios de ratos apds exodontia dos
primeiros molares superiores e, in vitro, na deposicado de cristais inorganicos no
tithnio e no comportamento de osteoblastos. Ratos Wistar machos foram
submetidos a exodontia dos primeiros molares superiores e os alvéolos foram
tratados com NTC, HY, NTC-HY ou carbopol (veiculo). Analises
histomorfométricas foram realizadas, aos sete dias de cicatrizacédo, para avaliar a
formagao de osso trabecular e o nimero de ndcleos celulares. A expressao dos
colagenos tipos | e lll foi avaliada por imunohistoquimica. Pastilhas de titanio
tratadas com NTC, HY, NTC-HYou carbopol foram imersas em uma solugéao
aquosa subsaturada contendo CaCl, e NaoHPO4 por 14 e 28 dias. A deposicao de
cristais sobre as pastilhas foi analisada através da MEV. Além disso, osteoblastos
foram plaqueados sobre pastilhas de titanio tratadas com NTC ou NTC-HY, ou
cultivados diretamente em placas de cultura contendo meio DMEN acrescido de
NTC ou NTC-HY. Foram realizadas analises de viabilidade celular por MTT e
atividade da fosfatase alcalina. Alvéolos tratados com NTC apresentaram
percentual de trabéculas ésseas e niumero de ndcleos celulares semelhantes aos
alvéolos controle. Por outro lado, tanto o HY como os NTC-HY induziram um

aumento similar e significativo na formacao éssea, e diminuiram a quantidade de
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nucleos celulares. Além disso, observou-se uma maior expressao de colageno
tipo | nos alvéolos tratados com HY 1% ou com NTC-HY (100ug/mL). Nenhuma
diferenca significativa na expressao de colageno tipo Ill foi observada entre os
grupos. Os experimentos in vitro demonstraram que as pastilhas de titanio
cobertas com NTC-HY (100ug/mL) apresentaram maior deposicao de ions calcio,
sédio e fosforo. Concentragcbes mais altas de NTC e NTC-HY (100-400ug/mL)
induziram morte celular em osteoblastos enquanto concentracées mais baixas
(3,125-50pg/mL) acarretaram apenas em uma discreta diminuicdo na viabilidade
celular e na atividade da fosfatase alcalina. Desta forma, os resultados in vivo
indicam que os NTC-HY aceleram a cicatrizacdo de forma semelhante ao HY
quando utilizados em terapias de reparo ésseo. Além disso, os NTC-HY
induziram, in vitro, uma maior deposicdo de cristais em pastilhas de titanio,
sugerindo que este biomaterial poderia ser usado com um agente coadjuvante no

reparo 6sseo periimplantar.

Palavras chave: Hialuronato de sédio, Nanotubos de carbono, Cicatrizacao,

Implantes, Osteoblastos.



ABSTRACT
The sodium hyaluronate (HY) accelerates the repair of bone defects. However, the
weak stability of HY has hindered its wide use in bone tissue reconstructions.
Moreover, the functionalization of carbon nanotubes (CNT) with HY (HY-CNT)
produces a reinforced hydrogel with improved mechanical and rheological
properties when compared with HY alone. Thus, the main aim of this study was to
evaluate in vivo the effects of CNT and HY-CNT in the healing process of tooth
sockets of rats after extraction of upper first molars and, in vitro, on deposition of
inorganic crystals on the titanium surface and in the behavior of osteoblasts in
culture. Wistar male rats were subjected to the extraction of upper first molars and
the sockets were treated with CNT, HY, HY-CNT or carbopol (vehicle).
Histomorphometric analyses were performed, seven days after the surgeries, to
assess the trabecular bone formation and the number of cell nuclei. The
expression of collagen types | and lll was assessed by immunohistochemistry.
Titanium discs treated with CNT, HY, HY-CNT or carbopol were immersed in an
aqueous unsaturated solution containing CaCl, and Na,HPO,4 during 14 and 28
days. The deposition of crystals over the titanium discs was analyzed utilizing
SEM. Moreover, osteoblasts were plated on titanium discs treated with CNT or
HY-CNT or plated directly on culture plates containing DMEN medium
supplemented with CNT or HY-CNT. Analyses of alkaline phosphatase activity and
cell viability were performed. Treatment with CNT did not alter the bone deposition
as well as the counting of cell nuclei. On the other hand, both CNT and HY-CNT
induced a similar and significant increase in bone formation and decreased the
amount of cell nuclei. Moreover, the expression of type | collagen in sockets

treated with 1% HY or HY-CNT (100ug/mL) was increased. No significant changes



in the expression of type Il collagen was observed among any of the groups. The
in vitro experiments revealed that titanium discs coated with 100ug/mL HY-CNT
showed a higher deposition of calcium, sodium and phosphorus ions. CNT and
HY-CNT at higher concentrations (100-400ug/mL) induced death of osteoblasts,
while lower concentrations (CNT and HY-CNT: 3.125-50ug/mL) resulted only in a
slight decrease in activity of the alkaline phosphatase and cell viability. Altogether,
these findings indicate that, like HY, HY-CNT accelerated the healing process
when used in therapies for bone repair. In addition, HY-CNT induced a greater
deposition of crystals in titanium discs, suggesting that this biomaterial could be

used as an adjuvant agent in the bone repair in dental implants.

Keywords: Sodium hyaluronate, Carbon Nanotubes, Healing, Implants,

Osteoblasts
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I. INTRODUCAO

A perda precoce dos dentes, em decorréncia de caries e doenca
periodontal, acomete um percentual significativo da populacao brasileira. Medidas
preventivas adotadas pelo Sistema Unico de Satde, como a fluoretacédo da agua
e maior acesso da populacdo a campanhas de prevencao, tém propiciado a
reducao da prevaléncia de caries na populacao, atestando que a prevencao é o
caminho mais eficaz e financeiramente viavel para a promocao da saude bucal.
Entretanto, a melhoria dos indices de saude bucal trouxe um novo desafio, pois
ao mesmo tempo em que se aumenta a longevidade dos dentes, cresce a
prevaléncia de doenca periodontal (DP) na populacdo adulta (Meneghim et al.,
2002; Ministério da Saude, 2005). A evolucao do processo inflamatério observada
na DP afeta os tecidos de suporte do dente podendo acarretar em reabsorcao
Ossea do processo alveolar e perda do elemento dentario (Lindhe, 1999; Bodic et
al., 2005).

A reconstrucdo Ossea €, muitas vezes, pré-requisito essencial a
reabilitacdo funcional do sistema estomatognatico com implantes
osseointegrados, especialmente na correcdo de perdas dentarias traumaticas ou
mudancas atroficas do processo alveolar da maxila ou mandibula (Wiltfang et al.,
2004). A recuperacao da estrutura éssea perdida pode demandar a realizacao de
cirurgias de enxerto ésseo ou insercdo de biomateriais (Arosarena & Collins,
2005; lzuka et al., 2005), processos lentos e onerosos para os pacientes. Diminuir
o tempo de cicatrizacao alveolar e/ou a maturacdo de enxertos 6sseos poderia
auxiliar no restabelecimento da funcdo mastigatéria de forma mais confortavel e
menos dispendiosa para os pacientes. Neste aspecto, o desenvolvimento de

matrizes para suporte estrutural e direcionamento da proliferagéo celular tem sido
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de bastante interesse tanto em medicina quanto em engenharia para
reconstrucdo tecidual éssea (Abarrategi et al. 2008; Bhattacharyya et al. 2008;
Sitharaman et al. 2008; Silva et al. 2009; Tutak et al. 2009). A matriz ideal deve
possuir boas propriedades mecanicas, biocompatibilidade, biopermeabilidade,
estrutura tridimensional e promover crescimento tecidual ésseo controlado
(Chtopek et al., 2006; Sitharaman et al., 2008).

A despeito dos avancos obtidos nas terapias de regeneracido 6ssea
guiada, muito ainda precisa ser compreendido sobre a interacdo de biomoléculas
envolvidas na cicatrizacao 6ssea, e sobre o melhor método de administracéo
destes fatores (Arosarena & Collins, 2005). Uma vez que a busca por um material
ideal para enxertia 6ssea permanece como um grande desafio (Wong & Rabie,
2005), a pesquisa por biomateriais que auxiliam na manutencdo da estrutura
O0ssea imediatamente apds exodontias, ou na reconstrucdo da estrutura éssea

perdida é de fundamental importancia.

1. Biologia do reparo alveolar

O processo de cicatrizacdo 6éssea pode ser dividido em fases
sequenciais de inflamacao, migracao, diferenciacdo e proliferacdo de células
osteogénicas, resultando em sintese de matriz extracelular (MEC), mineralizagéo
do ostedide, maturacdo e remodelacdo Ossea (Sasaki & Watanabe, 1995;
Siqueira Jr. & Dantas, 2000; Lalani et al., 2005). O reparo tecidual observado
apds a extracdo de um dente inicia-se com a hemostasia, responsavel por
bloquear a perda de sangue através de vasos rompidos. A formacdo da rede de
fibrina auxilia inicialmente o influxo de neutréfilos, macréfagos e linfécitos,

caracteristicos da resposta inflamatéria aguda (Siqueira Jr. & Dantas, 2000;
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Yugoshi et al., 2002). Fibroblastos e células osteoprogenitoras oriundas do
ligamento periodontal (LP) (Devlin & Sloan, 2002; Yugoshi et al., 2002), da
medula éssea (Shyng et al., 1999; Devlin & Sloan, 2002) e do periésteo (Siqueira
Jr. & Dantas, 2000; Rasubala et al., 2004) sdo essenciais para a remodelagéo e
formacao 6ssea inicial em processos de cicatrizacdo alveolar (Lekic et al., 1997).

Macréfagos e fibroblastos imaturos parecem ser atraidos para areas
com baixa concentracdo de oxigénio e altos niveis de lactato, observados nas
fases iniciais do reparo alveolar, em consequéncia do metabolismo de células
inflamatérias. Macréfagos liberam um fator de crescimento chamado fator
angiogénico dependente de macréfago, quimiotaxico para células endoteliais.
Estas secretam o fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) que auxilia a
angiogénese, essencial nos processos de cicatrizacao de feridas (Savani et al.,
2001; Lalani et al., 2005). Paralelamente, fibroblastos sintetizam uma delicada
matriz de colageno que, junto com os capilares neoformados, caracteriza o tecido
de granulacdo (Yugoshi et al, 2002). As fibras colagenas inicialmente
depositadas formam uma trama preliminar na qual ocorre a deposicdo de 0sso
neoformado (Shyng et al, 1999). Por fim, os eventos de cicatrizagdo alveolar
culminam no preenchimento do alvéolo com tecido ésseo trabecular (Devlin &
Sloan, 2002).

Andlises histolégicas do processo de cicatrizacdo de alvéolos dentarios
de ratos demonstraram que, dois dias apds as exodontias, o alvéolo encontra-se
preenchido com coagulo sanguineo (Kanyama et al., 2003; Mendes et al., 2008).
Aos trés dias de cicatrizacdo, macréfagos, capilares neoformados e fibroblastos
estdo presentes em grande quantidade, sendo estes ultimos, claramente visiveis

no LP remanescente (Pinto et al., 2001). Observa-se reabsorcao do septo 6sseo
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interradicular por osteoclastos, um passo importante no processo de cicatrizacao
alveolar (Shyng et al., 1999; Kurihashi et al., 2002), e proliferacédo do epitélio da
mucosa oral nas bordas da ferida cirdrgica, com invaginacdo em direcao ao
interior do alvéolo (Zied et al., 2005). Apds quatro dias de cicatrizacao, observa-se
a migracao de células endoteliais e fibroblastos para o tecido de granulacao e a
presenca de osteoclastos e pré-osteoblastos na superficie do osso trabecular
adjacente ao alvéolo (Kanyama et al., 2003). Ainda é possivel observar a
presenca de pequenas espiculas 6sseas apds quatro e sete dias de reparo
(Boeck et al., 1999). Ao final da primeira semana de cicatrizagdo, o alvéolo
encontra-se preenchido com um tecido conjuntivo imaturo, rico em fibroblastos e
exibindo pronunciada rede vascular (Pinto et al., 2001; Yugoshi et al., 2002;
Kanyama et al., 2003; Mendes et al., 2008). A deposicdo de matriz 6ssea bem
como a presenca de grande quantidade de células com aspecto morfoldgico
semelhante a osteoblastos concentra-se, aos sete dias, no terco apical do alvéolo
(Mendes et al., 2008). O epitélio da mucosa gengival apresenta solucdo de
continuidade com a presenca de linfécitos e macréfagos no conjuntivo subjacente
(Yugoshi et al., 2002; Kanyama et al., 2003; Mendes et al., 2008). Entretanto,
alguns autores relatam que, nesta fase, o epitélio quase recobre o alvéolo (Pinto
et al., 2001) ou o oblitera completamente (Zied et al., 2005). Além disso, observa-
se diminuicdo do infiltrado inflamatério em relacdo aos periodos iniciais de
cicatrizacdo (Kurihashi et al., 2002; Mendes et al., 2008). Dez dias apés a
exodontia, o alvéolo exibe grande quantidade de trabéculas désseas e, apoés
quatorze dias de cicatrizagdo, apresenta-se quase completamente preenchido por
tecido 6sseo que sofreu remodelacao (Kanyama et al., 2003) e maturacao quase

idéntica ao tecido 6sseo pré-existente (Kurihashi et al., 2002). Entretanto, alguns
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autores relatam que o alvéolo encontra-se, neste periodo, igualmente ocupado
por tecido conjuntivo e trabéculas ésseas (Tedfilo et al., 2001). Ap6s quinze dias
de reparo, observa-se a ferida recoberta com epitélio da mucosa gengival (Boeck
et al., 1999; Pinto et al., 2001) e cristas Osseas inter e intra radiculares
completamente remodeladas (Zied et al., 2005). Ao final da terceira semana de
cicatrizagcdo, o alvéolo encontra-se preenchido por uma espessa rede de
trabéculas Osseas, circundando pequenos espacos medulares (Tedfilo et al.,
2001; ; Mendes et al., 2008). O preenchimento do alvéolo com trabéculas ésseas
bem definidas, vinte e quatro dias ap6s a extragcao, praticamente define o estagio
final do processo de reparo (Zied et al., 2005). Alguns trabalhos relatam que,
apesar de o alvéolo estar completamente preenchido por trabéculas 6sseas, a
densidade Ossea alveolar maxima € alcancada, aparentemente, apenas no

trigésimo dia p6s-operatoério (Lamano Carvalho et al., 1997).

2. Indicadores do reparo 6sseo alveolar

Fatores de crescimento exercem influéncia sobre a sinalizacao celular,
portanto, atuam diretamente nos processos de migracdo, proliferacdo e
diferenciacao celular, além de sintese de MEC (Lieberman et al., 2002). Alguns
fatores de crescimento, tais como fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator
de crescimento derivado de plaguetas (PDGF) e VEGF séo expressos de modo
temporal durante o reparo 6sseo alveolar (Street et al., 2002). O PDGF pode
estimular a proliferacdo de fibroblastos periodontais e sua migragdo em direcao
ao coagulo, em estagios iniciais da cicatrizacao alveolar (Tedfilo et al., 2001). O
VEGF, por sua vez, induz um aumento da permeabilidade vascular e atua como

um potente fator angiogénico in vivo, ao estimular a diferenciagao e proliferagao
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de células endoteliais (Bouletreau et al., 2002; Pacicca et al., 2003; Lalani et al.,
2005). A vasculogénese ou neoformagdo vascular possibilita um aumento do
influxo de células mesenquimais indiferenciadas (Pacicca et al., 2003; Wong &
Rabie, 2005) e de precursores de osteoblastos e osteoclastos para a regido de
cicatrizagdo, portanto, o VEGF influencia diretamente o reparo ésseo alveolar
(Giavaresi et al., 2005).

Além dos fatores de crescimento, a expressdo de algumas
macromoléculas da MEC como colageno, fibronectina (FN) e osteopontina (OPN),
tem sido referenciada como um aspecto indicativo de reparo ésseo (Siqueira Jr. &
Dantas, 2000). Colagenos, de forma geral, sdo descritos como 0s principais
constituintes da MEC. Os colagenos tipos | e I, expressos na fase de proliferacao,
sado considerados componentes essenciais da matriz éssea (Schultze-Mosgau et
al., 2005). Nas fases iniciais de cicatrizacdo, apds extracdo dentaria, observa-se
um aumento da expressado de colageno tipo Ill (Kurita et al., 1985). O colageno
tipo Il é produzido transitoriamente durante a neoformagdo e remodelagédo do
tecido ésseo bucal, desaparecendo com a calcificagcdo da matriz. Portanto, sua
expressao é correlacionada a tecidos désseos recém-formados (Becker et al.,
1986; Carter et al, 1991). Uma vez que ocorre a mineralizacdo da matriz, o
colageno tipo Il é substituido pelo colageno tipo | que corresponde a mais de
90% da matriz 6ssea (Page et al., 1986; Carter et al., 1991; Stoffel et al., 2007).
Assim, cada tipo de colageno apresenta um modelo de distribuicdo distinto,
podendo ser associado a diferentes estagios de diferenciacdo osteogénica
(Becker et al., 1986; Carter et al., 1991). Enfim, o colageno tipo |, produzido pelos
fibroblastos durante os processos de cicatrizagdo, juntamente com outras

proteinas como OPN, osteocalcina (OCC), osteonectina (ONC) e FN, compde a
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matriz organica do tecido 6sseo (Shyng et al., 1999; Siqueira Jr. & Dantas, 2000).
Em areas de reparo alveolar, a formacao de fibrilas colagenas € iniciada quando
filamentos de colageno, liberados por osteoblastos, se agregam extracelularmente
em fibras estriadas para formar o ostedide. O ostedide orienta a deposicao de
cristais de hidroxiapatita, responsaveis pela mineralizacdo da matriz e formagéao
de espiculas 6sseas iniciais (Bouletreau et al., 2002).

Proteinas da matriz nao-colagenosas incluem ONC, OCC e OPN
(Bouletreau et al., 2002). Apds exodontias, células progenitoras presentes no
alvéolo, passam por varios estagios de maturagao expressando sequencialmente
ONC, OPN e OCC (Devlin & Sloan, 2002). Tais proteinas parecem induzir a
maturagdo dos componentes da MEC por meio da mineralizagdo da matriz 6ssea
(Schultze-Mosgau et al., 2005). Paralelamente, a expressdo de OPN coincide com
a proliferacao e diferenciacao de células osteoblasticas durante a formagao 6ssea
(Perrien et al., 2002). Sua expressao no processo de cicatrizacdo alveolar em
ratos inicia-se aos trés dias de cicatrizacdo, com forte evidenciagao apés quatro e
cinco dias de reparo, o que pode indicar um papel regulatério na mineralizacao
(Shyng et al., 1999; Mendes et al., 2008).

Proteinas morfogenéticas do osso (BMPs) sdo membros da
superfamilia de TGF-B, altamente conservada entre as espécies. Sdo os mais
potentes fatores de crescimento 6sseo conhecidos, apresentando propriedades
mitogénicas e morfogenéticas (Lieberman et al., 2002; Arosarena & Collins,
2005). Estes efeitos, em fibroblastos e osteoblastos, induzem a sintese de
componentes da MEC como colageno e fibras elasticas, além de outras proteinas
da matriz 6ssea (Schultze-Mosgau et al., 2005). A expressao inicial de proteinas

morfogenéticas do osso tipo 2 (BMP-2) estimula a diferenciacdo de células
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mesenquimais indiferenciadas em células osteoprogenitoras que, mais adiante,
diferenciam-se em pré-osteoblastos e osteoblastos maduros (Wong & Rabie,
2005; Schultze-Mosgau et al., 2005). A utilizacdo de BMP-2 parece acelerar o
reparo 6sseo em modelos de cicatrizacdo éssea (Lieberman et al, 2002;
Rasubala et al., 2004; Arosarena & Collins, 2005), enquanto a auséncia de sua
expressao causa transducao insuficiente de sinal e menor sintese de proteinas da
matriz 6ssea (Schultze-Mosgau et al., 2005). Ela pode ser utilizada como
marcador do processo de cicatrizagcdo, sendo correlacionada com diferentes
estagios de diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos (Rasubala et
al., 2004; Wiltfang et al., 2004). A expressao de BMP-2 em alvéolos dentarios de
ratos inicia-se dois dias ap6s as exodontias. Apresenta dois picos distintos de
expressao, aos 3 e 5 dias, e menor evidenciagao aos 4 e 7 dias de cicatrizacao,
indicando um papel regulatério distinto em diferentes fases do reparo alveolar

(Mendes et al. 2008).

3. Hialuronana

Por um longo periodo, acreditava-se que a MEC, produzida por quase
todos os organismos multicelulares, servia apenas como uma estrutura inerte
para estabilizar a estrutura fisica dos tecidos. Entretanto, sabe-se hoje que ela
influencia a migracéo, proliferacdo, adeséao, estrutura e funcéo das células com as
quais faz contato (Siqueira Jr. & Dantas, 2000; Alberts et al., 2004). Duas classes
principais de macromoléculas extracelulares compdéem a matrizz as
glicosaminoglicanas (GAGs) e as proteinas fibrosas, incluindo o colageno, a
elastina, a fibronectina e a laminina. GAGs sao cadeias polissacaridicas nao-

ramificadas compostas de unidades dissacaridicas, nas quais um dos dois
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acucares €& sempre um amino agucar (N-acetilglucosamina ou N-
acetilgalactosamina), enquanto o segundo acucar é, normalmente, um &cido
urénico (glucordnico ou idurénico). As GAGs sao classificadas de acordo com
seus acucares, o tipo de ligacao entre eles e o numero e localizagcao dos grupos
sulfato, em quatro grupos principais: sulfato de condroitina e dermatana, sulfato
de heparan, sulfato de queratana e hialuronana (Alberts et al., 2004).

Hialuronana (HA) ou hialuronato de soédio (acido hialurénico - HY) foi
isolada inicialmente em 1934 (Meyer & Palmer, 1934) e teve sua estrutura
primaria descrita em 1955 (Linker et al., 1955). E um polissacarideo de alto peso
molecular (10*-10” Da), composto de repetidas unidades dissacaridicas de acido
D-glucorbnico e N-acetilglicosamina (Fig. 1). Hialuronana encontra-se
amplamente distribuida na MEC de mamiferos (Agren et al., 1997; Fraser et al.,
1997; Juhlin, 1997; Moseley et al., 2002; Prince, 2004; Aslan et al., 2006; Dechert
et al., 2006; Deschrevel et al., 2008; Kappler et al., 2009; Righeimer et al., 2009).
E sintetizada no citoplasma e liberada diretamente na superficie celular por um
complexo enzimatico presente na membrana plasmatica (Alberts et al., 2004).
Apresenta sitios de ligacao especificos para proteoglicanas, contribuindo para a
formacao de malhas moleculares complexas. Deste modo, é capaz de funcionar
como um esqueleto central da MEC (Siqueira Jr. & Dantas, 2000). Sua alta
viscosidade (Fraser et al., 1997) sugere que possa servir como um lubrificante
biolégico (Moseley et al., 2002).

Hialuronana exerce influéncia no comportamento celular pela interacao
direta com receptores de superficie celular (Turley et al.,, 1991; Dechert et al.,
2006), especialmente CD44 (Lesley et al., 2000; Sugahara et al., 2003; Lesley et

al., 2004) e receptores para mobilidade mediada por HA (RHAMM) (Toole, 1997,
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Savani et al.,, 2001; Turley et al., 2002; Nedvetzki et al., 2004; Ghatak et al.,
2005), via ativacao de proteinas quinases (Zhang et al., 1998; Bourguignon et al.,
2002; Slevin et al., 2002; Ghatak et al., 2005). RHAMM, descrito inicialmente em
1992 (Hardwick et al., 1992), é expresso em superficie celular, citoplasma, nucleo
e citoesqueleto (Nedvetzki et al., 2004). A transducgéo do sinal, apds ligacao a HA,
acarreta rearranjos estruturais do citoesqueleto (Toole et al., 2002; Bourguignon
et al., 2002). O bloqueio especifico destes receptores indica que RHAMM regula a
migracao de células endoteliais, enquanto CD44 influencia a proliferacao destas
células (Savani et al., 2001), fornecendo evidéncias do envolvimento de HA na
angiogénese (Savani et al., 2001; Slevin et al., 2002; Giavaresi et al., 2005). A
interacdo entre CD44 e HA é implicada na adesao primaria de leucécitos ao
endotélio em sitios de inflamagéo (Lesley et al., 2004). CD44 e RHAMM
desempenham, também, papel critico na migracdo e proliferacdo de células
normais e tumorais (Annabi et al., 2004; Nedvetzki et al., 2004; Ghatak et al.,

2005).

Unidades Dissacaridicas Repetidas
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Figura 1: Estrutura da hialuronana contendo repetidas unidades dissacaridicas de

N-acetilglicosamina e &cido D-glucorénico (Alberts et al., 2004).
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Hialuronana desempenha um papel crucial no reparo tecidual durante a
cicatrizacdo de feridas e em processos inflamatérios por estimular a migracéo,
adesdo e proliferacdo de células mesenquimais indiferenciadas bem como por
induzir sua diferenciagdo em células osteoblasticas (Grigolo et al., 2001; Lisignoli
et al., 2002; Toole et al., 2002; Arosarena & Collins, 2005; Aslan et al., 2006; ;
Dechert et al., 2006; David-Raoudi et al., 2008; Pasquinelli et al., 2008). Uma vez
que a formacao tecidual esteja completa, sua concentracdo € reduzida, sendo
substituida por GAGs sulfatadas (Gerdin & Hallgren, 1997; Toole, 1997; Pilloni &
Bernard, 1998; Dechert et al., 2006). O alto peso molecular da HA é um fator
chave em sua habilidade de atuar como antioxidante, por competir diretamente
com sitios de ligacao celulares e moleculares para fixacdo de radicais livres
(Moseley et al., 2002). A aplicacao tépica de HA em feridas dérmicas, além da
remocao de radicais livres, tem como beneficios a hidratagdo da ferida e o
bloqueio do excesso de hialuronidase que possa estar presente (Dechert et al.,
2006). Como resultado da acdo de hialuronidases e radicais livres, a HA de alto
peso molecular é seccionada em fragmentos menores (Liu et al., 1999; Takahashi
et al., 2005). O tamanho da cadeia de HA influencia sua ligagdo aos receptores
celulares, alterando a proliferacdo e migracao celular (Lesley et al., 2000; Slevin
et al., 2002; Sugahara et al., 2003).

Durante os processos de reparo ésseo, a HA pode atuar na retencao
de fatores de crescimento osteoindutores dentro do ambiente local, em virtude de
suas propriedades fisico-quimicas (Sasaki & Watanabe, 1995), além de mediar a
adesdo de osteoclastos a superficie 6ssea (Prince, 2004) e acelerar a
revascularizacao (Giavaresi et al., 2005) e a formacdo oéssea (Sasaki &

Watanabe, 1995; Pilloni & Bernard, 1998). A insercdo de grande quantidade de
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HA em areas de injaria tecidual previne inicialmente a agregacao celular,
possibilitando intensa migracdo e divisdo celular. A acdo de hialuronidases
liberadas por fibroblastos e células mesenquimais indiferenciadas, presentes na
regiao de reparo, € responsavel por regular os niveis de HA, permitindo a
formacdo de pontes de ligacdo entre HA e seus receptores celulares, um
mecanismo importante na agregacao celular (Pilloni & Bernard, 1998). Desta
forma, matrizes a base de HA podem ser potencialmente Uteis para o reparo de
defeitos teciduais 6sseos acelerando a formacdo e deposicdo de matriz éssea
(Pasquinelli et al., 2008). Géis a base de HA tém sido utilizados em modelos de
defeitos 6sseos, isoladamente ou como carreadores para BMP-2 (ltoh et al., 2001;
Arosarena & Collins, 2005), matriz éssea desmineralizada (Colnot et al., 2005),
compoésitos de hidroxiapatita (Bakos et al., 1999) e enxertos ésseos (Giavaresi et
al., 2005; Aslan et al., 2006), além do tratamento de osteoartrites (Barbucci et al.,
2002). Alvéolos dentarios de ratos tratados com HY apresentam maior deposicéao
de trabéculas Osseas em relagdo a alvéolos controle, ap6s sete dias de
cicatrizacdo (Mendes et al, 2008). Além disso, a expressdo das proteinas
osteogénicas OPN e BMP-2 é mais precoce e exacerbada nos alvéolos tratados

com HY (Mendes et al., 2008).

4. Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono (NTC) foram descobertos em 1991 quando
lijima tentava produzir fulerenos pela técnica de descarga em arco (lijima, 1991).
NTC sdo formas metaestaveis de carbono resultantes do enrolamento de um
plano de atomos de carbono (Dresselhaus et al., 1996; Ajayan, 1999). Estao

divididos em duas categorias: NTC de paredes simples (NTCPS) com diametro
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variando entre 0,7 e 2,0nm (Fig. 2A) e NTC de paredes multiplas (NTCPM) que
podem ter até 100nm de diametro (Fig. 2B) (MacDonald et al., 2005; Smart et al.,
2005; Zhao et al., 2005; Boccaccini et al., 2006). A forte ligacdo covalente de seus
atomos proporciona aos NTC alta resisténcia mecénica e, devido ao seu carater
metalico, alta condutividade térmica e elétrica. Além disso, a auséncia de ligagdes
pendentes da a este material uma grande inércia quimica, fundamental para o seu
uso em aplicagdes biotecnolégicas e bioquimicas (Dresselhaus et al., 1996). As
suas extraordinarias propriedades fisico-quimicas despertaram grande interesse
nos mais diversos ramos da ciéncia, permitindo supor uma variada gama de
aplicacbes que vao desde o armazenamento de energia e hidrogénio até

utilizacdo em aplicagdes médicas (Terrones, 2004).

Figura 2: Representacdo esquematica de (A) NTC de paredes simples e (B) NTC

de paredes multiplas.
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Durante o processo de sintese de matriz 6ssea e organizagdao de um
sistema trabecular, observado em tecidos ésseos, as triplices hélices de colageno
formam, espontaneamente, feixes que atuam como um sitio de nucleacao para a
deposicao de nanocristais de hidroxiapatita. NTC podem, da mesma forma,
controlar eventos de nucleacdo de cristais e crescimento do componente
inorganico (Zhao et al.,, 2005). Estudos demonstraram que NTC sustentam o
crescimento de osteoblastos e a formacdo dssea, portanto, representam um
enorme avango tecnolégico no campo da bioengenharia (Price et al., 2004;
Zanello et al., 2006; Tutak et al., 2009).

Matrizes a base de NTC permitem boa adesdo, espalhamento e
crescimento celular (Correa-Duarte et al., 2004; Chtopek et al., 2006; Galvan-
Garcia et al, 2007; Matsumoto et al, 2007) e apresentam excelente
biocompatibilidade (Chtopek et al, 2006). A associacdo de NTC a outros
polimeros, naturais ou sintéticos, melhora as propriedades mecéanicas destes
polimeros (Abarrategi et al.,, 2008; Bhattacharyya et al., 2008; Sitharaman et al.,
2008; Silva et al., 2009). Além disso, a interacao entre NTC e polimeros pode
resultar em biomateriais com a capacidade aumentada de nucleacdo e
crescimento de cristais de hidroxiapatita (Silva et al. 2009), assim como de
osteogénese (Sitharaman et al. 2008), em relacao a utilizacdo dos polimeros de
forma isolada. Assim, a combinacdo dos NTC com polimeros pode permitir sua
utilizacdo como suporte para crescimento celular e reconstrucdo tecidual

(MacDonald et al., 2005).

33



5. Implantes dentarios

Pacientes com perdas dentarias frequentemente sao reabilitados com
auxilio de implantes dentarios osseointegraveis. Ligas de titanio sdo os materiais
mais utilizados na confeccao de implantes, tendo em vista as suas propriedades
biomecéanicas, a possibilidade de tratamento e acabamento do implante, e a
facilidade no processo de esterilizacdo. O inicio do reparo 6sseo peri-implantar
apos a insercao de implantes no tecido ésseo depende do recrutamento e do
intimo contato de células mesenquimais indiferenciadas e pré-osteoblasticas com
a superficie do implante (Adell et al., 1981; Albrektsson et al., 1988; Cooper et al.,
1998; Degasne et al., 1999; Cooper, 2000; Schneider et al. 2003; Zhao et al.,
2005). Aspectos do desenho do implante como tamanho, posicionamento e
distancia entre as roscas e microporosidades, além do tratamento de superficie,
influenciam diretamente na migracdo, adesdao e proliferagdo de células
mesenquimais indiferenciadas (Degasne et al., 1999; Cooper, 2000; Schneider et
al., 2003; Zhao et al., 2005). Observa-se que o tratamento de superficies de
tithnio com fatores de crescimento também modula o comportamento celular
(Postiglione et al., 2003).

Paralelamente, estudos demonstram que NTC sédo capazes de induzir
nucleagcdo e crescimento de cristais de hidroxiapatita sob concentracdes
fisiologicas de calcio e fosfato (Zhao et al., 2005). A interacdo de NTC com
polimeros acentua sua capacidade de induzir mineralizacao (Silva et al., 2009) e
osteogénese (Sitharaman et al., 2008). Aproveitando-se das propriedades
bioldgicas do HY, que induz migracao, diferenciacdo e proliferacdo celular, o

recobrimento de implantes com um biomaterial composto da associacao entre
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NTC e HY poderia gerar uma superficie de implante mais bioativa, resultando
assim, em menor tempo de cicatrizacao.

Em sintese, o desenvolvimento de biomateriais que estimulam
mecanismos celulares de migracao, diferenciacdo e proliferacdo, acelerando a
deposicao de matriz éssea, pode ajudar na manutencao da estrutura éssea dos
maxilares imediatamente apds exodontias e auxiliar no processo de
osseointegracao do titanio, contribuindo, assim, para uma reabilitacdo protética

mais rapida, menos desconfortavel e dispendiosa para os pacientes.
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Il. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar in vivo os efeitos dos NTC isoladamente ou funcionalizados

com hialuronato de sédio (NTC-HY) no reparo 6sseo de alvéolos dentarios de

ratos, apds exodontia dos primeiros molares superiores e, in vitro, na deposicao

de cristais inorganicos no titdnio e no comportamento de osteoblastos.

N

. Objetivos especificos

Avaliar histologicamente os alvéolos controle e tratados com HY 1%, NTC (50,
100 e 400 pg/mL) e NTC-HY (50, 100 e 400 pg/mL), apdés 7 dias de
cicatrizagao.

Avaliar morfometricamente, o percentual de trabéculas 6sseas nos alvéolos
controle e tratados com HY 1%, NTC (50, 100 e 400 ug/mL) e NTC-HY (50,
100 e 400 pg/mL), apbs 7 dias de cicatrizagao.

Avaliar histologicamente o nimero de nucleos celulares nos alvéolos controle
e tratados com HY 1%, NTC (50, 100 e 400 pg/mL) e NTC-HY (50, 100 e 400
ug/mL), apds 7 dias de cicatrizagao.

Avaliar morfometricamente o numero de nucleos celulares nos alvéolos
controle e tratados com HY 1%, NTC (50, 100 e 400 pug/mL) e NTC-HY (50,
100 e 400 pg/mL), apéds 7 dias de cicatrizacao.

Avaliar a expressao através de imunohistoquimica do colageno tipo I, apés 7
dias de cicatrizacdo, nos alvéolos controle e tratados com HY, NTC (100

ng/mL) e NTC-HY (100 pg/mL).
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e Avaliar a expressao através de imunohistoquimica do colageno tipo Ill, apds 7
dias de cicatrizacdo, nos alvéolos controle e tratados com HY, NTC (100
ng/mL) e NTC-HY (100 pg/mL).

e Avaliar com auxilio de microscopia eletrénica de varredura (MEV), através de
analises por elétrons secundarios, retro-espalhados e de energia dispersiva de
raios-X, a deposigdo de cristais inorganicos em pastilhas de titanio tratadas
com NTC (100 pg/mL de carbopol), HY 1%, NTC-HY (100 pg/mL de carbopol)
e NTC + HY (100 pg/mL de HY).

e Avaliar a viabilidade celular por MTT e a atividade da fosfatase alcalina em

osteoblastos cultivados em meio de cultura contendo NTC e NTC-HY.
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lll. METODOLOGIA

1. Sintese de nanotubos de carbono

Nanotubos de carbono de paredes simples foram preparados no
laboratério de nanomateriais do departamento de fisica do instituto de ciéncias
exatas da UFMG pelo método de descarga em arco, utilizando cobalto e niquel
(0,6/0,6 em %) como catalisadores numa atmosfera de hélio e a uma pressao
total de 500 Torr (Trigueiro et al., 2007). O material foi purificado por uma
sequéncia de oxidacao térmica e tratamentos acidos. Os NTCPS purificados
foram submetidos a refluxos em acido nitrico (3 mol/L) em microondas por 15
minutos para adicionar grupos carboxilicos a estrutura dos NTCPS. Em seguida,
eles foram centrifugados a 7000 rpm e lavados repetidamente com &agua
deionizada até a completa remocao do acido nitrico. A solucao final contendo

NTCPS carboxilados (NTCPS-COOH) foi seca por 12 h em estufa a 60°C.

2. Caracterizacao dos nanotubos de carbono

Microscopia eletronica de transmissdao (MET) foi realizada para
caracterizar os NTCPS, como descrito previamente (Ajayan, 1999; Zhao et al.,
2005). A analise dos NTC em MET permitiu verificar o nUmero e a espessura das
paredes dos NTC. Adicionalmente, espectros de Raman foram obtidos com
auxilio de um laser de argénio com comprimento de onda de 514 nm acoplado a
um espectrdmetro (Jobin-lvon, Franga). Foram analisadas as regides de energia
chamadas de banda D e banda G. Sabe-se que a banda D centrada a 1350 cm’
€ relacionada a presenca de carbono amorfo e defeitos estruturais nos NTC (Zhou

et al., 2001; Jorio et al., 2003; Arepalli et al., 2004), enquanto que a banda G é
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originada no modo tangencial Exy do grafite, que também ¢é ativo em NTCPS e
NTCPM. Assim, a intensidade relativa entre as bandas D e G pode ser utilizada

como um indicador da presencga de carbono amorfo e/ou defeitos em NTC.

3. Hialuronato de sédio
O HY (NIKKOL, Galena, Brasil) utilizado nos experimentos continha
menos de 2 ppm de metais pesados e arsénio, 0% de proteina, 5,2 mg/mL de

acido glucurénico e 1% de &cido hialurénico (pH 6,1) (Mendes et al., 2008).

4. Funcionalizacao de nanotubos de carbono com hialuronato de sédio

Uma solucéo contendo NTCPS carboxilados (0,5 mg/mL) e HY 1% (0,5
mg/mL) foi preparada usando uma cuba ultra-s6nica. Esta solugao foi lavada com
agua deionizada vaérias vezes e filtrada com filtro Millipore. Este processo eliminou
o excesso de HY e NTCPS da amostra. O material retido sobre o filtro foi secado
e utilizado para os protocolos experimentais. O sucesso da funcionalizacao dos
NTCPS com HY (NTC-HY) foi confirmado por espectroscopia na regido do
infravermelho (FTIR) (Bhattacharyya et al., 2008). Espectros em infravermelho
foram coletados com microscépio Nexus (ampliacdo de 10x, regidao sondada -
150x150 um?) acoplado a um espectrémetro Nicolet na regido do infravermelho
médio (650—4000 cm™). Nanotubos de carbono de paredes simples carboxilados
e nanotubos de carbono de paredes simples carboxilados funcionalizados com
hialuronato de sédio sob a forma de pd foram misturados com carbopol, um gel
inerte, para preparar géis com diferentes concentracoes de NTC e NTC-HY,

respectivamente.
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5. Animais

Ratos Wistar machos (3 meses de idade) pesando entre 260 e 300 g
foram acondicionados em um ambiente com luminosidade e temperatura
controladas e com acesso ad libitum a agua e racao para animais de laboratério.
Todos os experimentos foram realizados em conformidade com as orientacdes
para o uso humanitario dos animais de laboratério e aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG (protocolos nlimeros 142/04

e 217/2009 — ANEXOS 1 e 2).

6. Procedimentos cirurgicos de exodontia

Os ratos foram anestesiados com uma mistura de ketamina 10% e
xilazina 2% (1:1, 0,1 mL/100 g de peso corporal, i.m.) e submetidos a exodontia
dos primeiros molares superiores. Imediatamente apds as exodontias, os alvéolos
foram tratados com NTC (50, 100 e 400 pg/mL); HY 1%; NTC-HY (50, 100 e 400

Hug/mL) ou com carbopol 0,5% (veiculo) (quadro 1).

Quadro 1: Grupos experimentais para tratamentos dos alvéolos apds as

exodontias.

NTC (50; 100; 400 pg/mL de Carbopol)

HY 1%

NTC-HY (50; 100; 400 pg/mL de Carbopol)

Carbopol 0,5% (veiculo)
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Foi injetado aleatoriamente 0,1 mL de cada produto, com auxilio de
uma seringa pequena (26G), de modo que preenchesse todo o alvéolo. Os
alvéolos nao foram suturados. Para manter os géis na cavidade alveolar apds a
cirurgia, os animais foram mantidos em posicao supina por aproximadamente 4h,
periodo de duragdo da anestesia. Além disso, os animais receberam dieta

pastosa (farelo de racdo umedecido) por 2 dias apds os procedimentos cirurgicos.

7. Analises histologica e morfométrica

Sete dias apds as exodontias, os animais foram sacrificados por
decapitacao sob anestesia com ketamina 10% e xilazina 2% (1:1, 0,1 mL/100 g de
peso corporal, i.m.). Os alvéolos foram dissecados e fixados em formalina neutra
tamponada 10% por 48 h a temperatura ambiente para analises histoldgica e
morfométrica. Apds a fixagdo, as maxilas foram desmineralizadas em acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 10% (pH entre 7,2 e 7,4) durante cerca de 40
dias, desidratadas através de solucées graduadas e crescentes de alcool,
embebidas em parafina e cortadas serialmente com 6 um de espessura no plano
sagital. As secgdes foram coradas com Tricrbmico de Masson para analises
histologica e morfométrica. Os alvéolos foram divididos anatomicamente em
tercos apical, médio e cervical (Fig. 3). Foram obtidas, de cada alvéolo, em quatro
cortes histologicos diferentes, na regido medial dos alvéolos, doze imagens
(objetiva 40x) do terco apical e doze imagens do terco médio (area total de 6,4 x
10° um? por tergo). O ndmero de alvéolos analisados variou entre os grupos, uma
vez que apenas alvéolos com limites bem estabelecidos foram aproveitados,
sendo: NTC 50ug/mL (n=8); NTC 100ug/mL (n=11); NTC 400ug/mL (n=6); HY 1%

(n=11); NTC-HY 50ug/mL (n=6); NTC-HY 100ug/mL (n=7); NTC-HY 400ug/mL
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(n=6). O percentual de trabéculas ésseas obtido em cada terco do alvéolo foi
calculado dividindo a area trabecular presente nas doze imagens, medidas com o
auxilio do programa KS300, pela area total analizada (Quadro 2). Este programa
também foi utilizado para quantificar o nimero de nudcleos celulares na area total

dos tercos apical e médio (Mendes et al., 2008, 2010).

Figura 3: Divisdo anatémica do alvéolo em tercos apical, médio e cervical. A:
terco apical; M: terco médio; C: terco cervical; 2°M: segundo molar superior; B:

0sso0 basal; S: septo ésseo. Barra = 400um; Tricrdmico de Masson.

Quadro 2: Célculo do percentual de trabéculas O6sseas presentes nos tergos

apical e médio dos alvéolos.

Area de trabéculas {Imagem 1 + Imagem 2 + Imagem 3 + ... + Imagem 12)

Area Total Avaliada por Terco (6.4 x 105 um?)
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8. Analise da expressao dos colagenos tipos | e lll

Cortes histolégicos de alvéolos tratados com NTC (100 pg/mL), HY 1%,
NTC-HY (100 ug/mL) ou carbopol (n=4 por grupo) foram utilizados para avaliacao
da expressdao através de imunohistoquimica dos colagenos tipos | e Il
Inicialmente, os cortes, colocados em laminas silanizadas, foram desparafinizados
com xilol e reidratados através de solugdes graduadas de alcool. Em seguida,
foram incubados com H,O, 3% para neutralizar a atividade da peroxidase
endogena, lavados com solucao tampéo fosfato (PBS) e incubados com proteina
albumina do soro bovino (BSA) 2% e Tween 20 0,1% em PBS por 1h para
bloquear sitios de ligacédo inespecifica. Em seguida, foram incubados por 18 horas
a 4°C com anticorpos primarios policlonais (coelho anti-rato) anti-colageno tipo |
(1:50; Fitzgerald, 70R-CR007X) ou anti-colageno tipo Il (1:50; Fitzgerald , 70R-
CR014). Para a diluicdo dos anticorpos foi utilizada uma solugcdo de PBS
contendo BSA 0,2% e Tween 20 0,01%. Apéds lavagens em PBS, os cortes foram
incubados, por 30min em temperatura ambiente, com anticorpo secundario anti-
coelho conjugado com biotina (K0690 - LSAB/DAKO®, Glostrup, Dinamarca). Os
cortes foram novamente lavados com PBS e, em seguida, incubados com
conjugado streptoavidina/peroxidase por 30min. A reagao foi revelada através de
imersao em solucao cromoégena contendo 350 uM de diaminobenzidina (DAB) (D-
5637 -Sigma®) e H,O, 1% em PBS. A contra-coloracdo foi realizada com solugao
de hematoxilina de Mayer por 1 minuto. Os controles negativos foram obtidos pela
omissao dos anticorpos primarios. O experimento foi conduzido com todas as
amostras ao mesmo tempo, para evitar diferencas entre os ensaios. Foram
obtidas oito imagens (40x) de cada alvéolo. A area de imunomarcacdo foi

quantificada pela intensidade de cor marrom, com auxilio do programa KS300.
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9. Preparo de pastilhas de titanio para uso em ensaios de inducao de

deposicao de cristais inorgéanicos no titanio

Barras de titanio tipo 1V, utilizadas comercialmente para a fabricagéo de
implantes dentarios, foram obtidas junto a empresa PecLab. As barras foram
seccionadas e polidas através de lixas sequenciais e de maneira uniforme, para a
obtencao de pastilhas com 4,76 mm de diametro e 2,0 mm de espessura. Apds
limpeza com acetona em cuba ultrasénica, as pastilhas foram secas, embaladas
em grau cirurgico e esterilizadas em autoclave. Em seguida, as pastilhas foram
cobertas com NTC (100pug/mL de carbopol); HY 1%; NTC-HY (100ug/mL de
carbopol); NTC + HY (100ug/mL de HY) ou carbopol (~30 pL por pastilha), secas
a temperatura ambiente (~30°C) em capela de fluxo laminar (~12 horas) e
armazenadas em ambiente estéril. Pastilhas de titanio polidas adicionais foram

utilizadas como controle.

10. Analise de inducao de deposicao de cristais inorganicos em pastilhas de
titanio

As pastilhas foram imersas em uma solugdo aquosa subsaturada
contendo CaCl, 0,5mM e Na,HPO, 0,25mM. Cada pastilha foi imersa em um
recipiente individual e tampado. Substratos de silicio foram utilizados como
controle negativo de mineralizacao, uma vez que eles ndo induzem a deposicéao
de ions ou a formacdo de precipitados quando imersos em solugdes salinas
subsaturadas. As pastilhas foram mantidas sob lenta vibragéo tipo vaivém e a
temperatura ambiente durante 14 e 28 dias. Em seguida, elas foram lavadas com

agua Milli-Q para a remocao do excesso da solugcédo salina, secas em estufa a
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37°C e armazenadas para analises em MEV. Para a analise do aspecto
morfolégico das particulas por elétrons secundarios, algumas pastilhas foram
metalizadas com ouro, enquanto que outras foram cobertas com carbono para a
obtencdo de imagens por elétrons retro-espalhados e analise de energia
dispersiva de raios-X (EDS).

Elementos quimicos com maior numero atémico refletem elétrons com
maior intensidade que elementos com menor numero atémico, apos incidéncia de
um feixe de elétrons. Assim, a analise por elétrons retro-espalhados em MEV
possibilita a visualizacdo de contraste entre areas com diferentes composicoes

quimicas (Riccardis et al., 1994).

EDS é uma técnica utilizada para identificar os elementos quimicos
presentes na amostra ou numa pequena area de interesse da mesma. A amostra
€ exposta a um feixe de elétrons dentro do microscépio eletrénico de varredura.
Estes elétrons colidem com os elétrons da amostra, fazendo com que alguns
deles saiam de sua Orbita. As posicoes vazias sao preenchidas por elétrons de
maior energia que emitem raios-X durante o processo. Uma vez que cada
elemento possui seu préprio conjunto de niveis de energia, os fétons emitidos séo
indicativos dos elementos que os produzem. Assim, a composicdo dos elementos

pode ser determinada pela analise dos raios-X emitidos (Paransky et al., 2000).

11. Extracao de osteoblastos
Osteoblastos foram isolados de calvaria de ratos Wistar neonatos com
1 a 5 dias de idade (Valério et al., 2004). As calvarias foram dissecadas, cortadas

em pedagos menores e lavadas com PBS estéril sem calcio e magnésio. Os
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fragmentos 6sseos foram incubados com colagenase 0,2% em PBS em quatro
repeticdes de 30 minutos cada em estufa de CO, a 37° C. Os sobrenadantes da
primeira e segunda digestdo foram descartados por conterem alta proporcao de
fibroblastos periosteais. Ap6s centrifugacdo a 1000g por 5 minutos, o pelete da
terceira e quarta digestdo foi ressuspendido em 5 mL de meio DMEM
suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina (50 U/mL) e estreptomicina
(50pg/mL). As células foram cultivadas em frascos de 25 cm? e mantidas em

estufa de CO, a 37°C.

12. Anadlise do comportamento de osteoblastos cultivados sobre pastilhas
de titanio tratadas com NTC ou NTC-HY e sobre placas de cultura com meio
DMEN contendo NTC ou NTC-HY

Osteoblastos de segunda a quarta passagens foram plaqueados sobre
pastilhas de titanio tratadas com solucdo aquosa de NTC (25, 50, 75, 100, 200 e
400 pug/mL) e NTC-HY (25, 50, 75, 100, 200 e 400 pug/mL) em placas de cultura
com 24 pocos (1 mL de meio DMEN contendo 1x10* células). Paralelamente,
osteoblastos foram plaqueados diretamente em placas de cultura com 96 pocos
(100 pL de meio DMEN contendo 1x10* células). Neste Gltimo experimento foram
adicionados aos pocos 20 uL de solu¢do aquosa de NTC ou NTC-HY de modo
que os 120 uL de solucéo presentes nos pocgos apresentassem NTC ou NTC-HY
nas seguintes concentragées: 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 pg/mL.
Para avaliar se os NTC e os NTC-HY influenciam na adesao celular, eles foram
adicionados imediatamente ap6s a incubacdo e, em outro experimento, duas
horas apo6s. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Foram

realizadas analises de viabilidade celular por MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
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difenil brometo de tetrazolina] e atividade da fosfatase alcalina apés 1, 7 e 14 dias
nos experimentos realizados com as pastilhas de titanio e ap6s 2 e 4 dias nos
experimentos realizados em placas de cultura. O ensaio de MTT baseia-se na
capacidade de enzimas desidrogenases, presentes na mitocéndria de células
viaveis, de converter o substrato dimetiltiazol, solivel em agua, em cristais de
formazan, produto insolivel em agua. A quantidade de formazan produzida é
diretamente proporcional ao numero de células viaveis. Ap6s o periodo de
incubacao, as células foram lavadas com PBS, incubadas por 2 horas com 170 pL
(placa com 24 pocos) ou 34 uL (placa com 96 pocos) de MTT (5 mg/mL, Sigma) e
analisadas ao microscopio de luz para a verificacdo da formagao de cristais de
formazan. Posteriormente, as células foram lisadas e os precipitados foram
solubilizados com solugdo aquosa contendo duodecil sulfato de sédio (SDS) 10%
e HCI 0,3%, e incubadas novamente por 12 horas para a completa solubilizacéo
dos cristais. O sobrenadante foi quantificado através de leitura dos valores de
absorbancia a 595 nm em leitor de ELISA.

A atividade da fosfatase alcalina foi avaliada pelo ensaio de BCIP-NBT
(Gibco). Este ensaio é baseado em uma reacdo cromoOgena, iniciada pela
clivagem do grupo fosfato do BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-toluidina)
pela fosfatase alcalina presente nas células. Esta reacdo produz um préton que
reduz o NBT (nitroblue tetrazolio cloridrico) a um precipitado de cor purpura.
Inicialmente, o meio de cultura foi removido e as células lavadas trés vezes com
PBS. Em seguida, foram adicionados 200 pL (placa com 24 pocos) ou 40 pL
(placa com 96 pocos) de solucao BCIP-NBT em cada poco. Ap6s duas horas de

incubacgéao, as células foram observadas em microscépio de luz e os precipitados
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solubilizados com SDS 10% em HCI por 12 horas. A leitura dos valores de

absorbancia foi realizada a 595 nm em leitor de ELISA.

13. Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + EPM. As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o teste One-way ANOVA seguido pelo
teste de comparacao multipla de Newman-Keuls com o auxilio do programa
GraphPad Prism 4. Resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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IV. RESULTADOS

1. Sintese e caracterizacao dos nanotubos de carbono

A sintese dos NTC foi realizada através do método de descarga em
arco. Analises em MET revelaram que os NTC apresentaram-se dispostos em
feixes formando redes tridimensionais (Fig. 4A). Cada NTC media
aproximadamente 1,25nm de espessura e era formado por paredes simples (Fig.
4B). Em relagdo a analise com espectroscopia de Raman, a baixa intensidade
relativa da banda D comparada com a banda G indicou que havia uma quantidade
muito pequena de carbono amorfo e poucos defeitos estruturais nos NTCPS (Fig.
5A). Além disso, o0 modo de respiracao radial (RBM) demonstrou a presenca de
picos com espectro de baixa energia que sao caracteristicos dos NTCPS (Fig.
5B). Em conjunto, estes resultados indicam que os NTC obtidos pelo método de
descarga em arco apresentavam paredes simples. A presenca de bandas nos
espectros de baixa energia permitiu estimar o diametro dos NTC em
aproximadamente 1-1,3nm. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre
NTCPS-COOH e NTCPS-COOH funcionalizados com o HY.

Como era esperado para os NTCPS-COOH, a andlise de FTIR
apresentou o seguinte perfil: um pico em 1741 cm™ atribuido & extensdo C=0 do
grupo carboxila; um pico em 1595 cm™ devido & unido molecular C-C; e um pico
em 1234 cm™ correlacionado & extensdo C-O (Fig. 6). Em relacdo ao espectro do
HY, foram observados os seguintes picos: de 950 a 1200 cm™ correspondentes &
extensdo do C-OH; 1160 cm™ atribuido & assimetria da ligacdo C-O-C no grupo
glicosidico; 1400 cm™ relacionado & simetria da extensdo COO- do grupo

carboxila; de 1500 a 1700 cm™ atribuido & amida | e amida II; de 2500 a 3600 cm’
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correspondendo as extensées N-H e O-H na unido hidrogénio; e 3100 cm’
relacionado a extensdo N-H da amida Il (Fig. 6). Diferentemente, o espectro FTIR
dos NTCPS-HY apresentou os seguintes picos: 950 a 1200 cm™ representando a
extensdo C-O; 1160 cm™ atribuido & assimetria da ligagdo C-O-C no grupo
glicosidico; o pico 1720 cm™ estava pouco evidente, e 3100 cm™ correlacionado
ao grupo hidroxila. Assim, a espectroscopia FTIR revelou que o espectro obtido
do produto da associagcao entre NTCPS e HY diferiu em relacdo aos espectros do
NTCPS e do HY, demonstrando que os NTCPS estavam funcionalizados com o

HY (NTCPS-HY) (Fig. 6).
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Figura 4: Micrografia eletrobnica de transmissdo dos NTCPS. (A) NTCPS
organizados em feixes formando redes tridimensionais. (B) Detalhe de um NTCPS
isolado apresentando aproximadamente 1,25 nm de espessura. A seta indica uma

seccao transversa de um NTCPS.
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Figura 5: Espectroscopia de Raman dos NTCPS-COOH e NTCPS-HY. (A) A
relacdo entre a intensidade das bandas D e G revelou que ha uma quantidade
muito pequena de carbono amorfo e poucos defeitos estruturais nos NTC. (B) O

modo RBM demonstrou que os NTC sintetizados sao de paredes simples.
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Figura 6: Espectroscopia FTIR dos NTCPS, HY e NTC-HY. O espectro obtido do
produto da associacao entre NTCPS e HY diferiu dos espectros dos NTCPS e do
HY, demonstrando que os NTCPS estavam funcionalizados com o HY (NTCPS-

HY).

2. Analise histologica

Sete dias apds as exodontias, os alvéolos controle (tratados com
carbopol) estavam preenchidos com um denso tecido conjuntivo. Numerosos
vasos sanguineos e nucleos celulares, e poucas trabéculas 6ésseas neoformadas
também foram observados nos alvéolos controle (Fig. 7A e 7B). Alvéolos tratados
com NTC nas diferentes concentracoes (50; 100 e 400 pg/mL) ndo apresentaram

diferencas histol6gicas significativas quando comparados ao grupo controle. Da
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mesma forma que nos controles, apresentaram pouca deposicdo de trabéculas
O0sseas e grande quantidade de nucleos celulares (Fig. 7C e 7D — NTC 100
Mg/mL). Por outro lado, alvéolos tratados com HY ou com NTC-HY 100 ug/mL
apresentaram marcante deposicdo de matriz 6ssea (trabéculas 6sseas), 7 dias
apos a extracao dentaria (HY: Fig. 7E e 7F; NTC-HY 100 ug/mL: 7G e 7H).
Nestes alvéolos, as trabéculas ésseas se apresentaram como um tecido imaturo
com grandes espagcos medulares, porém mais organizados que nos alvéolos
controle. Além disso, os alvéolos tratados com HY ou NTC-HY 100 pg/mL
apresentaram, nos tercos apicais, menor quantidade de nucleos celulares em
relacdo aos alvéolos controle (Controle: Fig. 8A; NTC-HY 100 ug/mL: 8B),
sugerindo uma cicatrizagcdo acelerada nestes alvéolos. Nenhuma diferenca
histolégica significativa foi observada entre os alvéolos tratados com HY e com
NTC-HY 100 pg/mL, indicando que a funcionalizacdo dos NTC com HY nao
interferiu no efeito estimulatério do HY na cicatrizacdo 6ssea. Em todos os
tratamentos observou-se reabsorcdo do septo Osseo interradicular por
osteoclastos (Fig. 9A). A presenca de osteoblastos margeando vasos sanguineos
ou sintetizando matriz 6ssea proximo as bordas dos alvéolos sugere que estas
células podem ser advindas tanto do ligamento periodontal como de vasos

sanguineos neoformados (Fig. 9B e 9C).
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Figura 7: Fotomicrografias representativas de secc¢des histoldgicas de alvéolos 7
dias apos as exodontias. Alvéolos controle (tratados com carbopol) — (A) baixa e
(B) alta magnitude; Alvéolos tratados com NTC 100ug/mL — (C) baixa e (D) alta
magnitude; Alvéolos tratados com HY — (E) baixa e (F) alta magnitude; Alvéolos
tratados com NTC-HY 100ug/mL — (G) baixa e (H) alta magnitude. Os alvéolos
tratados com HY ou NTC-HY 100ug/mL apresentaram maior formacao de

trabéculas 6sseas em relagao aos alvéolos controle (setas). S: Septo ésseo.
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Figura 8: Analise histologica dos alvéolos 7 dias apds as exodontias. Observa-se,
no terco apical, maior quantidade de nucleos celulares nos (A) alvéolos controle
quando comparados com os (B) alvéolos tratados com NTC-HY 100ug/mL,

sugerindo cicatrizagcdo mais acelerada nestes alvéolos. Tricrémico de Masson.
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Figura 9: Anadlise histolégica dos alvéolos 7 dias apds as exodontias. (A) A
reabsorcao do septo 6sseo interradicular por osteoclastos foi observada em todos
os alvéolos (controle e tratados). Células com aspecto morfolégico de
osteoblastos (B) margeando vasos sanguineos neoformados e (C) depositando
matriz 6ssea proximo as bordas do alvéolo. S: septo dsseo. Setas: osteoblastos.

Tricromico de Masson.
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3. Anélise morfométrica

O tratamento dos alvéolos com NTC em diferentes concentracoes (50;
100 e 400 pg/mL) ndo alterou significativamente a quantidade de trabéculas
Osseas depositadas (3,66 £ 1,15% nos NTC 100 pg/mL vs. 3,69 £ 1,17% nos
alvéolos controle, Fig. 10A) nem o niumero de nucleos celulares (22.070 + 607 nos
NTC 100 pg/mL vs. 22.010 = 861 nos alvéolos controle, Fig. 10B) quando
comparado com o grupo controle. Por outro lado, NTC funcionalizados com HY na
concentragdo de 100 pg/mL aumentaram significativamente a quantidade de
trabéculas ésseas (10,90 = 1,13% nos NTC-HY 100 pg/mL vs. 3,69 £ 1,17% nos
alvéolos controle, Fig. 11A) sem nenhum efeito significativo na contagem de
nucleos celulares (Fig. 11B). O efeito dos NTC-HY 100 pg/mL na deposigcéo 6ssea
foi comparavel ao efeito observado quando os alvéolos foram tratados apenas
com HY (10,10 + 1,99% no HY vs. 10,90 £ 1,13% nos NTC-HY 100 pg/mL, Fig.
12A). Entretanto, diferentemente ao que foi observado com o tratamento com
NTC-HY 100 pg/mL, o HY causou uma redugcdo significativa no numero de
nucleos celulares (Fig. 12B). Devido a diferenca na dindmica de cicatrizagao dos
tercos apical e médio, com o terco apical apresentando cicatrizacdo mais precoce
(Mendes et al., 2008), a quantificacdo do numero de nudcleos celulares e da
formagdo de trabéculas Osseas também foi realizada em cada terco
separadamente. Foi observado que o HY e os NTC-HY 100 pg/mL aumentaram o
percentual de trabéculas ésseas nos tercos apical e médio, mas os alvéolos
tratados com NTC-HY 100 pg/mL diminuiram o numero de nucleos celulares

apenas no terco apical (Tabela 1).
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Figura 10: Efeitos dos NTC na cicatrizacdo de alvéolos dentarios de ratos sete
dias apos as exodontias. Alvéolo total (Y tercos apical + médio). (A) Quantificagéo
do percentual de trabéculas Osseas. (B) Contagem de nucleos celulares.
Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os alvéolos tratados com

NTC e o grupo controle. Os dados estao expressos como média + E.P.M.

62



(A)

151
- *
S~
a¥ 4o
~° E
© = T
EL=
o 'm
8¢ 51
8 -< I
|—
n=11 n=6
0
(B)
301
()
g
K] 1
: e —
8 207
8%
o %
g8
()
©
°Z' n=11 n=6
0
[ ] Carbopol [ NTC-HY 100 pg/mL

] NTC-HY50pug/mL [l NTC-HY 400 pg/mL

Figura 11: Efeitos dos NTC-HY na cicatrizacdo de alvéolos dentarios de ratos
sete dias apds as exodontias. Alvéolo total (3 tercos apical + médio). (A)
Quantificagdo do percentual de trabéculas 6sseas. (B) Contagem de nucleos
celulares. NTC-HY 100 pg/mL induziram uma maior formacdo de trabéculas
Osseas em relacdo ao grupo controle. Os dados estdo expressos como média +

E.P.M. *p<0.05 vs. carbopol.
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Figura 12: Efeitos dos NTC-HY e do HY na cicatrizagdo de alvéolos dentarios de
ratos sete dias ap6s as exodontias. Alvéolo total. (A) Percentual de trabéculas
Osseas. (B) Contagem de nucleos celulares. Os alvéolos tratados com NTC-HY
100 pg/mL ou com HY 1% apresentaram maior deposi¢cdo éssea em relagcao ao
grupo controle. O tratamento com o HY também diminuiu o nUmero de nucleos

celulares. Os dados estao expressos como média + E.P.M. *p<0.05 vs. carbopol.
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Tabela 1 — Percentual de trabéculas ésseas e quantidade de nucleos celulares

nos tercos apical e médio, sete dias ap6s as exodontias.

Terco apical Terco Médio
Trabécula Nucleo Trabécula Nucleo
(%) Celular (x10°) (%) Celular (x10°)
Carbopol 5,92 +1,90 11570 + 467 1,70 + 0,60 10440 + 558
NTC 100wmL 6,62 2,18 11410 £ 314 0,51 £0,32 10660 + 361
HY 1% 17,07 £3,48* 9406 +453* 3,26+0,74* 9186 £ 627

NTC-HY 100p/mL 18,16 +1,92* 9404 +723* 3,71+0,44* 10610 + 828

Os dados estdo expressos como média + EPM. *p<0.05 vs. Carbopol no

respectivo terco alveolar.

4. Analise da expressao dos colagenos tipos | e lli

Sete dias apdés as exodontias, tanto o colageno tipo | quanto o
colageno tipo Il estavam expressos no tecido conjuntivo e em trabéculas 6sseas
presentes nos alvéolos controle e tratados. A analise quantitativa revelou que a
expressao do colageno tipo | foi 122% e 46% maiores nos alvéolos tratados com
HY 1% e NTC-HY (100 pg/mL), respectivamente, em comparacado aos alvéolos
controle (Fig. 13; Tabela 2). Nao foi obsevada nenhuma diferenga significativa em
relacao a expressao do colageno tipo Il entre os alvéolos controle e tratados (Fig.
14; Tabela 2). Além disso, NTC (100 pg/mL) isoladamente ndo promoveram
nenhuma alteracdo significativa na expressao dos colagenos tipos | e Il em

alvéolos de ratos (Figs. 13 e 14; Tabela 2).
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Figura 13: Fotomicrografias representativas da imunomarcacao do colageno tipo |
sete dias apo6s as exodontias. (A) Alvéolos tratados com carbopol; (B) Alvéolos
tratados com HY 1%; (C) Alvéolos tratados com NTC (100 pg/mL); (D) Alvéolos
tratados com NTC-HY (100 pg/mL); e (E) Controle negativo. Alvéolos tratados
com NTC (100 ug/mL) apresentaram expressado de colageno tipo | similar aos
alvéolos controle. Entretanto, a expressao do colageno tipo | estava aumentada

nos alvéolos tratados com HY 1% ou com NTC-HY (100 pg/mL).
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Figura 14: Fotomicrografias representativas da imunomarcagéao do colageno tipo
[l sete dias apds as exodontias. (A) Alvéolos tratados com carbopol; (B) Alvéolos
tratados com HY 1%; (C) Alvéolos tratados com NTC (100 ug/mL); (D) Alvéolos
tratados com NTC-HY (100 pg/mL); e (E) Controle negativo. Nao foi observada
nenhuma alteragao significativa em relagao a expressao do colageno tipo lll entre

os diferentes grupos.
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Tabela 2 — Intensidade de imunomarcacao dos colagenos tipos | e lll, sete dias

apos as exodontias.

Colageno Tipo | Colageno Tipo lll
Carbopol 10,15 +2,95 10,72 £ 5,95
NTC 100p/mL 6,98 + 3,26 7,47 + 2,83
HY 1% 22,63 + 6,39 10,70 £ 5,11
NTC-HY 100w/mL 14,88 + 4,40 10,77 £3,12

Alvéolo total (> tercos apical + médio). Os dados estao expressos como média +

EPM.
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5. Analise de inducao de deposicao de cristais inorganicos em pastilhas de
titanio
5.1 Analise morfologica por meio de elétrons secundarios

Ap6s 14 dias de imersdao em uma solucdo aquosa subsaturada de
CaCl, e NaxHPOQO,, as pastilhas de titdnio nao-tratadas (Ti) e as cobertas com
carbopol apresentaram deposicao insignificante de particulas. Além disso, as
pastilhas de titanio tratadas com NTC (100ug/mL de carbopol), HY 1% ou NTC +
HY (100pug/mL de HY) apresentaram uma deposi¢cdo de particulas pequenas,
porém maiores que as pastilhas de titdnio nao-tratadas durante este mesmo
periodo de observacao (Fig. 15). Entretanto, as pastilhas cobertas com NTC-HY
(100 pg/mL de carbopol) apresentaram uma deposicdo mais exacerbada quando
comparadas com o0s outros tratamentos (Fig. 15). Como esperado, a deposicao
de particulas foi significativamente maior apds 28 dias do que apds 14 dias nos
diferentes grupos. Assim, apds 28 dias de imersao, verificou-se que as pastilhas
de titAnio ndo-tratadas e as cobertas com carbopol apresentaram apenas
pequenos depdsitos de particulas na sua superficie. Neste mesmo periodo, as
pastilhas de titanio tratadas com NTC (100ug/mL de carbopol), HY 1% ou NTC +
HY (100ug/mL de HY) apresentaram, em sua superficie, uma maior deposicao de
particulas em comparagdo com as pastilhas de titanio ndo-tratadas (Fig. 16). Ja
as pastilhas tratadas com NTC-HY (100 ug/mL de carbopol) apresentaram, aos 28
dias, maior quantidade de particulas que as demais pastilhas tratadas. Além
disso, o aspecto morfoldégico de suas particulas sugeriu uma organizacdo
estrutural sob a forma de cristais (Fig. 16). Os substratos de silicio, utilizados
como controles negativos, nao apresentaram deposicado de particulas apos 14 e

28 dias de imersao (dados nao mostrados).
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Figura 15: Analise com auxilio de MEV (elétrons secundarios) da deposicdo de
cristais inorganicos nas pastilhas de titdnio ap6s 14 dias de imersdo em uma
solucdo aquosa subsaturada de CaCl, e NasHPO4. As pastilhas cobertas com (C)
NTC (100 pg/mL de carbopol), (E) HY 1% ou (F) NTC + HY (100 pg/mL de HY)
apresentaram maior deposicdo de particulas em relacao as de (A) titdnio nao-
tratadas e as cobertas com (B) carbopol. Entretanto, as particulas tratadas com
(D) NTC-HY (100 pg/mL de carbopol) apresentaram deposicdo mais exacerbada
de particulas em relacdo as demais pastilhas tratadas. Trés experimentos por

periodo.
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Figura 16: Analise com auxilio de MEV (elétrons secundarios) da deposicdo de
cristais inorganicos nas pastilhas de titanio ap6s 28 dias de imersdo em uma
solucdo aquosa subsaturada de CaCl, e NaoHPO,4. As pastilhas de (A) titanio nao-
tratadas e as cobertas com (B) carbopol apresentaram pequena deposicdo de
particulas. No mesmo periodo de tempo, as pastilhas cobertas com (C) NTC (100
ug/mL de carbopol), (E) HY 1% ou (F) NTC + HY (100 pg/mL de HY)
apresentaram uma maior deposicdo de particulas em relacdo as de titdnio ndo-
tratadas. Entretanto, as particulas tratadas com (D) NTC-HY (100 pg/mL de
carbopol) apresentaram grande deposicao de particulas quando comparadas com
os demais tratamentos e com grau de organizacdo sugerindo a formacao de

cristais (D - detalhe). Trés experimentos por periodo.
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5.2 Analise em MEV por meio de elétrons retro-espalhados

Os resultados obtidos demonstram que existem diferentes fases ou
grupamentos quimicos representados por pontos escuros de diferentes
intensidades nas imagens de MEV. Observa-se uma alta intensidade dos pontos
escuros nas pastilhas cobertas com NTC-HY (100 ug/mL de carbopol), ap6s 14 e
28 dias de imersdo na solucdo aquosa subsaturada de CaCl, e Na,HPO,4, em
relacdo as demais particulas (Figs. 17 e 18). A maior quantidade de fases neste
grupo experimental sugere que o tratamento das pastilhas com NTC-HY (100

Hg/mL) induziu um aumento da precipitagdo de particulas inorganicas (Figs. 17 e

18).
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Figura 17: Analise em MEV por meio de elétrons retro-espalhados apds 14 dias
de imersdo em uma solucdo aquosa subsaturada de CaCl, e NaxHPO4. As
pastilhas tratadas com NTC-HY (100 pg/mL de carbopol) apresentaram
aglomerados mais intensos que os demais tratamentos. Os pontos escuros
observados demonstram que existem diferentes fases ou grupamentos quimicos.

Barra = 150um.
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Figura 18: Andlise em MEV por meio de elétrons retro-espalhados ap6s 28 dias
de imersdo em uma solucédo aquosa subsaturada de CaCl, e NasHPQO4. De forma
semelhante ao observado aos 14 dias, as pastilhas tratadas com NTC-HY (100
Hg/mL de carbopol) apresentaram maior quantidade de fases ou grupamentos

quimicos. Barra = 150um.
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5.3 Andlise da composicao quimica das particulas por meio de energia
dispersiva de raios-X

Os espectros obtidos a partir das pastilhas de titdnio nao-tratadas
demonstraram que as particulas depositadas sobre as pastilhas apresentavam
apenas ions calcio apds 14 e 28 dias (Figs. 19A e 20A). As particulas depositadas
sobre as pastilhas tratadas com HY 1%, NTC (100 pug/mL de carbopol), NTC-HY
(100 pg/mL de carbopol) ou NTC + HY (100 ug/mL de HY) apresentaram, por sua
vez, aos 14 dias, deposicdo dos ions calcio e fosforo (NTC-HY 100 pg/mL de
carbopol, Fig. 19B). Apds 28 dias, observou-se a presencga dos ions calcio, sédio
e fésforo nas pastilhas tratadas com HY, NTC, NTC-HY ou NTC + HY, sendo que
esta deposicao foi mais exacerbada nas pastilhas tratadas com NTC-HY (NTC-HY
100 pug/mL de carbopol, Fig. 20B). A presenca destes ions, aliada a organizacao
estrutural sob a forma de cristais, observada nas particulas depositadas sobre as
pastilhas tratadas com NTC-HY (100 pug/mL de carbopol), pode indicar a presenga
de grupamentos quimicos de fosfatos, carbonatos ou hidroxiapatita. Este
fenbmeno é similar a mineralizacao observada durante o processo biolégico de
osseointegracdo de implantes dentarios de titAnio. A presenca de picos
exacerbados de titanio foi devida a composicao da pastilha. Os ions de carbono
observados nos espectros sao oriundos da deposicdao de carbono durante a
preparacdo das amostras, enquanto que o oxigénio pode ter sido incorporado

através de oxidagao.
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Figura 19: Espectros representativos obtidos por meio de energia dispersiva de
raios-X apds andlise das particulas presentes sobre as pastilhas imersas em uma
solucdo aquosa subsaturada de CaCl, e Na,HPO4 por 14 dias. (A) Pastilha de
titdnio nao-tratada e (B) pastilha tratada com NTC-HY (100 pg/mL de carbopol).
As particulas observadas sobre as pastilhas tratadas com NTC-HY apresentavam
ions calcio e fosforo indicando maior complexidade em relacdo as particulas
observadas sobre as pastilhas de titanio nao-tratadas que apresentavam apenas

ions célcio. C: carbono; Ca: calcio; O: oxigénio; P: fésforo; Ti: titanio.

75



Figura 20: Espectros representativos obtidos por meio de energia dispersiva de
raios-X apds andlise das particulas presentes sobre as pastilhas imersas em uma
solucdo aquosa subsaturada de CaCl, e Na,HPO,4 por 28 dias. (A) Pastilha de
titdnio nao-tratada e (B) pastilha tratada com NTC-HY (100 pg/mL de carbopol).
As particulas observadas nas pastilhas tratadas com NTC-HY apresentavam ions
célcio, sbdio e fésforo, podendo indicar a presenca de grupamentos quimicos de
fosfatos, carbonatos ou hidroxiapatita. C: carbono; Ca: calcio; Na: sédio; O:

oxigénio; P: fosforo; Ti: titanio.
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6. Analise do comportamento de osteoblastos cultivados sobre pastilhas de
titanio tratadas com NTC ou NTC-HY e sobre placas de cultura com meio
DMEM contendo NTC ou NTC-HY

Analises em microscopia de luz demonstraram que osteoblastos
isolados cultivados sobre pastilhas de titanio tratadas com NTC ou NTC-HY ou
sobre placas de cultura com meio DMEM contendo NTC ou NTC-HY, adicionados
na cultura imediatamente apds o plaqueamento dos osteoblastos ou duas horas
apos, apresentam em concentracées mais altas de NTC e de NTC-HY (100-
400ug/mL) morte celular. Por outro lado, a presenca de NTC e de NTC-HY em
concentracbes mais baixas (3,125-50ug/mL) parece induzir uma discreta
diminuicdo na quantidade de osteoblastos (Fig. 21).

Analises por MTT em osteoblastos isolados cultivados sobre pastilhas
de titanio tratadas com NTC ou NTC-HY ou sobre placas de cultura com meio
DMEN contendo NTC ou NTC-HY, adicionados na cultura imediatamente apds o
plagueamento dos osteoblastos ou duas horas apoés, revelaram que nao houve
formagao de cristais de formazan em concentragées mais altas de NTC e de
NTC-HY, enquanto concentracdes mais baixas de NTC e de NTC-HY (3,125-
50ug/mL) induziram uma pequena diminuicdo na quantidade de cristais,
apresentando, portanto, discreta diminuicdo da viabilidade celular quando
comparado ao controle (Fig. 22).

Analises da atividade da fosfatase alcalina mensurada em osteoblastos
isolados cultivados sobre pastilhas de titanio tratadas com NTC ou NTC-HY ou
sobre placas de cultura com meio DMEN contendo NTC ou NTC-HY, adicionados
na cultura imediatamente apds o plaqueamento dos osteoblastos ou duas horas

apds, demonstraram que os NTC e os NTC-HY em diversas concentracdes
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(3,125-50pg/mL) aparentemente néo interferiram na atividade desta enzima (Fig.

Figura 21: Fotomicrografias representativas de culturas de osteoblastos isolados.

23).

(A) NTC 400 pg/mL: (B) NTC 25 ug/mL; (C) NTC-HY 400 pg/mL; (D) NTC-HY 25
pug/mL; (E) Controle positivo. Osteoblastos cultivados em concentragdes mais
altas de NTC e NTC-HY apresentaram morte celular. A presenca de NTC ou
NTC-HY em concentracbes mais baixas parece induzir uma discreta diminuicao

na quantidade de osteoblastos.
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Figura 22: Fotomicrografias representativas da analise por MTT de culturas de

osteoblastos isolados. (A) NTC 400 pg/mL: (B) NTC 25 ug/mL; (C) NTC-HY 400
pg/mL; (D) NTC-HY 25 pg/mL; (E) Controle positivo. Nao houve formagao de
cristais de formazan em concentragdes mais altas de NTC e NTC-HY, enquanto
concentragbes mais baixas de NTC e NTC-HY induziram uma pequena

diminuigdo na quantidade de cristais quando comparado ao controle.
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Figura 23: Fotomicrografias representativas da atividade da fosfatase alcalina em

culturas de osteoblastos isolados. (A) NTC 400 pug/mL: (B) NTC 25 pg/mL; (C)
NTC-HY 400 pg/mL; (D) NTC-HY 25 pg/mL; (E) Controle positivo. Osteoblastos
cultivados em concentracées mais altas de NTC e NTC-HY apresentaram morte
celular. Concentragdes mais baixas de NTC e NTC-HY aparentemente nao

interferiram na atividade da fosfatase alcalina.
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V. DISCUSSAO

O principal objetivo deste estudo foi avaliar se o biomaterial (NTC-HY)
preserva a bioatividade do HY. Para isto, foram utilizados alvéolos de extracao
dentaria como modelo de estudo, uma vez que possibilita avaliar diferentes
fatores que interferem no processo de reparo ésseo alveolar, acelerando-o ou
retardando-o (Boeck et al., 1999; Pinto et al., 2001; Kurihashi et al., 2002; Yugoshi
et al., 2002; Kanyama et al., 2003; Tedfilo, et al., 2004; Zied et al., 2005; Mendes
et al., 2008).

A interacdo entre os NTC e o HY foi demonstrada num estudo anterior,
por Bhattacharyya e colaboradores. Observou-se que a associacao entre os NTC
e o HY resultou em um biomaterial com melhores propriedades mecénico-
dindmicas quando comparado com o HY sozinho (Bhattacharyya et al., 2008).
Entretanto, estes autores ndo avaliaram as propriedades biol6gicas dos NTC-HY.

Neste estudo foram analisados os efeitos dos NTC e NTC-HY no
reparo 6sseo em alvéolos dentarios de ratos, na deposicao de cristais inorganicos
no titanio e no comportamento de osteoblastos em cultura celular. De maneira
importante, a funcionalizacdo de NTC com HY (NTC-HY) preservou os efeitos
biolégicos benéficos do HY no processo de cicatrizagdao. Observou-se que, de
forma semelhante ao HY 1%, os NTC-HY (100 pg/mL) induziram um aumento
significativo na deposicéao de trabéculas ésseas e na expressao de colageno tipo |
em alvéolos sete dias apds as exodontias. Desta forma, os NTC-HY aceleram o
processo cicatricial de maneira semelhante ao observado com o tratamento com o
HY (Mendes et al, 2008). Além disso, pastilhas de titanio tratadas com NTC-HY
(100 pg/mL) tiveram uma maior deposicao de cristais inorganicos em relagdo as

pastilhas controle e as tratadas apenas com HY quando imersas em uma solucéo
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aquosa subsaturada contendo CaCl, 0,5mM e Na,HPO, 0,25mM. Observou-se,
também, que NTC e NTC-HY em altas concentragdes (100-400ug/mL) induzem
morte celular de osteoblastos isolados. Entretanto, NTC e NTC-HY em
concentracdées mais baixas (3,125-50ug/mL) causaram apenas uma discreta
diminuicdo na quantidade e viabilidade de osteoblastos e nenhuma alteracdo na
atividade da fosfatase alcalina.

O reparo 6sseo alveolar observado nos alvéolos controle, aos sete dias
de cicatrizacdo, foi semelhante ao relatado na literatura. Os alvéolos controle
encontravam-se preenchidos por tecido conjuntivo, exibindo poucas trabéculas
Osseas depositadas e pronunciada rede vascular (Mendes et al., 2008). A
formacao dos vasos sanguineos é fundamental para o inicio da deposicao 6ssea
(Kanyama et al., 2003; Giavaresi et al., 2005; Wong & Rabie, 2005). Uma vez que
0 suporte sanguineo é restabelecido, observa-se migracdo, diferenciacdo e
proliferacdo de osteoblastos, além de sintese de matriz éssea (Pacicca et al.,
2003; Lalani et al., 2005). A presenca de células com aspecto morfoldgico de
osteoblastos, préximas a vasos sanguineos ou de remanescentes do LP,
corrobora com relatos que indicam que osteoblastos possam ser derivados do LP,
peridsteo ou de vasos sanguineos (Lekic et al., 1997; Shyng et al., 1999; Siqueira
Jr. & Dantas, 2000; Devlin & Sloan, 2002; Yugoshi et al., 2002; Rasubala et al.,
2004). Osteoclastos visualizados nos septos 0sseos sdo responsaveis pela
remodelacdo 6ssea, uma importante etapa do processo de cicatrizacdo alveolar
(Lindhe, 1999; Shyng et al., 1999; Kurihashi et al., 2002).

O hialuronato de sédio, na concentracao de 1%, apresenta-se como
um gel, devido a sua alta capacidade higroscépica. O carbopol foi utilizado como

controle e veiculo por apresentar consisténcia semelhante a do HY. Em um
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estudo prévio demonstramos que o carbopol nao interfere na cicatrizagcao de
alvéolos dentarios de ratos (Mendes et al., 2008).

A utilizacao dos NTC em aplicagdes clinicas depende de estudos que
avaliem sua interacao biologica (Flahaut et al., 2006). De fato, muitos trabalhos
foram desenvolvidos para avaliar a toxicidade dos NTC. NTCPS nao causaram
citotoxicidade quando adicionados a culturas de fibroblastos (Galvan-Garcia et al.,
2007; Shi et al., 2007), osteoblastos (Tutak et al., 2009) ou de células endoteliais
(Flahaut et al., 2006). Entretanto, nossos resultados indicam que, em altas
concentracdes, os NTC e os NTC-HY podem causar morte celular. E importante
ressaltar que os nossos estudos usando osteoblastos isolados s@o preliminares.
Por outro lado, estudos in vivo demonstraram auséncia de toxicidade dos NTCPS
em mamiferos (Cherukuri et al., 2006). Corroborando com esses dados, nossos
resultados também ndo mostraram nenhuma evidéncia significativa de toxicidade
em alvéolos tratados com NTCPS. Além disso, NTCPS (50, 100 e 400 pg/mL) ndo
influenciaram o processo de reparo 6sseo 7 dias apds as exodontias, indicando
qgue os NTCPS sao um material inerte. Entretanto, estudos mais aprofundados de
citotoxicidade e biodistribuicdo dos NTC devem ser realizados com o objetivo de
estabelecer a seguranca deste material em aplicacdes bioldgicas humanas.

Analises histologica e morfométrica demonstraram que os alvéolos
tratados com HY 1% ou NTC-HY (100 ug/mL) apresentaram maior deposicao de
trabéculas 6sseas sete dias ap6s as exodontias, indicando uma cicatrizagdo mais
acelerada em relacdo aos alvéolos controle. Uma vez iniciada a deposicdo de
matriz organica pelos osteoblastos, observa-se a substituicdo do tecido conjuntivo
por trabéculas 6sseas. Com isso, 0 processo de reparo 6sseo resulta numa

diminuicdo tempo-dependente do niumero de nudcleos celulares (Brandao et al.,
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2002; Mendes et al., 2008). Neste sentido, o0 menor numero de nucleos celulares
observado nos alvéolos tratados com HY 1% ou NTC-HY (100 pg/mL) também
indica um processo de cicatrizagdo mais avangcado. Alvéolos tratados com NTC-
HY nas concentragdes de 50 e 400 pg/mL apresentaram cicatrizacao semelhante
aos alvéolos controle. Enquanto a concentracdo de 50 pg/mL pode ter sido
insuficiente para influenciar o processo de cicatrizacdo em alvéolos, a alta
concentragdo de NTC-HY (400 pg/mL) pode ter funcionado como uma barreira
fisica dificultando a migracado e proliferacdo celular. No entanto, experimentos
adicionais sdao necessarios para confirmar esta hipotese.

Os eventos celulares envolvidos no processo de cicatrizagdo alveolar
sao regulados por fatores de crescimento (Shyng et al., 1999; Tedbfilo et al., 2001;
Lieberman et al., 2002; Lalani et al., 2005). Em um estudo anterior, verificamos
que o HY 1% acelera o processo de cicatrizacao em alvéolos dentarios de ratos
por estimular a deposi¢ao precoce de trabéculas 6sseas, além da expressao das
proteinas osteogénicas OPN e BMP-2 (Mendes et al., 2008). No presente estudo,
avaliamos a expressao, através de imunohistoquimica, dos colagenos tipos | e
nos alvéolos controle e tratados com NTC (100 pg/mL), HY 1% ou NTC-HY (100
Hg/mL) apo6s sete dias de cicatrizagdo. Nas fases iniciais de cicatrizagcdo, apos
extragdo dentdria, observa-se um aumento da expressdo de colageno tipo Il
(Kurita et al., 1985). O colageno tipo lll é produzido transitoriamente durante a
neoformacdo e remodelacdo do tecido 6sseo bucal, desaparecendo com a
calcificacdo da matriz. Portanto, sua expressdo € correlacionada ao inicio da
deposicao de matriz 6ssea (Becker ef al., 1986; Carter ef al.,, 1991). Uma vez que
ocorre a mineralizagdo da matriz, o colageno tipo Il é substituido pelo colageno

tipo | que corresponde a mais de 90% da matriz 6ssea (Page et al., 1986; Carter
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et al., 1991; Stoffel et al., 2007). Assim, cada tipo de colageno apresenta um
modelo de distribuicdo distinto, podendo ser associado a diferentes estagios de
diferenciacao osteogénica (Becker et al., 1986; Carter et al., 1991). No presente
estudo nao foi observada diferenca significativa na expressao do colageno tipo Il
entre os alvéolos controle e tratados. Entretanto, verificou-se uma maior
expressao do colageno tipo | nos alvéolos tratados com HY 1% ou NTC-HY (100
Hg/mL) em relagcdo aos alvéolos controle. Uma vez que a expressao do colageno
tipo | estd associada a mineralizacdo da matriz, estes resultados também
sugerem uma cicatrizacao mais acelerada nestes alvéolos.

Estudos anteriores demonstraram que os NTC sao capazes de induzir
nucleacdo e crescimento de cristais de hidroxiapatita sob concentracdes
fisiolégicas de célcio e fosfato (Zhao et al., 2005). A interacdo de NTC com
materiais de preenchimento poliméricos melhora suas propriedades mecanicas e
reolégicas (Abarrategi et al.,, 2008; Bhattacharyya et al., 2008; Sitharaman et al.,
2008; Silva et al., 2009) e acentua a capacidade dos polimeros de induzir
mineralizacao (Silva et al., 2009). Da mesma forma, no presente estudo verificou-
se que NTC-HY (100 pg/mL) induziram um aumento da deposicao de particulas
sobre pastilhas de titanio apds imersdo numa solucdo aquosa subsaturada
contendo CaCl, 0,5mM e Na,HPO, 0,25mM quando comparado com as pastilhas
controle ou tratadas apenas com HY 1%. Este efeito pode ter um papel relevante
no processo de osseointegracao do titanio.

Desta forma, nossos resultados demonstraram que os NTC-HY (100
Hg/mL) preservaram as propriedades biolégicas benéficas do HY no processo de
cicatrizagcdo em alvéolos dentarios de ratos. Estes efeitos foram similares aos

resultados obtidos com o uso do HY sozinho. Entretanto, os experimentos com

86



pastilhas de titdnio mostraram que os NTC-HY (100 pug/mL) apresentam maior
potencial indutor de deposi¢ao de cristais inorganicos do que o HY. Assim, sua
utilizacdo associados a implantes dentarios poderia acelerar a osseointegracao

dos implantes.
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CONCLUSOES
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VI. CONCLUSOES

1. O tratamento dos alvéolos com NTCPS (50-400 pg/mL) nao alterou o
processo de cicatrizagdo, sete dias ap6s as exodontias, em relacdo aos
alvéolos controle.

2. NTC-HY (100 pg/mL) aceleraram o processo de reparo 6sseo dos alvéolos,
sete dias apos as exodontias, em relacdo aos alvéolos controle, de forma
semelhante aos alvéolos tratados com HY 1%.

3. A funcionalizacdo de NTC com HY permitiu o carreamento do HY,
preservando o efeito biol6gico desta molécula.

4. O tratamento de pastilhas de titdnio com NTC-HY (100 pg/mL) induziu uma
maior deposicao de cristais na superficie das pastilhas quando comparado
com as pastilhas controle ou tratadas com HY ou NTC.

5. Osteoblastos isolados cultivados sobre pastilhas de titanio tratadas com
NTC ou NTC-HY (100-400ug/mL), ou sobre placas de cultura com meio
DMEN contendo NTC ou NTC-HY (100-400ug/mL) apresentaram morte
celular.

6. Osteoblastos isolados cultivados sobre pastilhas de titdnio tratadas com
NTC ou NTC-HY (3,125-50ug/mL), ou sobre placas de cultura com meio
DMEN contendo NTC ou NTC-HY (3,125-50ug/mL) apresentaram discreta
diminuicdo na viabilidade celular e nenhuma alteracdo na atividade da

fosfatase alcalina.
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Assim, estes resultados indicam que os NTC-HY (100 pg/mL) aceleram
a cicatrizacao de forma semelhante ao HY quando utilizados em terapias de
reparo ésseo. Além disso, os NTC-HY (100 pg/mL) induziram uma maior
deposicao de cristais em pastilhas de titanio, sugerindo que este biomaterial
poderia ser usado com um agente coadjuvante no reparo ésseo peri-implantar.
Desta forma, matrizes a base de NTC-HY sdo biomateriais promissores na

engenharia de reconstrugao tecidual éssea.
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Viil. PERSPECTIVAS

e Aumentar o niumero de experimentos em cultura celular para obter dados
quantitativos.

e Avaliar os efeitos da radiagcdo gama na esterilizagdo dos NTC-HY.

e Realizar andlises de toxicidade sistémica dos NTC e dos NTC-HY.

e Avaliar os efeitos dos NTC e dos NTC-HY no reparo de defeitos 6sseos
maiores.

e Avaliar os efeitos dos NTC e dos NTC-HY no reparo 6sseo em ratos
diabéticos.

e Avaliar os efeitos in vivo dos NTC e dos NTC-HY na osseointegracao do

titanio.
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ANEXO 1 - Certificado aprovacao CETEA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO
ANIMAL (CETEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo n° 142/04 relativo ao projeto intitulado “Avaliacdo
morfolégica e imunohistoquimica do potencial osteoindutor do &cido
hialurénico em alvéolos de ratos’, que tem como responsavel Gerluza Aparecida
Borges Silva, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido

aprovado em reunido de 15.12.2004.

Este certificado expira-se em 15.12.2009
CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 142/04 related to the project entitled
“Immunohistochemical and morphological evaluation of osteoindutor potential
of hyaluronic acid in sockets of rats”, under the supervision Gerluza Aparecida
Borges Silva, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG) and
was approved in 15.12.2004.

This certificate expires in 15.12.2009.

Belo Horizonte, 15 de dezembro de 2004

/N
Dra. CL‘;’“ “.‘A‘L%IA F. REZENDE
PRESIDENTE DO CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais -Reitoria — Campus Pampulha
Avenida Antdnio Carlos 6627-7 Andar CEP: 31270-901 - Belo Horizonte MG-Brasil
Telefone: (31) 3499-4031 — Fax: (31) 3499-4027 — Home page: www. ufmg.br/prpa/cetea
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ANEXO 2 - Certificado aprovacao CETEA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que ¢ Protocolo n® 217/2¢09, relative ao projete intituledo "Efeitos do
hialuronato de sodio e dos nanotubos de carbono funcionalizados ou ndo com
hialuronato de sdodio na cicatrizacio de alvéolos dentirios de ratos diabéticos’,
que tem como responsavel(is) Anderson José Ferreira , csté{3o) cde acordo com oS
Principios Eticos da Experimentacio Animal, acdotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEAJUFMG), tendo sido aprovado na reunido de 10/ 03/
2010.

Este certificado expira-se em 10/ 03/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 217 /2009, reiated to the project entitied “Effects
of sodium hyaluronate and carbon nanotubes functionalized or not with sodium
hyaluronate in the healing process of tooth sockets of diabetic rats”, under the
supervisiors of Anderson José Ferreira, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
{CETEA/UFMG), and was approved in March 10, 2010.

This certificate expires in March 10, 2015.

Coordenador do CETEA/PFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 ~ Campus Pampulha
Unidade Administrativa il - 2° Andar, Sala 2008
31270-901 - Belo Honzonte, MG - Brasil
Telefone: (31} 34992516 - Fax: (31) 34994592
wwer ufmg briblocticalcetena - cetea@pmq.ufmg br

{(Mod Cent. v1.0)
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ANEXO 3 - Producoes

3.1 Patente

Os autores Renato de Melo Mendes, Gerluza Aparecida Borges e

Silva, Luiz Orlando Ladeira e Anderson José Ferreira depositaram um pedido de

patente junto ao Instituto Nacional da Propriedade Intelectual, denominado

"DISPOSITIVO DE IMPLANTE NO OSSO REVESTIDO POR NANOTUBOS DE

CARBONO FUNCIONALIZADOS COM ACIDO HIALURONICO E USO", no dia

04/09/2009, que recebeu o seguinte niumero de protocolo: 14090004137.

y M_ or pROPRIEDR. . THORT R
T b

v WETFTIN WS
e 014030004137

03/200 1537 DEMG

m\\n\w\m\m L

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:
O requerente solicita a concesso de um privilégio na natureza e nas condi¢Ges abaixo indicadas:

1.1

Depositante (71):
Nome: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

1.2 CNPJ/CPF: 17217985000104
1.3 Enderego completo: AV, ANTONIO CARLOS, 6627 - PAMPULHA - BELO HORIZONTE -MG
1.4  CEP: 31270-901
1.5 Telefone: (31) 3409-6429 1.6 Fax: (31 ) 3409-6430
1.7  E-mail: info@ctit.ufmg.br
["] continua em folha anexa
2. Natureza: [X Invengio [7] Modelo de Utilidade [ Certificado de Adigdo

Escreva, obrigatotiamente, e por extenso, a Natureza desejada: PATENTE DE INVENGAO

3.

Titulo da Invengio, Modelo de Utilidade ou Certificado de Adigdo (54):
"DISPOSITIVO DE IMPLANTE NO OSSO REVESTIDO POR NANOTUBOS DE CARBONO
FUNCIONALIZADOS COM ACIDO HIALURONICO E USO"

[ continua em folha anexa
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3.2 Apresentacao de trabalho em congressos

Resumo: Efeitos dos nanotubulos de carbono funcionalizados com
hialuronato de sodio na cicatrizacdo de alvéolos dentarios de ratos, apresentado
na 257 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontoldgica, em
2008, sob a forma de painel.

Resumo: Efeitos dos nanotubos de carbono funcionalizados com
hialuronato de s6dio no reparo de defeitos 6sseos e na osseointegracao do
titdnio, apresentado na 27% Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa
Odontologica, em 2010, sob a forma de painel, onde recebeu a premiagéao

“Primeiro Lugar” da Sesséo de Painéis C - Area 8.

3.3 Artigo Publicado
Mendes RM, Silva GAB, Caliari MV, Silva EE, Ladeira LO, Ferreira AJ. Effects of
single wall carbon nanotubes and its functionalization with sodium hyaluronate on

bone repair. Life Sciences, 87, 215-22, 2010.
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