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RESUMO 

O hialuronato de sódio (HY) acelera o reparo de defeitos ósseos maxilares. 

Entretanto, sua baixa estabilidade física tem dificultado sua ampla utilização em 

reconstruções teciduais ósseas. Por outro lado, a funcionalização de nanotubos 

de carbono (NTC) com HY (NTC-HY) resulta em um hidrogel com melhores 

propriedades mecânicas e reológicas quando comparado com o HY sozinho. 

Assim, o principal objetivo deste estudo foi avaliar in vivo os efeitos dos NTC e 

NTC-HY na cicatrização de alvéolos dentários de ratos após exodontia dos 

primeiros molares superiores e, in vitro, na deposição de cristais inorgânicos no 

titânio e no comportamento de osteoblastos. Ratos Wistar machos foram 

submetidos à exodontia dos primeiros molares superiores e os alvéolos foram 

tratados com NTC, HY, NTC-HY ou carbopol (veículo). Análises 

histomorfométricas foram realizadas, aos sete dias de cicatrização, para avaliar a 

formação de osso trabecular e o número de núcleos celulares. A expressão dos 

colágenos tipos I e III foi avaliada por imunohistoquímica. Pastilhas de titânio 

tratadas com NTC, HY, NTC-HYou carbopol foram imersas em uma solução 

aquosa subsaturada contendo CaCl2 e Na2HPO4 por 14 e 28 dias. A deposição de 

cristais sobre as pastilhas foi analisada através da MEV. Além disso, osteoblastos 

foram plaqueados sobre pastilhas de titânio tratadas com NTC ou NTC-HY, ou 

cultivados diretamente em placas de cultura contendo meio DMEN acrescido de 

NTC ou NTC-HY. Foram realizadas análises de viabilidade celular por MTT e 

atividade da fosfatase alcalina. Alvéolos tratados com NTC apresentaram 

percentual de trabéculas ósseas e número de núcleos celulares semelhantes aos 

alvéolos controle. Por outro lado, tanto o HY como os NTC-HY induziram um 

aumento similar e significativo na formação óssea, e diminuíram a quantidade de 
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núcleos celulares. Além disso, observou-se uma maior expressão de colágeno 

tipo I nos alvéolos tratados com HY 1% ou com NTC-HY (100µg/mL). Nenhuma 

diferença significativa na expressão de colágeno tipo III foi observada entre os 

grupos. Os experimentos in vitro demonstraram que as pastilhas de titânio 

cobertas com NTC-HY (100µg/mL) apresentaram maior deposição de íons cálcio, 

sódio e fósforo. Concentrações mais altas de NTC e NTC-HY (100-400µg/mL) 

induziram morte celular em osteoblastos enquanto concentrações mais baixas 

(3,125-50µg/mL) acarretaram apenas em uma discreta diminuição na viabilidade 

celular e na atividade da fosfatase alcalina. Desta forma, os resultados in vivo 

indicam que os NTC-HY aceleram a cicatrização de forma semelhante ao HY 

quando utilizados em terapias de reparo ósseo. Além disso, os NTC-HY 

induziram, in vitro, uma maior deposição de cristais em pastilhas de titânio, 

sugerindo que este biomaterial poderia ser usado com um agente coadjuvante no 

reparo ósseo periimplantar. 

 

Palavras chave: Hialuronato de sódio, Nanotubos de carbono, Cicatrização, 

Implantes, Osteoblastos. 
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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 I and III was assessed by immunohistochemistry. 

Titanium discs treated with CNT, HY, HY-CNT or carbopol were immersed in an 

aqueous unsaturated solution containing CaCl2 and Na2HPO4 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 I collagen in sockets 

treated with 1% HY or HY-CNT (100µg/mL) was increased. No significant changes 
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in the expression of type III collagen was observed among any of the groups. The 

in vitro experiments revealed that titanium discs coated with 100µg/mL HY-CNT 

showed a higher deposition of calcium, sodium and phosphorus ions. CNT and 

HY-CNT at higher concentrations (100-400µg/mL) induced death of osteoblasts, 

while lower concentrations (CNT and HY-CNT: 3.125-50µg/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. INTRODUÇÃO 

A perda precoce dos dentes, em decorrência de cáries e doença 

periodontal, acomete um percentual significativo da população brasileira. Medidas 

preventivas adotadas pelo Sistema Único de Saúde, como a fluoretação da água 

e maior acesso da população a campanhas de prevenção, têm propiciado a 

redução da prevalência de cáries na população, atestando que a prevenção é o 

caminho mais eficaz e financeiramente viável para a promoção da saúde bucal. 

Entretanto, a melhoria dos índices de saúde bucal trouxe um novo desafio, pois 

ao mesmo tempo em que se aumenta a longevidade dos dentes, cresce a 

prevalência de doença periodontal (DP) na população adulta (Meneghim et al., 

2002; Ministério da Saúde, 2005). A evolução do processo inflamatório observada 

na DP afeta os tecidos de suporte do dente podendo acarretar em reabsorção 

óssea do processo alveolar e perda do elemento dentário (Lindhe, 1999; Bodic et 

al., 2005). 

A reconstrução óssea é, muitas vezes, pré-requisito essencial à 

reabilitação funcional do sistema estomatognático com implantes 

osseointegrados, especialmente na correção de perdas dentárias traumáticas ou 

mudanças atróficas do processo alveolar da maxila ou mandíbula (Wiltfang et al., 

2004). A recuperação da estrutura óssea perdida pode demandar a realização de 

cirurgias de enxerto ósseo ou inserção de biomateriais (Arosarena & Collins, 

2005; Izuka et al., 2005), processos lentos e onerosos para os pacientes. Diminuir 

o tempo de cicatrização alveolar e/ou a maturação de enxertos ósseos poderia 

auxiliar no restabelecimento da função mastigatória de forma mais confortável e 

menos dispendiosa para os pacientes. Neste aspecto, o desenvolvimento de 

matrizes para suporte estrutural e direcionamento da proliferação celular tem sido 
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de bastante interesse tanto em medicina quanto em engenharia para 

reconstrução tecidual óssea (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 mecânicas, biocompatibilidade, biopermeabilidade, 

estrutura tridimensional e promover crescimento tecidual ósseo controlado 

(Chłopek et al., 2006; Sitharaman et al., 2008).  

A despeito dos avanços obtidos nas terapias de regeneração óssea 

guiada, muito ainda precisa ser compreendido sobre a interação de biomoléculas 

envolvidas na cicatrização óssea, e sobre o melhor método de administração 

destes fatores (Arosarena & Collins, 2005). Uma vez que a busca por um material 

ideal para enxertia óssea permanece como um grande desafio (Wong & Rabie, 

2005), a pesquisa por biomateriais que auxiliam na manutenção da estrutura 

óssea imediatamente após exodontias, ou na reconstrução da estrutura óssea 

perdida é de fundamental importância. 

 

1. Biologia do reparo alveolar 

O processo de cicatrização óssea pode ser dividido em fases 

sequenciais de inflamação, migração, diferenciação e proliferação de células 

osteogênicas, resultando em síntese de matriz extracelular (MEC), mineralização 

do osteóide, maturação e remodelação óssea (Sasaki & Watanabe, 1995; 

Siqueira Jr. & Dantas, 2000; Lalani et al., 2005). O reparo tecidual observado 

após a extração de um dente inicia-se com a hemostasia, responsável por 

bloquear a perda de sangue através de vasos rompidos. A formação da rede de 

fibrina auxilia inicialmente o influxo de neutrófilos, macrófagos e linfócitos, 

característicos da resposta inflamatória 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 óssea (Shyng et al., 1999; Devlin & Sloan, 2002) e do periósteo (Siqueira 

Jr. & Dantas, 2000; Rasubala et al., 2004) são essenciais para a remodelação e 

formação óssea inicial em processos de cicatrização alveolar (Lekic et al., 1997). 

Macrófagos e fibroblastos imaturos parecem ser atraídos para áreas 

com baixa concentração de oxigênio e altos níveis de lactato, observados nas 

fases iniciais do reparo alveolar, em consequência do metabolismo de células 

inflamatórias. Macrófagos liberam um fator de crescimento chamado fator 

angiogênico dependente de macrófago, quimiotáxico para células endoteliais. 

Estas secretam o fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) que auxilia a 

angiogênese, essencial nos processos de cicatrização de feridas (Savani et al., 

2001; Lalani et al., 2005). Paralelamente, fibroblastos sintetizam uma delicada 

matriz de colágeno que, junto com os capilares neoformados, caracteriza o tecido 

de granulação (Yugoshi et al., 2002). As fibras colágenas inicialmente 

depositadas formam uma trama preliminar na qual ocorre a deposição de osso 

neoformado (Shyng et al., 1999). Por fim, os eventos de cicatrização alveolar 

culminam no preenchimento do alvéolo com tecido ósseo trabecular (Devlin & 

Sloan, 2002). 

Análises histológicas do processo de cicatrização de alvéolos dentários 

de ratos demonstraram que, dois dias após as exodontias, o alvéolo encontra-se 

preenchido com coágulo sanguíneo (Kanyama et al., 2003; Mendes et al., 2008). 

Aos três dias de cicatrização, macrófagos, capilares neoformados e fibroblastos 

estão presentes em grande quantidade, sendo estes últimos, claramente visíveis 

no LP remanescente (Pinto et al., 2001). Observa-se reabsorção do septo ósseo 
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interradicular por osteoclastos, um passo importante no processo de cicatrização 

alveolar (Shyng et al., 1999; Kurihashi et al., 2002), e proliferação do epitélio da 

mucosa oral nas bordas da ferida cirúrgica, com invaginação em direção ao 

interior do alvéolo (Zied et al., 2005). Após quatro dias de cicatrização, observa-se 

a migração de células endoteliais e fibroblastos para o tecido de granulação e a 

presença de osteoclastos e pré-osteoblastos na superfície do osso trabecular 

adjacente ao alvéolo (Kanyama et al., 2003). Ainda é possível observar a 

presença de pequenas espículas ósseas após quatro e sete dias de reparo 

(Boeck et al., 1999). Ao final da primeira semana de cicatrização, 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 deposição de matriz óssea bem 

como a presença de grande quantidade de células com aspecto morfológico 

semelhante a osteoblastos concentra-se, aos sete dias, no terço apical do alvéolo 

(Mendes et al., 2008). O epitélio da mucosa gengival apresenta solução de 

continuidade com a presença de linfócitos e macrófagos 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 diminuição do infiltrado inflamatório em relação aos períodos iniciais de 

cicatrização (Kurihashi et al., 2002; Mendes et al., 2008). Dez dias após a 

exodontia, o alvéolo exibe grande quantidade de trabéculas ósseas e, após 

quatorze dias de cicatrização, apresenta-se quase completamente preenchido por 

tecido ósseo que sofreu remodelação (Kanyama et al., 2003) e maturação quase 

idêntica ao tecido ósseo pré-existente (Kurihashi et al., 2002). Entretanto, alguns 
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autores relatam que o alvéolo encontra-se, neste período, igualmente ocupado 

por tecido conjuntivo e trabéculas ósseas (Teófilo et al., 2001). Após quinze dias 

de reparo, observa-se a ferida recoberta com epitélio da mucosa gengival (Boeck 

et al., 1999; Pinto et al., 2001) e cristas ósseas inter e intra radiculares 

completamente remodeladas (Zied et al., 2005). Ao final da terceira semana de 

cicatrização, o alvéolo encontra-se preenchido por uma espessa rede de 

trabéculas ósseas, circundando pequenos espaços medulares (Teófilo et al., 

2001; ; Mendes et al., 2008). O preenchimento do alvéolo com trabéculas ósseas 

bem definidas, vinte e quatro dias após a extração, praticamente define o estágio 

final do processo de reparo (Zied et al., 2005). Alguns trabalhos relatam que, 

apesar de o alvéolo estar completamente preenchido por trabéculas ósseas, a 

densidade óssea alveolar máxima é alcançada, aparentemente, apenas no 

trigésimo dia pós-operatório (Lamano Carvalho et al., 1997). 

 

2. Indicadores do reparo ósseo alveolar 

Fatores de crescimento exercem influência sobre a sinalização celular, 

portanto, atuam diretamente nos processos de migração, proliferação e 

diferenciação celular, além de síntese de MEC (Lieberman et al., 2002). Alguns 

fatores de crescimento, tais como fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator 

de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e VEGF são expressos de modo 

temporal durante o reparo ósseo alveolar (Street et al., 2002). O PDGF pode 

estimular a proliferação de fibroblastos periodontais e sua migração em direção 

ao coágulo, em estágios iniciais da cicatrização alveolar (Teófilo et al., 2001). O 

VEGF, por sua vez, induz um aumento da permeabilidade vascular e atua como 

um potente fator angiogênico in vivo, ao estimular a diferenciação e proliferação 
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de células endoteliais (Bouletreau et al., 2002; Pacicca et al., 2003; Lalani et al., 

2005). A vasculogênese ou neoformação 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 região de 

cicatrização, portanto, o VEGF influencia diretamente o reparo ósseo alveolar 

(Giavaresi et al., 2005). 

Além dos fatores de crescimento, a expressão de algumas 

macromoléculas da MEC como colágeno, fibronectina (FN) e osteopontina (OPN), 

tem sido referenciada como um aspecto indicativo de reparo ósseo (Siqueira Jr. & 

Dantas, 2000). Colágenos, de forma geral, são descritos como os principais 

constituintes da MEC. Os colágenos tipos I e II, expressos na fase de proliferação, 

são considerados componentes essenciais da matriz óssea (Schultze-Mosgau et 

al., 2005). Nas fases iniciais de cicatrização, após extração dentária, observa-se 

um aumento da expressão de colágeno tipo III (Kurita et al., 1985). O colágeno 

tipo III é produzido transitoriamente durante a neoformação e remodelação do 

tecido ósseo bucal, desaparecendo com a calcificação da matriz. Portanto, sua 

expressão é correlacionada a tecidos ósseos recém-formados (Becker et al., 

1986; Carter et al., 1991). Uma vez que ocorre a mineralização da matriz, o 

colágeno tipo III é substituído pelo colágeno tipo I que corresponde a mais de 

90% da matriz óssea (Page et al., 1986; Carter et al., 1991; Stoffel et al., 2007). 

Assim, cada tipo de colágeno apresenta um modelo de distribuição distinto, 

podendo ser associado a diferentes estágios de diferenciação osteogênica 

(Becker et al., 1986; Carter et al., 1991). Enfim, o colágeno tipo I, produzido pelos 

fibroblastos durante os processos de cicatrização, juntamente com outras 

proteínas como OPN, osteocalcina (OCC), osteonectina (ONC) e FN, compõe a 
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matriz orgânica do tecido ósseo (Shyng et al., 1999; Siqueira Jr. & Dantas, 2000). 

Em áreas de reparo alveolar, a formação de fibrilas colágenas é iniciada quando 

filamentos de colágeno, liberados por osteoblastos, se agregam extracelularmente 

em fibras estriadas para formar o osteóide. O osteóide orienta a deposição de 

cristais de hidroxiapatita, responsáveis pela mineralização da matriz e formação 

de espículas ósseas iniciais (Bouletreau et al., 2002). 

Proteínas da matriz não-colagenosas incluem ONC, OCC e OPN 

(Bouletreau et al., 2002). Após exodontias, células progenitoras presentes no 

alvéolo, passam por vários estágios de maturação expressando sequencialmente 

ONC, OPN e OCC (Devlin & Sloan, 2002). Tais proteínas parecem induzir a 

maturação dos componentes da MEC por meio da mineralização da matriz óssea 

(Schultze-Mosgau et al., 2005). Paralelamente, a expressão de OPN coincide com 

a proliferação e diferenciação de células osteoblásticas durante a formação óssea 

(Perrien et al., 2002). Sua expressão no processo de cicatrização alveolar em 

ratos inicia-se aos três dias de cicatrização, com forte evidenciação após quatro e 

cinco dias de reparo, o que pode indicar um papel regulatório na mineralização 

(Shyng et al., 1999; Mendes et al., 2008). 

Proteínas morfogenéticas do osso (BMPs) são membros da 

superfamília de TGF-ß, altamente conservada entre as espécies. São os mais 

potentes fatores de crescimento ósseo conhecidos, apresentando propriedades 

mitogênicas e morfogenéticas (Lieberman et al., 2002; Arosarena & Collins, 

2005). Estes efeitos, em fibroblastos e osteoblastos, induzem a síntese de 

componentes da MEC como colágeno e fibras elásticas, além de outras proteínas 

da matriz óssea (Schultze-Mosgau et al., 2005). A expressão inicial de proteínas 

morfogenéticas do osso tipo 2 (BMP-2) estimula a diferenciação 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 utilização de BMP-2 parece acelerar o 

reparo ósseo em modelos de cicatrização óssea (Lieberman et al., 2002; 

Rasubala et al., 2004; Arosarena & Collins, 2005), enquanto a ausência de sua 

expressão causa transdução insuficiente de sinal e menor síntese de proteínas da 

matriz óssea (Schultze-Mosgau et al., 2005). Ela pode ser utilizada como 

marcador do processo de cicatrização, sendo correlacionada com diferentes 

estágios de diferenciação de células mesenquimais em osteoblastos (Rasubala et 

al., 2004; Wiltfang et al., 2004). A expressão de BMP-2 em alvéolos dentários de 

ratos inicia-se dois dias após as exodontias. Apresenta dois picos distintos de 

expressão, aos 3 e 5 dias, e menor evidenciação aos 4 e 7 dias de cicatrização, 

indicando um papel regulatório distinto em diferentes fases do reparo alveolar 

(Mendes et al. 2008). 

 

3. Hialuronana 

Por um longo período, acreditava-se que a MEC, produzida por quase 

todos os organismos multicelulares, servia apenas como uma estrutura inerte 

para estabilizar a estrutura física dos tecidos. Entretanto, sabe-se hoje que ela 

influencia a migração, proliferação, adesão, estrutura e função das células com as 

quais faz contato (Siqueira Jr. & Dantas, 2000; Alberts et al., 2004). Duas classes 

principais de macromoléculas extracelulares compõem a matriz: as 

glicosaminoglicanas (GAGs) e as proteínas fibrosas, incluindo o colágeno, a 

elastina, a fibronectina e a laminina. GAGs são cadeias polissacarídicas não-

ramificadas compostas de unidades dissacarídicas, nas quais um dos dois 
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açúcares é sempre um amino açúcar (N-acetilglucosamina ou N-

acetilgalactosamina), enquanto o segundo açúcar é, normalmente, um ácido 

urônico (glucorônico ou idurônico). As GAGs são classificadas de acordo com 

seus açúcares, o tipo de ligação entre eles e o número e localização 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 sódio (ácido hialurônico - HY) foi 

isolada inicialmente em 1934 (Meyer & Palmer, 1934) e teve sua estrutura 

primária descrita em 1955 (Linker et al., 1955). É um polissacarídeo de alto peso 

molecular (104-107 Da), composto de repetidas unidades dissacarídicas de ácido 

D-glucorônico e N-acetilglicosamina (Fig. 1). Hialuronana encontra-se 

amplamente distribuída na MEC de mamíferos (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; Rügheimer et al., 2009). 

É sintetizada no citoplasma e liberada diretamente na superfície celular por um 

complexo enzimático presente na membrana plasmática (Alberts et al., 2004). 

Apresenta sítios de ligação específicos para proteoglicanas, contribuindo para a 

formação 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 

biológico (Moseley et al., 2002). 

Hialuronana exerce influência no comportamento celular pela interação 

direta com receptores de superfície 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 ativação de proteínas 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 superfície celular, citoplasma, núcleo 

e citoesqueleto (Nedvetzki et al., 2004). A transdução do sinal, após ligação à HA, 

acarreta rearranjos estruturais do citoesqueleto (Toole et al., 2002; Bourguignon 

et al., 2002). O bloqueio específico destes receptores indica que RHAMM regula a 

migração de células endoteliais, enquanto CD44 influencia a proliferação destas 

células (Savani et al., 2001), fornecendo evidências do envolvimento de HA na 

angiogênese (Savani et al., 2001; Slevin et al., 2002; Giavaresi et al., 2005). A 

interação entre CD44 e HA é implicada na adesão primária de leucócitos ao 

endotélio em sítios de inflamação (Lesley et al., 2004). CD44 e RHAMM 

desempenham, também, papel crítico na migração e proliferação de células 

normais e tumorais (Annabi et al., 2004; Nedvetzki et al., 2004; Ghatak et al., 

2005). 

 

Figura 1: Estrutura da hialuronana contendo repetidas unidades dissacarídicas de 

N-acetilglicosamina e ácido D-glucorônico (Alberts et al., 2004). 
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Hialuronana desempenha um papel crucial no reparo tecidual durante a 

cicatrização de feridas e em processos inflamatórios por estimular a migração, 

adesão e proliferação de células mesenquimais indiferenciadas bem como por 

induzir sua diferenciação em células osteoblásticas (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 formação tecidual esteja completa, sua concentração é reduzida, sendo 

substituída por GAGs sulfatadas (Gerdin & Hällgren, 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 sítios de ligação celulares e moleculares para fixação de radicais livres 

(Moseley et al., 2002). A aplicação tópica de HA em feridas dérmicas, além da 

remoção de radicais livres, tem como benefícios a hidratação da ferida e o 

bloqueio do excesso de hialuronidase que possa estar presente (Dechert et al., 

2006). Como resultado da ação 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 ligação aos receptores 

celulares, alterando a proliferação e migração celular (Lesley et al., 2000; Slevin 

et al., 2002; Sugahara et al., 2003). 

Durante os processos de reparo ósseo, a HA pode atuar na retenção 

de fatores de crescimento osteoindutores dentro do ambiente local, em virtude de 

suas propriedades físico-químicas (Sasaki & Watanabe, 1995), além de mediar a 

adesão de osteoclastos à superfície óssea (Prince, 2004) e acelerar a 

revascularização (Giavaresi et al., 2005) e a formação óssea (Sasaki & 

Watanabe, 1995; Pilloni & Bernard, 1998). A inserção de grande quantidade de 
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HA em áreas de injúria tecidual previne inicialmente a agregação celular, 

possibilitando intensa migração e divisão celular. A ação de hialuronidases 

liberadas por fibroblastos e células mesenquimais indiferenciadas, presentes na 

região de reparo, é responsável por regular os níveis de HA, permitindo a 

formação de pontes de ligação entre HA e seus receptores celulares, um 

mecanismo importante na agregação celular (Pilloni & Bernard, 1998). Desta 

forma, matrizes à base de HA podem ser potencialmente úteis para o reparo de 

defeitos teciduais ósseos acelerando a formação e deposição de matriz óssea 

(Pasquinelli et al., 2008). Géis à base de HA têm sido utilizados em modelos de 

defeitos ósseos, isoladamente ou como carreadores para BMP-2 (Itoh et al., 2001; 

Arosarena & Collins, 2005), matriz óssea desmineralizada (Colnot et al., 2005), 

compósitos de hidroxiapatita (Bakos et al., 1999) e enxertos ósseos (Giavaresi et 

al., 2005; Aslan et al., 2006), além do tratamento de osteoartrites (Barbucci et al., 

2002). Alvéolos dentários de ratos tratados com HY apresentam maior deposição 

de trabéculas ósseas em relação a alvéolos controle, após sete dias de 

cicatrização (Mendes et al., 2008). Além disso, a expressão das proteínas 

osteogênicas 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 

Iijima tentava produzir fulerenos pela técnica de descarga em arco (Iijima, 1991). 

NTC são formas metaestáveis de carbono resultantes do enrolamento de um 

plano de átomos de carbono (Dresselhaus et al., 1996; Ajayan, 1999). Estão 

divididos em duas categorias: NTC de paredes simples (NTCPS) com diâmetro 
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variando entre 0,7 e 2,0nm (Fig. 2A) e NTC de paredes múltiplas (NTCPM) que 

podem ter até 100nm de diâmetro (Fig. 2B) (MacDonald et al., 2005; Smart et al., 

2005; Zhao et al., 2005; Boccaccini et al., 2006). A forte ligação covalente de seus 

átomos proporciona aos NTC alta resistência mecânica e, devido ao seu caráter 

metálico, alta condutividade térmica e elétrica. Além disso, a ausência de ligações 

pendentes dá a este material uma grande inércia química, fundamental para o seu 

uso em aplicações biotecnológicas e bioquímicas (Dresselhaus et al., 1996). As 

suas extraordinárias propriedades físico-químicas despertaram grande interesse 

nos mais diversos ramos da ciência, permitindo supor uma variada gama de 

aplicações que vão desde o armazenamento de energia e hidrogênio até 

utilização em aplicações médicas (Terrones, 2004). 

 

 

 

 

Figura 2: Representação esquemática de (A) NTC de paredes simples e (B) NTC 

de paredes múltiplas. 
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Durante o processo de síntese de matriz óssea e organização de um 

sistema trabecular, observado em tecidos ósseos, as tríplices hélices de colágeno 

formam, espontaneamente, feixes que atuam como um sítio de nucleação para a 

deposição de nanocristais de hidroxiapatita. NTC podem, da mesma forma, 

controlar eventos de nucleação de cristais e crescimento do componente 

inorgânico (Zhao et al., 2005). Estudos demonstraram que NTC sustentam o 

crescimento de osteoblastos e a formação óssea, portanto, representam um 

enorme avanço tecnológico no campo da bioengenharia (Price et al., 2004; 

Zanello et al., 2006; Tutak et al., 2009). 

Matrizes à base de NTC permitem boa adesão, espalhamento e 

crescimento celular (Correa-Duarte et al., 2004; Chłopek et al., 2006; Galvan-

Garcia et al., 2007; Matsumoto et al., 2007) e apresentam excelente 

biocompatibilidade (Chłopek et al., 2006). A associação de NTC a outros 

polímeros, naturais ou sintéticos, melhora as propriedades mecânicas destes 

polímeros (Abarrategi et al., 2008; Bhattacharyya et al., 2008; Sitharaman et al., 

2008; Silva et al., 2009). Além disso, a interação entre NTC e polímeros pode 

resultar em biomateriais com a capacidade aumentada de nucleação e 

crescimento de cristais de hidroxiapatita (Silva et al. 2009), assim como de 

osteogênese (Sitharaman et al. 2008), em relação à utilização dos polímeros de 

forma isolada. Assim, a combinação dos NTC com polímeros pode permitir sua 

utilização como suporte para crescimento celular e reconstrução tecidual 

(MacDonald et al., 2005). 
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5. Implantes dentários 

Pacientes com perdas dentárias frequentemente são reabilitados com 

auxílio de implantes dentários osseointegráveis. Ligas de titânio são os materiais 

mais utilizados na confecção de implantes, tendo em vista as suas propriedades 

biomecânicas, a possibilidade de tratamento e acabamento do implante, e a 

facilidade no processo de esterilização. O início do reparo ósseo peri-implantar 

após a inserção de implantes no tecido ósseo depende do recrutamento e do 

íntimo contato de células mesenquimais indiferenciadas e pré-osteoblásticas com 

a superfície 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 

distância entre as roscas e microporosidades, além do tratamento de superfície, 

influenciam diretamente na migração, adesão e proliferação de células 

mesenquimais indiferenciadas (Degasne et al., 1999; Cooper, 2000; Schneider et 

al., 2003; Zhao et al., 2005). Observa-se que o tratamento de superfícies de 

titânio com fatores de crescimento também modula o comportamento celular 

(Postiglione et al., 2003). 

Paralelamente, estudos demonstram que NTC são capazes de induzir 

nucleação e crescimento de cristais de hidroxiapatita sob concentrações 

fisiológicas de cálcio e fosfato (Zhao et al., 2005). A interação de NTC com 

polímeros acentua sua capacidade de induzir mineralização (Silva et al., 2009) e 

osteogênese (Sitharaman et al., 2008). Aproveitando-se das propriedades 

biológicas do HY, que induz migração, diferenciação e proliferação celular, o 

recobrimento de implantes com um biomaterial composto da associação entre 
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NTC e HY poderia gerar uma superfície de implante mais bioativa, resultando 

assim, em menor tempo de cicatrização. 

Em síntese, o desenvolvimento de biomateriais que estimulam 

mecanismos celulares de migração, diferenciação e proliferação, acelerando a 

deposição de matriz óssea, pode ajudar na manutenção da estrutura óssea dos 

maxilares imediatamente após exodontias e auxiliar no processo de 

osseointegração do titânio, contribuindo, assim, para uma reabilitação protética 

mais rápida, menos desconfortável e dispendiosa para os pacientes. 
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II. OBJETIVOS 

1. Objetivo geral 

Avaliar in vivo os efeitos dos NTC isoladamente ou funcionalizados 

com hialuronato de sódio (NTC-HY) no reparo ósseo de alvéolos dentários de 

ratos, após exodontia dos primeiros molares superiores e, in vitro, na deposição 

de cristais inorgânicos no titânio e no comportamento de osteoblastos. 

 

2. Objetivos específicos 

• Avaliar histologicamente os alvéolos controle e tratados com HY 1%, NTC (50, 

100 e 400 µg/mL) e NTC-HY (50, 100 e 400 µg/mL), após 7 dias de 

cicatrização. 

• Avaliar morfometricamente, o percentual de trabéculas ósseas nos alvéolos 

controle e tratados com HY 1%, NTC (50, 100 e 400 µg/mL) e NTC-HY (50, 

100 e 400 µg/mL), após 7 dias de cicatrização. 

• Avaliar histologicamente o número de núcleos celulares nos alvéolos controle 

e tratados com HY 1%, NTC (50, 100 e 400 µg/mL) e NTC-HY (50, 100 e 400 

µg/mL), após 7 dias de cicatrização. 

• Avaliar morfometricamente o número de núcleos celulares nos alvéolos 

controle e tratados com HY 1%, NTC (50, 100 e 400 µg/mL) e NTC-HY (50, 

100 e 400 µg/mL), após 7 dias de cicatrização. 

• Avaliar a expressão através de imunohistoquímica do colágeno tipo I, após 7 

dias de cicatrização, nos alvéolos controle e tratados com HY, NTC (100 

µg/mL) e NTC-HY (100 µg/mL). 
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• Avaliar a expressão através de imunohistoquímica do colágeno tipo III, após 7 

dias de cicatrização, nos alvéolos controle e tratados com HY, NTC (100 

µg/mL) e NTC-HY (100 µg/mL). 

• Avaliar com auxílio de microscopia eletrônica de varredura (MEV), através de 

análises por elétrons secundários, retro-espalhados e de energia dispersiva de 

raios-X, a deposição de cristais inorgânicos em pastilhas de titânio tratadas 

com NTC (100 µg/mL de carbopol), HY 1%, NTC-HY (100 µg/mL de carbopol) 

e NTC + HY (100 µg/mL de HY). 

• 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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III. METODOLOGIA 

1. Síntese de nanotubos de carbono 

Nanotubos de carbono de paredes simples foram preparados no 

laboratório de nanomateriais do departamento de física do instituto de ciências 

exatas da UFMG pelo método de descarga em arco, utilizando cobalto e níquel 

(0,6/0,6 em %) como catalisadores numa atmosfera de hélio e a uma pressão 

total de 500 Torr (Trigueiro et al., 2007). O material foi purificado por uma 

sequência de oxidação térmica e tratamentos ácidos. Os NTCPS purificados 

foram submetidos a refluxos em ácido nítrico (3 mol/L) em microondas por 15 

minutos para adicionar grupos carboxílicos à estrutura dos NTCPS. Em seguida, 

eles foram centrifugados a 7000 rpm e lavados repetidamente com água 

deionizada até a completa remoção do ácido nítrico. A solução final contendo 

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

 

2. Caracterização dos nanotubos de carbono 

Microscopia eletrônica de transmissão (MET) foi realizada para 

caracterizar os NTCPS, como descrito previamente (Ajayan, 1999; Zhao et al., 

2005). A análise dos NTC em MET permitiu verificar o número e a espessura das 

paredes dos NTC. Adicionalmente, espectros de Raman foram obtidos com 

auxílio de um laser de argônio com comprimento de onda de 514 nm acoplado a 

um espectrômetro (Jobin-Ivon, França). Foram analisadas as regiões de energia 

chamadas de banda D e banda G. Sabe-se que a banda D centrada a 1350 cm-1 

é relacionada à presença 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 E2g 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 presença de carbono amorfo e/ou defeitos em NTC. 

 

3. Hialuronato de sódio 

O HY (NIKKOL, Galena, Brasil) utilizado nos experimentos continha 

menos de 2 ppm de metais pesados e arsênio, 0% de proteína, 5,2 mg/mL de 

ácido glucurônico e 1% de ácido hialurônico (pH 6,1) (Mendes et al., 2008). 

 

4. Funcionalização de nanotubos de carbono com hialuronato de sódio 

Uma solução contendo NTCPS carboxilados (0,5 mg/mL) e HY 1% (0,5 

mg/mL) foi preparada usando uma cuba ultra-sônica. Esta solução foi lavada com 

água deionizada várias 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 funcionalização dos 

NTCPS com HY (NTC-HY) foi confirmado por espectroscopia na região do 

infravermelho (FTIR) (Bhattacharyya et al., 2008). Espectros em infravermelho 

foram coletados com microscópio Nexus (ampliação de 10x, região sondada - 

150x150 µm2) acoplado a um espectrômetro Nicolet na região do infravermelho 

médio (650–4000 cm-1). Nanotubos de carbono de paredes simples carboxilados 

e nanotubos de carbono de paredes simples carboxilados funcionalizados com 

hialuronato de sódio sob a forma de pó foram misturados com carbopol, um gel 

inerte, para preparar géis com diferentes concentrações 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 à água e ração para animais de laboratório. 

Todos os experimentos foram realizados em conformidade com as orientações 

para o uso humanitário dos animais de laboratório e aprovados pelo Comitê de 

Ética em Experimentação Animal (CETEA) da UFMG (protocolos números 142/04 

e 217/2009 – ANEXOS 1 e 2). 

 

6. Procedimentos cirúrgicos 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 à exodontia 

dos primeiros molares superiores. Imediatamente após as exodontias, os alvéolos 

foram tratados com NTC (50, 100 e 400 µg/mL); HY 1%; NTC-HY (50, 100 e 400 

µg/mL) ou com carbopol 0,5% (veículo) (quadro 1).  

 

Quadro 1: Grupos experimentais para tratamentos dos alvéolos após as 

exodontias. 

NTC (50; 100; 400 µg/mL de Carbopol) 

HY 1% 

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

Carbopol 0,5% (veículo) 
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Foi injetado aleatoriamente 0,1 mL de cada produto, com auxílio de 

uma seringa pequena (26G), de modo que preenchesse todo o alvéolo. Os 

alvéolos não foram suturados. Para manter os géis na cavidade alveolar após a 

cirurgia, os animais foram mantidos em posição supina por aproximadamente 4h, 

período de duração da anestesia. Além disso, os animais receberam dieta 

pastosa (farelo de ração umedecido) por 2 dias após os procedimentos cirúrgicos. 

 

7. Análises histológica e morfométrica 

Sete dias após as exodontias, os animais foram sacrificados por 

decapitação 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 à temperatura ambiente para análises histológica e 

morfométrica. Após a fixação, as maxilas foram desmineralizadas em ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA) 10% (pH entre 7,2 e 7,4) durante cerca de 40 

dias, desidratadas através de soluções graduadas e crescentes de álcool, 

embebidas em parafina e cortadas serialmente com 6 µm de espessura no plano 

sagital. As secções foram coradas com Tricrômico de Masson para análises 

histológica e morfométrica. Os alvéolos foram divididos anatomicamente em 

terços apical, médio e cervical (Fig. 3). Foram obtidas, de cada alvéolo, em quatro 

cortes histológicos diferentes, na região medial dos alvéolos, doze imagens 

(objetiva 40x) do terço apical e doze imagens do terço médio (área total de 6,4 x 

105 µm2 por terço). O número de alvéolos analisados variou entre os grupos, uma 

vez que apenas alvéolos com limites bem estabelecidos foram aproveitados, 

sendo: NTC 50µg/mL (n=8); NTC 100µg/mL (n=11); NTC 400µg/mL (n=6); HY 1% 

(n=11); NTC-HY 50µg/mL (n=6); NTC-HY 100µg/mL (n=7); NTC-HY 400µg/mL 
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(n=6). O percentual de trabéculas ósseas obtido em cada terço do alvéolo foi 

calculado dividindo a área trabecular presente nas doze imagens, medidas com o 

auxílio do programa KS300, pela área total analizada (Quadro 2). Este programa 

também foi utilizado para quantificar o número de núcleos celulares na área total 

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

 

 

Figura 3: Divisão anatômica do alvéolo em terços apical, médio e cervical. A: 

terço apical; M: terço médio; C: terço cervical; 2°M: segundo molar superior; B: 

osso basal; S: septo ósseo. Barra = 400µm; Tricrômico de Masson. 

 

Quadro 2: Cálculo do percentual de trabéculas ósseas presentes nos terços 

apical e médio dos alvéolos. 

 

400 µm 

C 

2º M 

B 

M 
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8. Análise da expressão dos colágenos tipos I e III 

Cortes histológicos de alvéolos tratados com NTC (100 µg/mL), HY 1%, 

NTC-HY (100 µg/mL) ou carbopol (n=4 por grupo) foram utilizados para avaliação 

da expressão através de imunohistoquímica dos colágenos tipos I e III. 

Inicialmente, os cortes, colocados em lâminas silanizadas, foram desparafinizados 

com xilol e reidratados através de soluções graduadas de álcool. Em seguida, 

foram incubados com H2O2 3% para neutralizar a atividade da peroxidase 

endógena, lavados com solução tampão fosfato (PBS) e incubados com proteína 

albumina do soro bovino (BSA) 2% e Tween 20 0,1% em PBS por 1h para 

bloquear sítios de ligação inespecífica. Em seguida, foram incubados por 18 horas 

a 4°C com anticorpos primários policlonais (coelho anti-rato) anti-colágeno tipo I 

(1:50; Fitzgerald, 70R-CR007X) ou anti-colágeno tipo III (1:50; Fitzgerald , 70R-

CR014). Para a diluição dos anticorpos foi utilizada uma solução de PBS 

contendo BSA 0,2% e Tween 20 0,01%. Após lavagens em PBS, os cortes foram 

incubados, por 30min em temperatura ambiente, com anticorpo secundário 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 reação foi revelada através de 

imersão em solução cromógena contendo 350 µM de diaminobenzidina (DAB) (D-

5637 -Sigma®) e H2O2 1% em PBS. A contra-coloração foi realizada com solução 

de hematoxilina de Mayer por 1 minuto. Os controles negativos foram obtidos pela 

omissão dos anticorpos primários. O experimento foi conduzido com todas as 

amostras ao mesmo tempo, para evitar diferenças entre os ensaios. Foram 

obtidas oito imagens (40x) de cada alvéolo. A área de imunomarcação foi 

quantificada pela intensidade de cor marrom, com auxílio do programa KS300. 
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9. Preparo de pastilhas de titânio para uso em ensaios de indução de 

deposição de cristais inorgânicos no titânio 

Barras de titânio tipo IV, utilizadas comercialmente para a fabricação de 

implantes dentários, foram obtidas junto à empresa PecLab. As barras foram 

seccionadas e polidas através de lixas sequenciais e de maneira uniforme, para a 

obtenção de pastilhas com 4,76 mm de diâmetro e 2,0 mm de espessura. Após 

limpeza com acetona em cuba ultrasônica, as pastilhas foram secas, embaladas 

em grau cirúrgico e esterilizadas em autoclave. Em seguida, as pastilhas foram 

cobertas com NTC (100µg/mL de carbopol); HY 1%; NTC-HY (100µg/mL de 

carbopol); NTC + HY (100µg/mL de HY) ou carbopol (~30 µL por pastilha), secas 

à temperatura ambiente (~30°C) em capela de fluxo laminar (~12 horas) e 

armazenadas em ambiente estéril. Pastilhas de titânio polidas adicionais foram 

utilizadas como controle. 

 

10. Análise de indução de deposição de cristais inorgânicos em pastilhas de 

titânio 

As pastilhas foram imersas em uma solução aquosa subsaturada 

contendo CaCl2 0,5mM e Na2HPO4 0,25mM. Cada pastilha foi imersa em um 

recipiente individual e tampado. Substratos de silício foram utilizados como 

controle negativo de mineralização, uma vez que eles não induzem a deposição 

de íons ou a formação de precipitados quando imersos em soluções salinas 

subsaturadas. As pastilhas foram mantidas sob lenta vibração tipo vaivém e à 

temperatura ambiente durante 14 e 28 dias. Em seguida, elas foram lavadas com 

água Milli-Q para a remoção do excesso da solução salina, secas em estufa a 
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37°C e armazenadas para análises em MEV. Para a análise do aspecto 

morfológico das partículas por elétrons secundários, algumas pastilhas foram 

metalizadas com ouro, enquanto que outras foram cobertas com carbono para a 

obtenção de imagens por elétrons retro-espalhados e análise de energia 

dispersiva de raios-X (EDS). 

Elementos químicos com maior número atômico refletem elétrons com 

maior intensidade que elementos com menor número atômico, após incidência de 

um feixe de elétrons. Assim, a análise por elétrons retro-espalhados em MEV 

possibilita a visualização de contraste entre áreas com diferentes composições 

químicas (Riccardis et al., 1994). 

EDS é uma técnica utilizada para identificar os elementos químicos 

presentes na amostra ou numa pequena área de interesse da mesma. A amostra 

é exposta a um feixe de elétrons dentro do microscópio eletrônico de varredura. 

Estes elétrons colidem com os elétrons da amostra, fazendo com que alguns 

deles saiam de sua órbita. As posições vazias são preenchidas por elétrons de 

maior energia que emitem raios-X durante o processo. Uma vez que cada 

elemento possui seu próprio conjunto de níveis de energia, os fótons emitidos são 

indicativos dos elementos que os produzem. Assim, a composição dos elementos 

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

 

11. Extração de osteoblastos 

Osteoblastos foram isolados de calvária de ratos Wistar neonatos com 

1 a 5 dias de idade (Valério et al., 2004). As calvárias foram dissecadas, cortadas 

em pedaços menores e lavadas com PBS estéril sem cálcio e magnésio. Os 
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fragmentos ósseos foram incubados com colagenase 0,2% em PBS em quatro 

repetições de 30 minutos cada em estufa de CO2 a 37° C. Os sobrenadantes da 

primeira e segunda digestão foram descartados por conterem alta proporção de 

fibroblastos periosteais. Após centrifugação a 1000g por 5 minutos, o pelete da 

terceira e quarta digestão foi ressuspendido em 5 mL de meio DMEM 

suplementado com soro fetal bovino 10%, penicilina (50 U/mL) e estreptomicina 

(50µg/mL). As células foram cultivadas em frascos de 25 cm2 e mantidas em 

estufa de CO2 a 37° C. 

 

12. Análise do comportamento de osteoblastos cultivados sobre pastilhas 

de titânio 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 titânio tratadas com solução aquosa de NTC (25, 50, 75, 100, 200 e 

400 µg/mL) e NTC-HY (25, 50, 75, 100, 200 e 400 µg/mL) em placas de cultura 

com 24 poços (1 mL de meio DMEN contendo 1x104 células). Paralelamente, 

osteoblastos foram plaqueados diretamente em placas de cultura com 96 poços 

(100 µL de meio DMEN contendo 1x104 células). Neste último experimento foram 

adicionados aos poços 20 µL de solução aquosa de NTC ou NTC-HY de modo 

que os 120 µL de solução presentes nos poços apresentassem NTC ou NTC-HY 

nas seguintes concentrações: 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200 e 400 µg/mL. 

Para avaliar se os NTC e os NTC-HY influenciam na adesão celular, eles foram 

adicionados imediatamente após a incubação e, em outro experimento, duas 

horas após. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Foram 

realizadas análises 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 após 1, 7 e 14 dias 

nos experimentos realizados com as pastilhas de titânio e após 2 e 4 dias nos 

experimentos realizados em placas de cultura. O ensaio de MTT baseia-se na 

capacidade de enzimas desidrogenases, presentes na mitocôndria de células 

viáveis, de converter o substrato dimetiltiazol, solúvel em água, em cristais de 

formazan, produto insolúvel em água. A quantidade de formazan produzida é 

diretamente proporcional ao número de células viáveis. Após o período de 

incubação, as células foram lavadas com PBS, incubadas por 2 horas com 170 µL 

(placa com 24 poços) ou 34 µL (placa com 96 poços) de MTT (5 mg/mL, Sigma) e 

analisadas ao microscópio de luz para a verificação da formação de cristais de 

formazan. Posteriormente, as células foram lisadas e os precipitados foram 

solubilizados com solução aquosa contendo duodecil sulfato de sódio (SDS) 10% 

e HCl 0,3%, e incubadas novamente por 12 horas para a completa solubilização 

dos cristais. O sobrenadante foi quantificado através de leitura dos valores de 

absorbância 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 reação cromógena, iniciada pela 

clivagem do grupo fosfato do BCIP (5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-toluidina) 

pela fosfatase alcalina presente nas células. Esta reação produz um próton que 

reduz o NBT (nitroblue tetrazolio clorídrico) a um precipitado de cor púrpura. 

Inicialmente, o meio de cultura foi removido e as células lavadas três vezes com 

PBS. Em seguida, foram adicionados 200 µL (placa com 24 poços) ou 40 µL 

(placa com 96 poços) de solução BCIP-NBT em cada poço. Após duas horas de 

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

absorbância foi realizada a 595 nm em leitor de ELISA. 

 

13. Análise estatística 

Todos os dados foram expressos como média ± EPM. As análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o teste One-way ANOVA seguido pelo 

teste de comparação múltipla de Newman-Keuls com o auxílio do programa 

GraphPad Prism 4. Resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significantes. 
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IV. RESULTADOS 

1. Síntese e caracterização dos nanotubos de carbono 

A síntese dos NTC foi realizada através do método de descarga em 

arco. Análises 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 relação à análise 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, o modo de respiração radial (RBM) demonstrou a presença de 

picos com espectro de baixa energia que são característicos dos NTCPS (Fig. 

5B). Em conjunto, estes resultados indicam que os NTC obtidos pelo método de 

descarga em arco apresentavam paredes simples. A presença de bandas nos 

espectros de baixa energia permitiu estimar o diâmetro dos NTC em 

aproximadamente 1-1,3nm. Nenhuma diferença significativa foi observada entre 

NTCPS-COOH e NTCPS-COOH funcionalizados com o HY. 

Como era esperado para os NTCPS-COOH, a análise de FTIR 

apresentou o seguinte perfil: um pico em 1741 cm-1 atribuído à extensão C=O do 

grupo carboxila; um pico em 1595 cm-1 devido à união molecular C-C; e um pico 

em 1234 cm-1 correlacionado à extensão C-O (Fig. 6). Em relação ao espectro do 

HY, foram observados os seguintes picos: de 950 a 1200 cm-1 correspondentes à 

extensão do C-OH; 1160 cm-1 atribuído à assimetria da ligação C-O-C no grupo 

glicosídico; 1400 cm-1 relacionado à simetria da extensão COO- do grupo 

carboxila; de 1500 a 1700 cm-1 atribuído à amida I e amida II; de 2500 a 3600 cm-1 
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correspondendo às extensões N-H e O-H na união hidrogênio; e 3100 cm-1 

relacionado à extensão N-H da amida II (Fig. 6). Diferentemente, o espectro FTIR 

dos NTCPS-HY apresentou os seguintes picos: 950 a 1200 cm-1 representando a 

extensão C-O; 1160 cm-1 atribuído à assimetria da ligação C-O-C no grupo 

glicosídico; o pico 1720 cm-1 estava pouco evidente, e 3100 cm-1 correlacionado 

ao grupo hidroxila. Assim, a espectroscopia FTIR revelou que o espectro obtido 

do produto da associação entre NTCPS e HY diferiu em relação aos espectros do 

NTCPS e do HY, demonstrando que os NTCPS estavam funcionalizados com o 

HY (NTCPS-HY) (Fig. 6). 



 
 

54 
 

 

Figura 4: Micrografia eletrônica de transmissão 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 

secção transversa de um NTCPS. 
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Figura 5: Espectroscopia de Raman dos NTCPS-COOH e NTCPS-HY. (A) A 

relação entre a intensidade das bandas D e G revelou que há uma quantidade 

muito pequena de carbono amorfo e poucos defeitos estruturais nos NTC. (B) O 

modo RBM demonstrou que os NTC sintetizados são de paredes simples. 
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Figura 6: Espectroscopia FTIR dos NTCPS, HY e NTC-HY. O espectro obtido do 

produto da associação entre NTCPS e HY diferiu dos espectros dos NTCPS e do 

HY, demonstrando que os NTCPS estavam funcionalizados com o HY (NTCPS-

HY). 

 

2. Análise histológica 

Sete dias após as exodontias, os alvéolos controle (tratados com 

carbopol) estavam preenchidos com um denso tecido conjuntivo. Numerosos 

vasos sanguíneos e núcleos celulares, e poucas trabéculas ósseas neoformadas 

também foram observados nos alvéolos controle (Fig. 7A e 7B). Alvéolos tratados 

com NTC nas diferentes concentrações (50; 100 e 400 µg/mL) não apresentaram 

diferenças histológicas significativas quando comparados ao grupo controle. Da 
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mesma forma que nos controles, apresentaram pouca deposição de trabéculas 

ósseas e grande quantidade de núcleos celulares (Fig. 7C e 7D – NTC 100 

µg/mL). Por outro lado, alvéolos tratados com HY ou com NTC-HY 100 µg/mL 

apresentaram marcante deposição de matriz óssea (trabéculas ósseas), 7 dias 

após a extração dentária (HY: Fig. 7E e 7F; NTC-HY 100 µg/mL: 7G e 7H). 

Nestes alvéolos, as trabéculas ósseas se apresentaram como um tecido imaturo 

com grandes espaços medulares, porém mais organizados que nos alvéolos 

controle. Além disso, os alvéolos tratados com HY ou NTC-HY 100 µg/mL 

apresentaram, nos terços apicais, menor quantidade de núcleos celulares em 

relação aos alvéolos controle (Controle: Fig. 8A; NTC-HY 100 µg/mL: 8B), 

sugerindo uma cicatrização acelerada nestes alvéolos. Nenhuma diferença 

histológica significativa foi observada entre os alvéolos tratados com HY e com 

NTC-HY 100 µg/mL, indicando que a funcionalização dos NTC com HY não 

interferiu no efeito estimulatório do HY na cicatrização óssea. Em todos os 

tratamentos observou-se reabsorção do septo ósseo interradicular por 

osteoclastos (Fig. 9A). A presença de osteoblastos margeando vasos sanguíneos 

ou sintetizando matriz óssea próximo às bordas dos alvéolos sugere que estas 

células podem ser advindas tanto do ligamento periodontal como de vasos 

sanguíneos neoformados (Fig. 9B e 9C). 
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Figura 7: Fotomicrografias representativas de secções histológicas de alvéolos 7 

dias após as exodontias. Alvéolos controle (tratados com carbopol) – (A) baixa e 

(B) alta magnitude; Alvéolos tratados com NTC 100µg/mL – (C) baixa e (D) alta 

magnitude; Alvéolos tratados com HY – (E) baixa e (F) alta magnitude; Alvéolos 

tratados com NTC-HY 100µg/mL – (G) baixa e (H) alta magnitude. Os alvéolos 

tratados com HY ou NTC-HY 100µg/mL apresentaram maior formação de 

trabéculas ósseas em relação aos alvéolos controle (setas). S: Septo ósseo. 
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A 50 µm

B 50 µm

 

 

Figura 8: Análise histológica dos alvéolos 7 dias após as exodontias. Observa-se, 

no terço apical, maior quantidade de núcleos celulares nos (A) alvéolos controle 

quando comparados com os (B) alvéolos tratados com NTC-HY 100µg/mL, 

sugerindo cicatrização mais acelerada nestes alvéolos. Tricrômico de Masson. 
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Figura 9: Análise histológica dos alvéolos 7 dias após as exodontias. (A) A 

reabsorção do septo ósseo interradicular por osteoclastos foi observada em todos 

os alvéolos (controle e tratados). Células com aspecto morfológico de 

osteoblastos (B) margeando vasos sanguíneos neoformados e (C) depositando 

matriz óssea próximo às bordas do alvéolo. S: septo ósseo. Setas: osteoblastos. 

Tricrômico de Masson. 
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3. Análise morfométrica 

O tratamento dos alvéolos com NTC em diferentes concentrações (50; 

100 e 400 µg/mL) não alterou significativamente a quantidade de trabéculas 

ósseas depositadas (3,66 ± 1,15% nos NTC 100 µg/mL vs. 3,69 ± 1,17% nos 

alvéolos controle, Fig. 10A) nem o número de núcleos celulares (22.070 ± 607 nos 

NTC 100 µg/mL vs. 22.010 ± 861 nos alvéolos controle, Fig. 10B) quando 

comparado com o grupo controle. Por outro lado, NTC funcionalizados com HY na 

concentração de 100 µg/mL aumentaram significativamente a quantidade de 

trabéculas ósseas (10,90 ± 1,13% nos NTC-HY 100 µg/mL vs. 3,69 ± 1,17% nos 

alvéolos controle, Fig. 11A) sem nenhum efeito significativo na contagem de 

núcleos celulares (Fig. 11B). O efeito dos NTC-HY 100 µg/mL na deposição óssea 

foi comparável 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 µg/mL, Fig. 

12A). Entretanto, diferentemente ao que foi observado com o tratamento com 

NTC-HY 100 µg/mL, o HY causou uma redução significativa no número de 

núcleos celulares (Fig. 12B). Devido à diferença na dinâmica de cicatrização dos 

terços apical e médio, com o terço apical apresentando cicatrização mais precoce 

(Mendes et al., 2008), a quantificação do número de núcleos celulares e da 

formação de trabéculas ósseas também foi realizada em cada terço 

separadamente. Foi observado que o HY e os NTC-HY 100 µg/mL aumentaram o 

percentual de trabéculas ósseas nos terços apical e médio, mas os alvéolos 

tratados com NTC-HY 100 µg/mL diminuíram o número de núcleos celulares 

apenas no terço apical (Tabela 1). 
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Figura 10: Efeitos dos NTC na cicatrização de alvéolos dentários de ratos sete 

dias após as exodontias. Alvéolo total (∑ terços apical + médio). (A) Quantificação 

do percentual de trabéculas ósseas. (B) Contagem de núcleos celulares. 

Nenhuma diferença significativa foi observada entre os alvéolos tratados com 

NTC e o grupo controle. Os dados estão expressos como média ± E.P.M. 
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Figura 11: Efeitos dos NTC-HY na cicatrização de alvéolos dentários de ratos 

sete dias após as exodontias. Alvéolo total (∑ terços apical + médio). (A) 

Quantificação do percentual de trabéculas ósseas. (B) Contagem de núcleos 

celulares. NTC-HY 100 µg/mL induziram uma maior formação de trabéculas 

ósseas em relação ao grupo controle. Os dados estão 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 cicatrização de alvéolos dentários de 

ratos sete dias após as exodontias. Alvéolo total. (A) Percentual de trabéculas 

ósseas. (B) Contagem de núcleos celulares. Os alvéolos tratados com NTC-HY 

100 µg/mL ou com HY 1% apresentaram maior deposição óssea em relação ao 

grupo controle. O tratamento com o HY também diminuiu o número de núcleos 

celulares. Os dados estão expressos como média ± E.P.M. *p<0.05 vs. carbopol. 
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Tabela 1 – Percentual de trabéculas ósseas e quantidade de núcleos celulares 

nos terços apical e médio, sete dias após as exodontias. 

 

Terço apical Terço Médio 

Trabécula 

(%) 

Núcleo 
Celular (x103) 

Trabécula 

(%) 

Núcleo 
Celular (x103) 

Carbopol 5,92 ± 1,90 11570 ± 467 1,70 ± 0,60 10440 ± 558 

NTC 100µ/mL 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 100µ/mL 18,16 ± 1,92 * 9404 ± 723 * 3,71 ± 0,44 * 10610 ± 828 

 

Os dados estão expressos como média ± EPM. *p<0.05 vs. Carbopol no 

respectivo terço alveolar. 

 

4. Análise da expressão dos colágenos tipos I e III 

Sete dias após as exodontias, tanto o colágeno tipo I quanto o 

colágeno tipo III estavam expressos no tecido conjuntivo e em trabéculas ósseas 

presentes nos alvéolos controle e tratados. A análise quantitativa revelou que a 

expressão do colágeno tipo I foi 122% e 46% maiores nos alvéolos tratados com 

HY 1% e NTC-HY (100 µg/mL), respectivamente, em comparação aos alvéolos 

controle (Fig. 13; Tabela 2). Não foi obsevada nenhuma diferença significativa em 

relação à expressão do colágeno tipo III entre os alvéolos controle e tratados (Fig. 

14; Tabela 2). Além disso, NTC (100 µg/mL) isoladamente não promoveram 

nenhuma alteração significativa na expressão dos colágenos tipos I e III em 

alvéolos de ratos (Figs. 13 e 14; Tabela 2). 
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Figura 13: Fotomicrografias representativas da imunomarcação do colágeno tipo I 

sete dias após as exodontias. (A) Alvéolos tratados com carbopol; (B) Alvéolos 

tratados com HY 1%; (C) Alvéolos tratados com NTC (100 µg/mL); (D) Alvéolos 

tratados com NTC-HY (100 µg/mL); e (E) Controle negativo. Alvéolos tratados 

com NTC (100 µg/mL) apresentaram expressão de colágeno tipo I similar aos 

alvéolos controle. Entretanto, a expressão do colágeno tipo I estava aumentada 

nos alvéolos tratados com HY 1% ou com NTC-HY (100 µg/mL). 
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Figura 14: Fotomicrografias representativas da imunomarcação do colágeno tipo 

III sete dias após as exodontias. (A) Alvéolos tratados com carbopol; (B) Alvéolos 

tratados com HY 1%; (C) Alvéolos tratados com NTC (100 µg/mL); (D) Alvéolos 

tratados com NTC-HY (100 µg/mL); e (E) Controle negativo. Não foi observada 

nenhuma alteração significativa em relação à expressão do colágeno tipo III entre 

os diferentes grupos. 
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Tabela 2 – Intensidade de imunomarcação dos colágenos tipos I e III, sete dias 

após as exodontias. 

  

Colágeno Tipo I Colágeno Tipo III 

Carbopol 10,15 ± 2,95 10,72 ± 5,95 

NTC 100µ/mL 6,98 ± 3,26 7,47 ± 2,83 

HY 1% 22,63 ± 6,39 10,70 ± 5,11 

NTC-HY 100µ/mL 14,88 ± 4,40 10,77 ± 3,12 

 

Alvéolo total (∑ terços apical + médio). Os dados estão expressos como média ± 

EPM. 

 



 
 

69 
 

5. Análise de indução de deposição de cristais inorgânicos em pastilhas de 

titânio 

5.1 Análise morfológica por meio de elétrons secundários 

Após 14 dias de imersão em uma solução aquosa subsaturada de 

CaCl2 e Na2HPO4, as pastilhas de titânio não-tratadas (Ti) e as cobertas com 

carbopol apresentaram deposição insignificante de partículas. Além disso, as 

pastilhas de titânio tratadas com NTC (100µg/mL de carbopol), HY 1% ou NTC + 

HY (100µg/mL de HY) apresentaram uma deposição de partículas pequenas, 

porém maiores que as pastilhas de titânio não-tratadas durante este mesmo 

período de observação (Fig. 15). Entretanto, as pastilhas cobertas com NTC-HY 

(100 µg/mL de carbopol) apresentaram uma deposição mais exacerbada quando 

comparadas com os outros tratamentos (Fig. 15). Como esperado, a deposição 

de partículas foi significativamente maior após 28 dias do que após 14 dias nos 

diferentes grupos. Assim, após 28 dias de imersão, verificou-se que as pastilhas 

de titânio não-tratadas e as cobertas com carbopol apresentaram apenas 

pequenos depósitos de partículas na sua superfície. Neste mesmo período, as 

pastilhas de titânio tratadas com NTC (100µg/mL de carbopol), HY 1% ou NTC + 

HY (100µg/mL de HY) apresentaram, em sua superfície, uma maior deposição de 

partículas em comparação com as pastilhas de titânio não-tratadas (Fig. 16). Já 

as pastilhas tratadas com NTC-HY (100 µg/mL de carbopol) apresentaram, aos 28 

dias, maior quantidade de partículas que as demais pastilhas tratadas. Além 

disso, o aspecto morfológico de suas partículas sugeriu uma organização 

estrutural sob a forma de cristais (Fig. 16). Os substratos de silício, utilizados 

como controles negativos, não apresentaram deposição de partículas após 14 e 

28 dias de imersão (dados não mostrados). 
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Figura 15: Análise com auxílio de MEV (elétrons secundários) da deposição de 

cristais inorgânicos nas pastilhas de titânio após 14 dias de imersão em uma 

solução aquosa subsaturada de CaCl2 e Na2HPO4. As pastilhas cobertas com (C) 

NTC (100 µg/mL de carbopol), (E) HY 1% ou (F) NTC + HY (100 µg/mL de HY) 

apresentaram maior deposição de partículas em relação às de (A) titânio não-

tratadas e às cobertas com (B) carbopol. Entretanto, as partículas tratadas com 

(D) NTC-HY (100 µg/mL de carbopol) apresentaram deposição mais exacerbada 

de partículas em relação às demais pastilhas tratadas. Três experimentos por 

período.  

 

A B C 

Ti Carbopol NTC 

D E F 

NTC-HY HY HY + NTC 



 
 

71 
 

 

 

Figura 16: Análise com auxílio de MEV (elétrons secundários) da deposição de 

cristais inorgânicos nas pastilhas de titânio após 28 dias de imersão em uma 

solução aquosa subsaturada de CaCl2 e Na2HPO4. As pastilhas de (A) titânio não-

tratadas e as cobertas com (B) carbopol apresentaram pequena deposição de 

partículas. No mesmo período de tempo, as pastilhas cobertas com (C) NTC (100 

µg/mL de carbopol), (E) HY 1% ou (F) NTC + HY (100 µg/mL de HY) 

apresentaram uma maior deposição de partículas em relação às de titânio não-

tratadas. Entretanto, as partículas tratadas com (D) NTC-HY (100 µg/mL de 

carbopol) apresentaram grande deposição de partículas quando comparadas com 

os demais tratamentos e com grau de organização sugerindo a formação de 

cristais (D - detalhe). Três experimentos por período. 
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5.2 Análise em MEV por meio de elétrons retro-espalhados 

Os resultados obtidos demonstram que existem diferentes fases ou 

grupamentos químicos 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 µg/mL de carbopol), após 14 e 

28 dias de imersão na solução aquosa subsaturada de CaCl2 e Na2HPO4, em 

relação às demais partículas (Figs. 17 e 18). A maior quantidade de fases neste 

grupo experimental sugere que o tratamento das pastilhas com NTC-HY (100 

µg/mL) induziu um aumento da precipitação de partículas inorgânicas (Figs. 17 e 

18). 
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Figura 17: Análise em MEV por meio de elétrons retro-espalhados após 14 dias 

de imersão em uma solução aquosa subsaturada de CaCl2 e Na2HPO4. As 

pastilhas tratadas com NTC-HY (100 µg/mL de carbopol) apresentaram 

aglomerados mais intensos que os demais tratamentos. Os pontos escuros 

observados demonstram que existem diferentes fases ou grupamentos químicos. 

Barra = 150µm. 
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Figura 18: Análise em MEV por meio de elétrons retro-espalhados após 28 dias 

de imersão em uma solução aquosa subsaturada de CaCl2 e Na2HPO4. De forma 

semelhante ao observado aos 14 dias, as pastilhas tratadas com NTC-HY (100 

µg/mL de carbopol) apresentaram maior quantidade de fases ou grupamentos 

químicos. Barra = 150µm. 
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5.3 Análise da composição química das partículas por meio de energia 

dispersiva de raios-X 

Os espectros obtidos a partir das pastilhas de titânio não-tratadas 

demonstraram que as partículas depositadas sobre as pastilhas apresentavam 

apenas íons cálcio após 14 e 28 dias (Figs. 19A e 20A). As partículas depositadas 

sobre as pastilhas tratadas com HY 1%, NTC (100 µg/mL de carbopol), NTC-HY 

(100 µg/mL de carbopol) ou NTC + HY (100 µg/mL de HY) apresentaram, por sua 

vez, aos 14 dias, deposição dos íons cálcio e fósforo (NTC-HY 100 µg/mL de 

carbopol, Fig. 19B). Após 28 dias, observou-se a presença dos íons cálcio, sódio 

e fósforo nas pastilhas tratadas com HY, NTC, NTC-HY ou NTC + HY, sendo que 

esta deposição foi mais exacerbada nas pastilhas tratadas com NTC-HY (NTC-HY 

100 µg/mL de carbopol, Fig. 20B). A presença destes íons, aliada à organização 

estrutural sob a forma de cristais, observada nas partículas depositadas sobre as 

pastilhas tratadas com NTC-HY (100 µg/mL de carbopol), pode indicar a presença 

de grupamentos químicos de fosfatos, carbonatos ou hidroxiapatita. Este 

fenômeno é similar à mineralização observada durante o processo biológico de 

osseointegração de implantes dentários de titânio. A presença de picos 

exacerbados de titânio foi devida à composição da pastilha. Os íons de carbono 

observados nos espectros são oriundos da deposição de carbono durante a 

preparação das amostras, enquanto que o oxigênio pode ter sido incorporado 

através de oxidação. 
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Figura 19: Espectros representativos obtidos por meio de energia dispersiva de 

raios-X após análise das partículas presentes sobre as pastilhas imersas em uma 

solução aquosa subsaturada de CaCl2 e Na2HPO4 por 14 dias. (A) Pastilha de 

titânio não-tratada e (B) pastilha tratada com NTC-HY (100 µg/mL de carbopol). 

As partículas observadas sobre as pastilhas tratadas com NTC-HY apresentavam 

íons cálcio e fósforo indicando maior complexidade em relação às partículas 

observadas sobre as pastilhas de titânio não-tratadas que apresentavam apenas 

íons cálcio. C: carbono; Ca: cálcio; O: oxigênio; P: fósforo; Ti: titânio. 
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Figura 20: Espectros representativos obtidos por meio de energia dispersiva de 

raios-X após análise das partículas presentes sobre as pastilhas imersas em uma 

solução aquosa subsaturada de CaCl2 e Na2HPO4 por 28 dias. (A) Pastilha de 

titânio não-tratada e (B) pastilha tratada com NTC-HY (100 µg/mL de carbopol). 

As partículas observadas nas pastilhas tratadas com NTC-HY apresentavam íons 

cálcio, sódio e fósforo, podendo indicar a presença de grupamentos químicos de 

fosfatos, carbonatos ou hidroxiapatita. C: carbono; Ca: cálcio; Na: sódio; O: 

oxigênio; P: fósforo; Ti: titânio. 
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6. Análise do comportamento de osteoblastos cultivados sobre pastilhas de 

titânio tratadas com NTC ou NTC-HY e sobre placas de cultura com meio 

DMEM contendo NTC ou NTC-HY 

Análises em microscopia de luz demonstraram que osteoblastos 

isolados cultivados sobre pastilhas de titânio tratadas com NTC ou NTC-HY ou 

sobre placas de cultura com meio DMEM contendo NTC ou NTC-HY, adicionados 

na cultura imediatamente após o plaqueamento dos osteoblastos ou duas horas 

após, apresentam em concentrações mais altas de NTC e de NTC-HY (100-

400µg/mL) morte celular. Por outro lado, a presença de NTC e de NTC-HY em 

concentrações mais baixas (3,125-50µg/mL) parece induzir uma discreta 

diminuição na quantidade de osteoblastos (Fig. 21). 

Análises por MTT em osteoblastos isolados cultivados sobre pastilhas 

de titânio tratadas com NTC ou NTC-HY ou sobre placas de cultura com meio 

DMEN contendo NTC ou NTC-HY, adicionados na cultura imediatamente após o 

plaqueamento dos osteoblastos ou duas horas após, revelaram que não houve 

formação de cristais de formazan em concentrações mais altas de NTC e de 

NTC-HY, enquanto concentrações mais baixas de NTC e de NTC-HY (3,125-

50µg/mL) induziram uma pequena diminuição na quantidade de cristais, 

apresentando, portanto, discreta diminuição da viabilidade celular quando 

comparado ao controle (Fig. 22). 

Análises da atividade da fosfatase alcalina mensurada em osteoblastos 

isolados cultivados sobre pastilhas de titânio tratadas com NTC ou NTC-HY ou 

sobre placas de cultura com meio DMEN contendo NTC ou NTC-HY, adicionados 

na cultura imediatamente após o plaqueamento dos osteoblastos ou duas horas 

após, demonstraram que os NTC e os NTC-HY em diversas concentrações 
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(3,125-50µg/mL) aparentemente não interferiram na atividade desta enzima (Fig. 

23). 
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Figura 21: Fotomicrografias representativas de culturas de osteoblastos isolados. 

(A) NTC 400 µg/mL: (B) NTC 25 µg/mL; (C) NTC-HY 400 µg/mL; (D) NTC-HY 25 

µg/mL; (E) Controle positivo. Osteoblastos cultivados em concentrações mais 

altas de NTC e NTC-HY apresentaram morte celular. A presença de NTC ou 

NTC-HY em concentrações mais baixas parece induzir uma discreta diminuição 

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

osteoblastos isolados. (A) NTC 400 µg/mL: (B) NTC 25 µg/mL; (C) NTC-HY 400 

µg/mL; (D) NTC-HY 25 µg/mL; (E) Controle positivo. Não houve formação de 

cristais de formazan em concentrações mais altas de NTC e NTC-HY, enquanto 

concentrações mais baixas de NTC e NTC-HY induziram uma pequena 

diminuição 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 µg/mL: (B) NTC 25 µg/mL; (C) 

NTC-HY 400 µg/mL; (D) NTC-HY 25 µg/mL; (E) Controle positivo. Osteoblastos 

cultivados em concentrações mais altas de NTC e NTC-HY apresentaram morte 

celular. Concentrações mais baixas de NTC e NTC-HY aparentemente não 

interferiram na atividade da fosfatase alcalina. 
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V. DISCUSSÃO 

O principal objetivo deste estudo foi avaliar se o biomaterial (NTC-HY) 

preserva a bioatividade do HY. Para isto, foram utilizados alvéolos de extração 

dentária como modelo de estudo, uma vez que possibilita avaliar diferentes 

fatores que interferem no processo de reparo ósseo 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; Teófilo, et al., 2004; Zied et al., 2005; Mendes 

et al., 2008). 

A interação entre os NTC e o HY foi demonstrada num estudo anterior, 

por Bhattacharyya e colaboradores. Observou-se que a associação entre os NTC 

e o HY resultou em um biomaterial com melhores propriedades mecânico-

dinâmicas quando comparado com o HY sozinho (Bhattacharyya et al., 2008). 

Entretanto, estes autores não avaliaram as propriedades biológicas dos NTC-HY. 

Neste estudo foram analisados os efeitos dos NTC e NTC-HY no 

reparo ósseo em alvéolos dentários de ratos, na deposição de cristais inorgânicos 

no titânio e no comportamento de osteoblastos em cultura celular. De maneira 

importante, a funcionalização de NTC com HY (NTC-HY) preservou os efeitos 

biológicos benéficos do HY no processo de cicatrização. Observou-se que, de 

forma semelhante ao HY 1%, os NTC-HY (100 µg/mL) induziram um aumento 

significativo na deposição de trabéculas ósseas e na expressão de colágeno tipo I 

em alvéolos sete dias após 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 titânio tratadas com NTC-HY 

(100 µg/mL) tiveram uma maior deposição de cristais inorgânicos em relação às 

pastilhas controle e às tratadas apenas com HY quando imersas em uma solução 
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aquosa subsaturada contendo CaCl2 0,5mM e Na2HPO4 0,25mM. Observou-se, 

também, que NTC e NTC-HY em altas concentrações (100-400µg/mL) induzem 

morte celular de osteoblastos isolados. Entretanto, NTC e NTC-HY em 

concentrações mais baixas (3,125-50µg/mL) causaram apenas uma discreta 

diminuição na quantidade e viabilidade de osteoblastos e nenhuma alteração na 

atividade da fosfatase alcalina. 

O reparo ósseo alveolar observado nos alvéolos controle, aos sete dias 

de cicatrização, foi semelhante ao relatado na literatura. Os alvéolos controle 

encontravam-se preenchidos por tecido conjuntivo, exibindo poucas trabéculas 

ósseas depositadas e pronunciada rede vascular (Mendes et al., 2008). A 

formação dos vasos sanguíneos é fundamental para o início da deposição óssea 

(Kanyama et al., 2003; Giavaresi et al., 2005; Wong & Rabie, 2005). Uma vez que 

o suporte sanguíneo é restabelecido, observa-se migração, diferenciação e 

proliferação de osteoblastos, além de síntese de matriz óssea (Pacicca et al., 

2003; Lalani et al., 2005). A presença de células com aspecto morfológico de 

osteoblastos, próximas a vasos sanguíneos ou de remanescentes do LP, 

corrobora com relatos que indicam que osteoblastos possam ser derivados do LP, 

periósteo ou de vasos sanguíneos (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 ósseos são responsáveis pela 

remodelação óssea, uma importante etapa do processo de cicatrização alveolar 

(Lindhe, 1999; Shyng et al., 1999; Kurihashi et al., 2002). 

O hialuronato de sódio, na concentração de 1%, apresenta-se como 

um gel, devido à sua alta capacidade higroscópica. O carbopol foi utilizado como 

controle e veículo por apresentar consistência semelhante à do HY. Em um 
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estudo prévio demonstramos que o carbopol não interfere na cicatrização de 

alvéolos dentários de ratos (Mendes et al., 2008). 

A utilização dos NTC em aplicações clínicas depende de estudos que 

avaliem sua interação biológica (Flahaut et al., 2006). De fato, muitos trabalhos 

foram desenvolvidos para avaliar a toxicidade dos NTC. NTCPS não 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 

concentrações, os NTC e os NTC-HY podem causar morte celular. É importante 

ressaltar que os nossos estudos usando osteoblastos isolados são preliminares. 

Por outro lado, estudos in vivo demonstraram ausência de toxicidade dos NTCPS 

em mamíferos (Cherukuri et al., 2006). Corroborando com esses dados, nossos 

resultados também não mostraram nenhuma evidência significativa de toxicidade 

em alvéolos tratados com NTCPS. Além disso, NTCPS (50, 100 e 400 µg/mL) não 

influenciaram o processo de reparo ósseo 7 dias após as exodontias, indicando 

que os NTCPS são um material inerte. Entretanto, estudos mais aprofundados de 

citotoxicidade e biodistribuição dos NTC devem ser realizados com o objetivo de 

estabelecer a segurança deste material em aplicações biológicas humanas. 

Análises histológica e morfométrica demonstraram que os alvéolos 

tratados com HY 1% ou NTC-HY (100 µg/mL) apresentaram maior deposição de 

trabéculas ósseas sete dias após as exodontias, indicando uma cicatrização mais 

acelerada em relação aos alvéolos controle. Uma vez iniciada a deposição de 

matriz orgânica pelos osteoblastos, observa-se a substituição do tecido conjuntivo 

por trabéculas ósseas. Com isso, o processo de reparo ósseo resulta numa 

diminuição tempo-dependente do número de núcleos celulares (Brandão et al., 
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2002; Mendes et al., 2008). Neste sentido, o menor número de núcleos celulares 

observado nos alvéolos tratados com HY 1% ou NTC-HY (100 µg/mL) também 

indica um processo de cicatrização mais avançado. Alvéolos tratados com NTC-

HY nas concentrações de 50 e 400 µg/mL apresentaram cicatrização semelhante 

aos alvéolos controle. Enquanto a concentração de 50 µg/mL pode ter sido 

insuficiente para influenciar o processo de cicatrização em alvéolos, a alta 

concentração de NTC-HY (400 µg/mL) pode ter funcionado como uma barreira 

física dificultando a migração e proliferação celular. No entanto, experimentos 

adicionais são necessários para confirmar esta hipótese. 

Os eventos celulares envolvidos no processo de cicatrização alveolar 

são regulados por fatores de crescimento (Shyng et al., 1999; Teófilo et al., 2001; 

Lieberman et al., 2002; Lalani et al., 2005). Em um estudo anterior, verificamos 

que o HY 1% acelera o processo de cicatrização em alvéolos dentários de ratos 

por estimular a deposição precoce de trabéculas ósseas, além da expressão das 

proteínas osteogênicas OPN e BMP-2 (Mendes et al., 2008). No presente estudo, 

avaliamos a expressão, através de imunohistoquímica, dos colágenos tipos I e III 

nos alvéolos controle e tratados com NTC (100 µg/mL), HY 1% ou NTC-HY (100 

µg/mL) após sete dias de cicatrização. Nas fases iniciais de cicatrização, após 

extração dentária, observa-se um aumento da expressão de colágeno tipo III 

(Kurita et al., 1985). O colágeno tipo III é produzido transitoriamente durante a 

neoformação e remodelação do tecido ósseo bucal, desaparecendo com a 

calcificação da matriz. Portanto, sua expressão é correlacionada ao início da 

deposição de matriz óssea (Becker et al., 1986; Carter et al., 1991). Uma vez que 

ocorre a mineralização da matriz, o colágeno tipo III é substituído pelo colágeno 

tipo I que corresponde a mais de 90% da matriz óssea (Page et al., 1986; Carter 
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et al., 1991; Stoffel et al., 2007). Assim, cada tipo de colágeno apresenta um 

modelo de distribuição distinto, podendo ser associado a diferentes estágios de 

diferenciação osteogênica (Becker et al., 1986; Carter et al., 1991). No presente 

estudo não foi observada diferença significativa na expressão do colágeno tipo III 

entre os alvéolos controle e tratados. Entretanto, verificou-se uma maior 

expressão do colágeno tipo I nos alvéolos tratados com HY 1% ou NTC-HY (100 

µg/mL) em relação aos alvéolos controle. Uma vez que a expressão do colágeno 

tipo I está associada à mineralização da matriz, estes resultados também 

sugerem uma cicatrização mais acelerada nestes alvéolos. 

Estudos anteriores demonstraram que os NTC são capazes de induzir 

nucleação e crescimento de cristais de hidroxiapatita sob concentrações 

fisiológicas de cálcio e fosfato (Zhao et al., 2005). A interação de NTC com 

materiais de preenchimento poliméricos melhora suas propriedades mecânicas e 

reológicas (Abarrategi et al., 2008; Bhattacharyya et al., 2008; Sitharaman et al., 

2008; Silva et al., 2009) e acentua a capacidade dos polímeros de induzir 

mineralização (Silva et al., 2009). Da mesma forma, no presente estudo verificou-

se que NTC-HY (100 µg/mL) induziram um aumento da deposição de partículas 

sobre pastilhas de titânio após imersão numa solução aquosa subsaturada 

contendo CaCl2 0,5mM e Na2HPO4 0,25mM quando comparado com as pastilhas 

controle ou tratadas apenas com HY 1%. Este efeito pode ter um papel relevante 

no processo de osseointegração do titânio. 

Desta forma, nossos resultados demonstraram que os NTC-HY (100 

µg/mL) preservaram as propriedades biológicas benéficas do HY no processo de 

cicatrização em alvéolos dentários de ratos. Estes efeitos foram similares aos 

resultados obtidos com o uso do HY sozinho. Entretanto, os experimentos com 
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pastilhas de titânio mostraram que os NTC-HY (100 µg/mL) apresentam maior 

potencial indutor de deposição de cristais inorgânicos do que o HY. Assim, sua 

utilização associados a implantes dentários poderia acelerar a osseointegração 

dos implantes. 
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VI. CONCLUSÕES 

1. O tratamento dos alvéolos com NTCPS (50-400 µg/mL) não alterou o 

processo de cicatrização, sete dias após as exodontias, em relação aos 

alvéolos controle. 

2. NTC-HY (100 µg/mL) aceleraram o processo de reparo ósseo dos alvéolos, 

sete dias após as exodontias, em relação aos alvéolos controle, de forma 

semelhante aos alvéolos tratados com HY 1%. 

3. A funcionalização de NTC com HY permitiu o carreamento do HY, 

preservando o efeito biológico desta molécula.  

4. O tratamento de pastilhas de titânio com NTC-HY (100 µg/mL) induziu uma 

maior deposição de cristais na superfície das pastilhas quando comparado 

com as pastilhas controle ou tratadas com HY ou NTC. 

5. Osteoblastos isolados cultivados sobre pastilhas de titânio tratadas com 

NTC ou NTC-HY (100-400µg/mL), ou sobre placas de cultura com meio 

DMEN contendo NTC ou NTC-HY (100-400µg/mL) apresentaram morte 

celular. 

6. Osteoblastos isolados cultivados sobre pastilhas de titânio tratadas com 

NTC ou NTC-HY (3,125-50µg/mL), ou sobre placas de cultura com meio 

DMEN contendo NTC ou NTC-HY (3,125-50µg/mL) apresentaram discreta 

diminuição na viabilidade celular e nenhuma alteração na atividade da 

fosfatase alcalina.  
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Assim, estes resultados indicam que os NTC-HY (100 µg/mL) aceleram 

a cicatrização de forma semelhante ao HY quando utilizados em terapias de 

reparo ósseo. Além disso, os NTC-HY (100 µg/mL) induziram uma maior 

deposição de cristais em pastilhas de titânio, sugerindo que este biomaterial 

poderia ser usado com um agente coadjuvante no reparo ósseo peri-implantar. 

Desta forma, matrizes à base de NTC-HY são biomateriais promissores na 

engenharia de reconstrução tecidual óssea. 
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VIII. PERSPECTIVAS 

• Aumentar o número de experimentos em cultura celular para obter dados 

quantitativos. 

• Avaliar os efeitos da radiação gama na esterilização dos NTC-HY. 

• Realizar análises de toxicidade sistêmica dos NTC e dos NTC-HY. 

• Avaliar os efeitos dos NTC e dos NTC-HY no reparo de defeitos ósseos 

maiores. 

• Avaliar os efeitos dos NTC e dos NTC-HY no reparo ósseo em ratos 

diabéticos. 

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

titânio. 
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ANEXO 1 - Certificado aprovação CETEA 
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ANEXO 2 - Certificado aprovação CETEA 
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ANEXO 3 - Produções 

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 ÁCIDO HIALURÔNICO E USO", no dia 

04/09/2009, que recebeu o seguinte número de protocolo: 14090004137. 
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3.2 Apresentação de trabalho em congressos 

Resumo: Efeitos dos nanotubulos de carbono funcionalizados com 

hialuronato de sódio na cicatrização de alvéolos dentários de ratos, apresentado 

na 25a Reunião Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontológica, em 

2008, sob a forma de painel. 

Resumo: Efeitos dos nanotubos de carbono funcionalizados com 

hialuronato de sódio no reparo de defeitos ósseos e na osseointegração do 

titânio, apresentado na 27a Reunião Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa 

Odontológica, em 2010, sob a forma de painel, onde recebeu a premiação 

“Primeiro Lugar” da Sessão de Painéis C - Área 8. 
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