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RESUMO

O hialuronato de sédio (HY) € um polissacarideo de alto peso molecular que
facilita a migracdo, adesao, proliferacdo e diferenciagdo celular. Ja os
nanotubos de carbono (NTC) podem ser importantes nos processos de reparo
tecidual por servirem como sitio de nucleacdo para a deposicdo de matriz
Ossea e proliferagao celular. Dessa maneira, o objetivo desse projeto foi avaliar
os efeitos do HY e dos nanotubos de paredes simples (NTCPS) e multiplas
(NTCPM) funcionalizados (NTC-HY) ou ndo com HY no reparo de tibias de
ratos. Os animais foram divididos em seis grupos: (i) controle; (i) HY (1%); (iii)
NTCPS (100 pg/mL); (iv) NTCPS-HY (100 pg/mL); (v) NTCPM (100 pg/mL) e
(vi) NTCPM-HY (100 pg/mL). Os ratos foram submetidos a cirurgia de
perfuracdo da tibia, tratados com os respectivos biocompdsitos e sacrificados 7
ou 14 dias apds estes procedimentos. As tibias foram processadas para
analise histolégica, morfométrica e imunohistoquimica. As tibias controle
apresentaram um tecido de granulagdo muito jovem na regido central do
defeito e neoformacao dssea escassa, com trabéculas imaturas localizadas na
periferia. As tibias tratadas com HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-
HY apresentaram aumento no numero de trabéculas neoformadas (38,58 *
2,57 % - HY; 38,96 + 4,24 % - NTCPS; 33,72 + 2,56 % - NTCPS-HY; 35,78 +
2,11 % - NTCPM; 39,42 + 2,40 % - NTCPM-HY e 23,50 £ 2,08 - controle), que
apresentaram-se mais organizadas e espessas em relagdo ao controle. Além
disso, as tibias tratadas com HY apresentaram uma menor expressao do VEGF
que as tibias controle. Por outro lado, uma maior expressao desse fator foi
observada nas tibias tratadas com NTCPM e NTCPM-HYe nenhuma diferenca
significativa foi observada entre tibias controle e tratadas com NTCPS e
NTCPS-HY. Dessa maneira, o tratamento com HY, NTCPS, NTCPS-HY,
NTCPM ou NTCPM-HY aceleraram o reparo em defeitos 6sseos de tibias de
rato, aparentemente estimulando a expressao de fatores de crescimento como
o VEGF.

Palavras chave: Hialuronato de sddio, Nanotubos de carbono, Reparo 6sseo,
VEGF



ABSTRACT

Sodium hyaluronate (HY) is an extracellular matrix component and it facilitates
the cell migration, adhesion, proliferation and differentiation. Additionally,
carbon nanotubes (CNT) serve as nucleation sites for deposition of bone matrix
and cell proliferation. The aim of this study was to evaluate the effects of HY,
single-wall (SWCNT) and multi-wall (MWCNT) CNT functionalized (CNT-HY) or
not with HY on bone repair of tibia of rats. The animals were divided into six
groups: (i) control, (i) HY (1%), (iii) SWCNT (100ug/mL), (iv) SWCNT-HY
(100pg/mL), (v) MWCNT (100ug/mL) and (vi) MWCNT-HY (100ug/mL). The
bone defect was created by an 1.6mm diameter drill and after seven or fourteen
days of the induction of the defects, the rats were sacrificed and the tibias were
processed for histological, morphometric and immunohistochemistry analysis.
The control group showed poor bone formation with immature bone trabeculae
located in the periphery of the bone defect. On the other hand, tibias treated
with HY, SWCNT, SWCNT-HY, MWCNT or MWCNT-HY presented an
increased number of neoformed bone trabeculae which were more organized
and thicker than the control. Morphometric analysis showed that HY, SWCNT,
SWCNT-HY, MWCNT or MWCNT-HY treatment significantly increased the
percentage of bone trabeculae when compared with tibias of control animals
(38.58 £ 2.57 % - HY; 38.96 + 4.24 % - SWCNT; 33.72 + 2.56 % - SWCNT-HY;
35.78 £ 2.11 % - MWCNT; 39.42 + 2.40 % - MWCNT-HY and 23.50 + 2.08 % -
control, p<0.05). Furthermore, tibias treated with HY showed a lower expression
of VEGF than tibias control. In contrast, the expression of this factor was
greater in tibias treated with MWCNT and MWCNT-HY. No significant
differences in VEGF expression were observed between control and tibias
treated with SWCNT or SWCNT-HY. Thus, the results of this study indicate that
the treatment with HY, SWCNT, SWCNT-HY, MWCNT or MWCNT-HY
accelerates the bone repair of tibias of rats by a mechanism involving, at least

in part, the stimulation of growth factors such as VEGF.

Keywords: Sodium hyaluronate, Carbon Nanotubes, Bone repair, VEGF.
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I. INTRODUGAO

1. Fratura e reparo 0sseo

O tecido 6sseo € um tecido conjuntivo cuja matriz extracelular (MEC) é
mineralizada, conferindo a ele propriedades ideais para a realizacdo das
fungdes de suporte e protecao do organismo vertebrado, devido a sua grande
rigidez e resisténcia a pressao (Kolar et al, 2010). No entanto, sdo inumeras as
doencas e os acidentes que causam um defeito dsseo.

A tibia € um osso longo, coberta somente por uma fina camada de pele
e tecido subcutaneo, sem protecdo muscular. Esta localizacdo anatdmica pode
ser explicada pela necessidade de proteger os nervos e vasos sanguineos da
perna, porém a torna vulneravel a traumas, resultando com grande freqiéncia
em fraturas (Byrd et al., 1985). Esta incidéncia € maior em adultos jovens do
sexo masculino e as principais causas sao os acidentes de transito
(motociclisticos - 35,75%, atropelamentos - 28,50%, automobilisticos - 17,32%
e ciclisticos - 4,47%) e os traumas esportivos (Grecco et al., 2002). Apds algum
tempo, fraturas Osseas e pequenos defeitos produzidos por trauma ou
patologia sao reparados, com produgao de um novo tecido ésseo no local, com
caracteristicas morfofuncionais semelhantes as do tecido 6sseo que havia sido
lesado.

O processo de reparo do 0sso é caracterizado por agdes integradas de
diferentes células e pode ser dividido em fases sequenciais de inflamacéo,
migragao, proliferacdo e diferenciagdo de células osteogénicas (Sasaki &
Watanabe, 1995; Siqueira Jr. & Dantas, 2000; Schindeler et al., 2008), sintese
de MEC, mineralizagao do ostedide, maturagédo e remodelagao éssea (Lalani et
al., 2005). Esse processo tem inicio com a hemostasia, responsavel por
bloquear a perda de sangue (Siqueira Jr. & Dantas, 2000).

O coagulo que ocorre ap6s a fratura consiste em extravasamento de
eritrocitos, fibrina e plaquetas, que liberam o fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGF), o fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de

crescimento e transformacéo alfa (TGF-a), fatores quimiotaticos e reguladores



da atividade celular. A presenca do coagulo é fundamental, pois ele gera uma
malha de fibrina que auxilia o influxo de neutréfilos, macréfagos e linfocitos,
além do crescimento de fibroblastos e novos capilares sanguineos. Para que o
reparo se inicie, o coagulo sanguineo e os restos celulares e da matriz devem
ser removidos pelos macréfagos e substituidos gradativamente por um tecido
de granulacao (Siqueira Jr. & Dantas, 2000).

Peridésteo e enddsteo, proximos ao local da lesdo, apresentam uma
intensa proliferagcdo formando um tecido rico em células osteogénicas, que
constitui um colar em torno da fratura e que penetra entre as extremidades
rompidas, o que é chamado de calo fibroso (Junqueira & Carneiro, 1999). Os
macrofagos liberam um fator de crescimento chamado fator angiogénico
dependente de macréfago, quimiotaxico para células endoteliais. Estas células
sdo importantes para a angiogénese, pois secretam o fator de crescimento de
endotélio vascular (VEGF) (Lalani et al., 2005), essencial nos processos de
cicatrizagao de feridas (Savani et al., 2001).

As células imaturas do tecido de granulacdo se diferenciam em
osteoblastos e passam a sintetizar tecido ostedide (fibras colagenas e
proteoglicanas), que apdés a mineralizagdao formam um tecido 6sseo imaturo,
tanto pela ossificagdo endocondral de pequenos pedagos de cartilagem que se
formam, como pela ossificagado intramembranosa. O calo 6sseo formado tem
um aspecto desordenado, caracterizado por um arranjo irregular dos ostedcitos
e orientagao irregular das fibras colagenas (Trowbridge & Emling, 1996). O
tecido Osseo imaturo passa a ser substituido por tecido 6sseo maduro,
enquanto o processo osteogénico dentro da medula é reabsorvido e substituido
pela medula hematopoética e tecido gorduroso.

Através de tracbes e pressdes exercidas sobre o 0sso durante o
processo de reparo ocorre a remodelacdo 6ssea, onde o calo formado torna-se
desnecessario, sendo reabsorvido, e as trabéculas ésseas sao entdo formadas
e orientadas ao longo de linhas de esforgos, se tornando funcionais e levando a
reconstrugdo progressiva e total do osso (Trowbridge & Emling, 1996; Doblaré
et al., 2004; Fazzalari , 2011).

2. Fatores de crescimento



Durante o desenvolvimento do osso e durante o reparo de fraturas &
necessario que ocorra a migracao, diferenciacdo e ativagdo de varios tipos
celulares e teciduais (Colnot et al., 2005). Neste caso, o desenvolvimento da
microvasculatura é de extrema importancia para a homeostasia e regeneragéo
do tecido 6sseo (Kanczler et al.,2008).

Albrecht Von Haller, no ano de 1762, sugeriu que 0s vasos sanguineos
eram responsaveis pela formacdo 6ssea. Nesta mesma época, John Hunter
demonstrou a importéncia da vascularizagdo durante o desenvolvimento e o
reparo do tecido 0sseo lesado. Ja em 1963, Trueta propbés que havia um fator
de estimulagdo vascular presente e ativo no local da lesdo 6ssea (Trueta,
1963).

Existem inUmeros fatores envolvidos na angiogénese que estdo ativos
durante o desenvolvimento e o reparo 0sseo, sendo que 0s principais sdo: 0s
membros da familia FGF, o fator de crescimento e transformacao beta (TGF-f3),
as proteinas morfogenéticas do osso (BMP), o fator de crescimento semelhante
a insulina (IGF), o PDGF e o VEGF (Gerstenfeld et al., 2003; Street et al.,
2000).

O VEGF é uma proteina homodimérica que regula a formagao
fisiologica e patoldgica de vasos. E um dos mais importantes fatores
angiogénicos, com agéao direta sobre células endoteliais desempenhando uma
funcdo chave na regulagcdo da interacdo osteogénese-angiogénese (Bates et
al.,1999). Estudos recentes mostraram que o VEGF pode atuar como um
mediador essencial no reparo 6sseo, com multiplas fungcbes, ndo apenas na
formacdo de vasos, mas também no desenvolvimento do osso, incluindo a
diferenciacdo de condrécitos, osteoblastos e recrutamento de osteoclastos,
sendo necessario para a reabsorcdo Ossea normal durante a ossificacéo
endocondral (Zelzer et al., 2002).

No processo de reparo 0sseo, 0 VEGF é expresso durante a atividade
angiogénica do hematoma e do plasma. Estudos demonstraram que a inibigéo
da atividade do VEGF atrasa o reparo 6ésseo em camundongos e diminui o
fluxo sanguineo no local da lesao, levando a ndo-unido da fratura em coelhos e
em ratos (Street et al., 2002; Chu et al., 2002; Fassbender et al., 2011 ). Além



disso, o VEGF pode promover a formacdo 6ssea de maneira indireta, por
estimular as células endoteliais a sintetizar fatores osteogénicos e a sua
inibicdo pode prejudicar a diferenciacdo dos osteoblastos in vitro (Zelzer et al.,
2002).

O VEGF também tem efeito direto nos osteoclastos, por influenciar o
recrutamento, sobrevivéncia, atividade e diferenciacdo destas células. Neste
caso ele é capaz de regular a reabsor¢cdo osteoclastica normal durante a
ossificacdo endocondral (Niida et al.,1999; Engsig et al., 2000; Kohno et al.,
2003).

3. Hialuronato de sédio

O hialuronato de sédio (HY) € uma glicosaminoglicana (GAG) de alto
peso molecular (104-107Da), descoberta por Meyer e Palmer em 1934 no
humor vitreo de olhos bovino (Krause et al., 2001). Em 1955 foi realizada a
primeira descricdo da sua estrutura quimica (Figura 1) por Linker, Weissman e
Meyer, quando foi demonstrado que este polissacarideo é formado por
repetidas unidades dissacaridicas nao-sulfatadas de N-acetilglicosamina e
acido D-glucordnico e em 1964, foi sintetizada pela primeira vez in vitro (Linker
et al. 1955; Schiller, 1964; Moseley et al., 2002; Prince, 2004,).

O Na*

HO

D-glucuronic acid N-Acetyl-D-glucosamine

Figura 1: Estrutura quimica do hialuronato de sddio (FONTE: MALEKI; KIONIKSEN;
NYSTROM, 2007).



Altas concentragbes de HY podem ser encontradas na pele (Juhlin,
1997), nos fluidos das jungdes sinoviais, nos revestimentos dos tenddes
(Engstrom-Laurent, 1997; Fraser et al.,1997), no humor vitreo, no cordao
umbilical e na maioria dos liquidos corpoéreos (Moseley et al., 2002; Prince,
2004). O HY é um dos maiores componentes da 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; Rugheimer et al., 2009), responsavel pela manutengao visco-elastica dos
tecidos conjuntivos e hidratagao dos tecidos, além de participar da sinalizagao
celular de varios processos biolégicos como: mitose, migracgéao,
desenvolvimento de tumores, cicatrizagao e inflamacao (Levdokimova et al.,
2008). Nos processos inflamatérios e de cicatrizagdo o HY é capaz de
estimular a migracdo, adesdo e proliferagdo de células mesenquimais
indiferenciadas, além de induzir sua diferenciacdo 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).

As propriedades visco-elasticas e a sua biocompatibilidade fazem com
que o HY tenha um grande potencial na area biomédica (Brown & Jones,
2005). Além de ser um marcador para o diagndstico de doengas como cancer e
artrite, pode ser utilizado na reposi¢céo do liquido sinovial, na regeneracao de
tecidos moles e em cirurgias oftalmoldgicas e odontolédgicas (Volpi et al., 2009;
Kogan et al., 2006; Mendes et al., 2008).

No processo de reparo 6sseo, o HY pode acelerar o processo
inflamatdrio, aumentando o infiltrado celular e a produgao de citocinas pro-
inflamatdrias (Kobayashi et al., 1997). Além disso, ele pode acelerar a
formagao 6ssea in vitro (Pilloni & Bernard, 1998) e in vivo (Sasaki & Watanabe,
1995), acelerar a revascularizagao (Giavaresi et al., 2005) e promover a
adesao de osteoclastos a superficie 6ssea (Prince, 2004). Estudos recentes
tem demonstrado efeitos benéficos do HY em modelos de defeitos 6sseos, seja
isolado (Mendes et al., 2008) ou como carreadores para BMP-2 (ltoh et al.,
2001; Arosarena & Collins, 2005), matriz 6ssea desmineralizada (Colnot et al.,
2005), compdsitos de hidroxiapatita (Bakos et al.,, 1999), enxertos Osseos

(Giavaresi et al., 2005; Aslan et al.,2006) e associado a nanotubos de carbono



(NTC) (Mendes et al., 2010). Quando utilizados em alvéolos dentarios de ratos,
ap6s a exodontia dos primeiros molares superiores, o HY apresentou grande
potencial osteoindutor, estimulando de forma significativa a neoformacao 6ssea
e reduzindo o numero de nucleos celulares, o que sugere uma modulagédo do

processo inflamatoério (Mendes et al., 2008).

4. Nanotubos de carbono

Os NTC sao nanoestruturas cilindricas com didmetro na ordem de
poucos nandmetros e comprimento da ordem de micrometros, levando a
grandes razdes comprimento/diametro (Baughman, 2002). Podem ser
compostos por uma ou varias folhas de grafite enroladas em torno de um
mesmo eixo classificando-os em duas categorias: nanotubos de paredes
unicas ou simples (NTCPS) - single-wall carbon nanotubes (SWCNT) que sao
constituidos por apenas uma unica camada de grafite e nanotubos de paredes
multiplas (NTCPM) - multi-wall carbon nanotubes (MWCNT), que sao
constituidos de varios cilindros concéntricos de grafite (Figura 2). Os NTCPS
apresentam didmetro entre 0,7 e 2,0 nm e os NTCPM podem ter didmetro
acima de 100 nm (Mac Donald et al., 2005; Smart et al., 2006; Zhao et al.,
2005; Boccaccini et al., 2006).

Os NTC apresentam uma alta resisténcia mecanica devido a forte
ligacado covalente de seus atomos e uma alta condutividade térmica e elétrica
devido ao seu carater metalico. A auséncia de ligagées pendentes da a este
material grande inércia quimica, fundamental para o seu uso em aplicagdes

biotecnolégicas e bioquimicas.
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Figura 2: Representacido esquematica de NTCPS (A) e NTCPM (B).

Atualmente, o potencial dos NTC em aplicagbes tecnolégicas é imenso
devido a suas propriedades térmicas, elétricas e mecanicas (Malarkey e
Purpura, 2010), como, por exemplo, no desenvolvimento de sensores, filtro
sem membranas e também na criacdo de novos biomateriais como compadsitos
na engenharia de reconstrugao de tecidos. Diversos estudos tem demonstrado
a utilizagdo dos NTC na regeneragdo 6ssea, no encapsulamento de enzimas,
na distribuicdo controlada de drogas e também como vesiculas para entrega de
DNA em células vivas (Mattson et al., 2000; Hartgerink et al., 2001; Chang et
al., 2001;Koltover et al., 1998; Maeda et al., 2001).

No processo de reparo 0sseo, os NTC podem controlar a nucleagao de
cristais e o crescimento do componente inorganico do osso (Zhao et al., 2005),
além de sustentar o crescimento de osteoblastos (Price et al., 2004) e acelerar
a formacéao 6ssea (Zanello et al., 2006). Estudos in vitro demonstraram que os
NTC estimulam a proliferagdo, adesao e expressao de genes relacionados a
formagao 6ssea em osteoblastos (Supronowicz et al., 2002). Ja estudos in vivo
demonstraram que implantes de NTC possuem uma alta compatibilidade com o
tecido 6sseo e nado induz a reabsorgao éssea no local do implante (Usuy et al.,
2008).

Varios estudos tém avaliado o reparo 6sseo frente a insercdo de
diferentes drogas e biomateriais (Boeck et al., 1999; Shyng et al., 1999;
Wiltfang et al., 2004; Mendes et al., 2010; Bhattacharya et al., 2010). Usuy et

al. (2008) demonstraram que os NTC induzem uma pequena reagao



inflamatdria local, demonstrando uma alta compatibilidade com o tecido 6sseo,
além de estimular a formacao dssea. A partir dos NTC é possivel obter novos
biocompdsitos através de sua associagao com outros compostos, como, por

exemplo, o HY.

5. Funcionalizagao dos nanotubos de carbono com o hialuronato de sédio

A funcionalizacdo dos NTC consiste em adicionar moléculas
especificas na superficie desses materiais para que eles possam executar
funcbes quimicas bem definidas, aumentando, assim, as possibilidades de
aplicagbes deste material. A funcionalizagdo dos NTC agrega a eles
importantes caracteristicas devido a alteragcdes de suas propriedades quimicas
e fisicas e a facilitacdo de sua manipulagao.

Atualmente, este processo vem recebendo um destaque bastante
acentuado, pois através das técnicas envolvidas pode modificar drasticamente
as propriedades dos NTC e diminuir seu grau de toxicidade (Liu et al., 2009).
Os métodos de funcionalizagdo podem ser divididos em dois grupos: (i) néo
covalente e (ii) covalente (Islam et al., 2003). Essas funcionalizagbes podem
ocorrer através de suas paredes, suas pontas ou por encapsulamento.

A combinacgao das propriedades fisicas dos NTC com as dos polimeros
biocompativeis a partir do processo de funcionalizagao permite a sua utilizacao
como suporte para crescimento celular e reconstru¢cao de tecidos sujeitos a
altas tensées mecanicas (Mac Donald et al., 2005). Além disso, a incorporagéo
de NTC a polimeros pode reduzir a velocidade de degradacdo destas
moléculas, permitindo um aumento de sua biodisponibilidade (Kam et al.,
2005). Como exemplo, a funcionalizagao dos NTC com o HY tem demonstrado
grande potencial osteoindutor, estimulando de forma significativa a
neoformacdo o0ssea e modulando o processo inflamatério, através da reducéao
do numero de nucleos celulares (Mendes et al., 2010).

Por serem biocompdsitos de fabricacdo e manipulagao relativamente
simples e com custo reduzido, a utilizacdo dos NTC e da sua funcionalizacao
com o HY, pode ser de grande importancia em reparos de tecidos, implantes

biodegradaveis e outras intervengdes no campo da Medicina e da Odontologia.



Il. JUSTIFICATIVA

Em um estudo anterior, demonstramos que o HY acelera a cicatrizagao
de alvéolos dentarios apds exodontias de primeiros molares superiores
(Mendes et al.,, 2008). Os alvéolos tratados apresentaram um aumento
significativo na formagao de trabéculas ésseas, um menor numero de células e
um aumento no numero de vasos sanguineos. Além disso, a expressao da
BMP-2 e da osteopontina (OPN), moléculas usualmente referidas como
indicadoras do processo inicial de reparo O6sseo, foi mais precoce e
pronunciada nos alvéolos tratados em relagdo aos controles (Mendes et al.,
2008). Outro estudo mostrou que os NTC funcionalizados com HY também
aceleraram a cicatrizacdo de alvéolos dentarios apds exodontias dos primeiros
molares superiores (Mendes et al., 2010). Além disso, um estudo realizado em
animais diabéticos demonstrou que o HY (1%) e os NTC-HY (100ug/mL) foram
capazes de acelerar de forma significativa o reparo 6sseo em alvéolos
dentarios quatorze dias apds as exodontias dos primeiros molares (Sa et al.,
2012). Entretanto, estes trabalhos foram realizados utilizando um modelo de
defeito 6sseo pequeno (alvéolo dentario). Assim, no presente estudo avaliamos
os efeitos do HY e da funcionalizagdo dos NTC de parede simples (NTCPS-
HY) e de paredes multiplas (NTCPM-HY) com o HY em um defeito 6sseo maior
que aquele gerado com a extragcdo de um dente, além de explorar as
caracteristicas fisioldgicas distintas entre estes dois tipos de osso (alveolar e

longo).
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lll. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do HY isoladamente e dos NTC de paredes simples e

multiplas funcionalizados com o HY no reparo de tibias de ratos.

2. Objetivos especificos

* Avaliar histologicamente o processo de reparo 0sseo 7 dias apos a
realizacdo do defeito 6sseo na tibia de ratos tratados ou ndo com HY,
NTCPS, NTCPM, NTCPS-HY ou NTCPM-HY;

* Avaliar morfometricamente o percentual de trabéculas dsseas formadas 7
dias apods a realizacao do defeito 6sseo na tibia de ratos tratados ou nao
com HY, NTCPS, NTCPM, NTCPS-HY ou NTCPM-HY;

* Avaliar através da analise imunohistoquimica a expressdo do VEGF apds 7
dias de reparo de tibias de ratos tratados ou ndo com HY, NTCPS, NTCPM,
NTCPS-HY ou NTCPM-HY.

* Avaliar histologicamente o processo de reparo 6sseo 14 dias apds a
realizacao do defeito 6sseo na tibia de ratos tratados ou ndo com HY,
NTCPS, NTCPM, NTCPS-HY ou NTCPM-HY.
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IV-METODOLOGIA

1. Hialuronato de sédio

Comercialmente, o HY apresenta-se em sua férmula soluvel como gel
[(C14H20NNaO11)n.Na]. A andlise do produto (lote galena 1007000808)
fornecida pelo distribuidor Galena descreve-o como uma solucao transparente,
incolor, com pH 6,2 e com a presenca de metais pesados e arsénio menor que
2 ppm, conteudo de proteina menor que 0,002 %, acido glucorénico 4,7 mg/mL
e acido hialurénico 9,71mg/mL. O HY é um polimero, por isso verifica-se a letra

“n” na férmula molecular e nao ha peso molecular definido.

2. Sintese e caracterizagao dos nanotubos de carbono funcionalizados ou
nao com hialuronato de sédio

NTC de paredes simples e multiplas foram sintetizados pelo método de
descarga em arco utilizando um catalisador de cobalto/niquel, com atmosfera
de hélio e a uma pressao total de 500 Torr (Trigueiro et al., 2007), gerando
também diversos tipos de subprodutos como carbono amorfo, fulerenos,
nanoparticulas de carbono, nanoparticulas metalicas livres e encapsuladas
com carbono. Em seguida, o material foi purificado por uma sequéncia de
oxidagdo térmica e tratamentos acidos. Os NTC (1 g) foram submetidos a
refluxos em &acido nitrico (3 mol/L) em microondas doméstico por 15 minutos.
Através da queima em temperaturas inferiores a 400°C foi possivel remover
grande parte dos subprodutos carbonosos, principalmente carbono amorfo,
além de expor muitas particulas metalicas presentes no interior de capsulas de
carbono. Apds a purificagéo, os NTC foram centrifugados a 7000 rpm e lavados
com agua deionizada até completa remog¢ao do acido nitrico. A solugao final
ficou em uma estufa a 60°C para secar, por um periodo de 12 horas. O material
resultante (~0,75 g de alta pureza) foi entdo funcionalizado através dos grupos
COOH (NTC-COOH) (Mendes et al., 2010).

Para a associacdo com o HY, inicialmente foi obtida uma mistura
homogénea da solugédo de NTC-COOH (0,5 mg/mL) e HY (0,5 mg/mL). Em

seguida, esta solugao foi levada ao ultra-som por 30 minutos e, posteriormente,
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lavada e filtrada em filtro de 0,45 ym para remover o HY ndo associado aos
NTC. O material que ficou sobre o filtro foi transferido para um recipiente de
vidro e colocado em estufa a 60°C para secar (Mendes et al., 2010).

A funcionalizacdo dos NTC com HY foi confirmada através de analise
termogravimétrica que envolve o monitoramento continuo da massa da
amostra em funcio da temperatura em uma atmosfera controlada, enquanto a
temperatura da amostra é aumentada. Esta técnica apresenta uma curva de
aquecimento que varia de 20 a 800°C, com uma taxa de 5°C/minuto em
atmosfera de ar seco. As amostras utilizadas pesavam entre 1,5 e 3,0 mg e
foram colocadas dentro de cadinhos de alumina apropriados para o
equipamento.

NTC-COOH e NTC-COOH-HY de paredes simples ou multiplas sob a
forma de p6 foram misturados com carbopol, um gel inerte, para preparar os

géis a serem utilizados (Mendes et al., 2010).

3. Procedimento cirurgico

Foram utilizados ratos Wistar machos, com idade média de 3 meses,
pesando entre 200 e 250g, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do
ICB-UFMG. Os animais foram mantidos em biotério apropriado, com
luminosidade e temperatura controladas, acondicionados em gaiolas plasticas
contendo 2 animais em cada gaiola e com acesso ad libitum a agua e ragao
para animais de laboratério. Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG (documento em
anexo). Dois dias antes do procedimento cirurgico, os animais receberam uma
dose de benzilpenicilina/estreptomicina (0,84mg/100g de peso corporal) via
intramuscular.

Para a realizagdo das cirurgias, os animais foram anestesiados com
uma injecao intramuscular de uma combinagdo de cloridrato de xilazina 2%
(0,1mL/100g) e cloridrato de ketamina 10% (0,1mL/100g). Apds imobilizagcéo
dos animais, foi feita a tricotomia e anti-sepsia da area. Na regido ventral da
pata esquerda foi feita uma incisdo com I|admina de bisturi no sentido
longitudinal da tibia. A musculatura foi afastada do periésteo e uma perfuragao

com uma broca de 1,6 mm com baixa rotagao foi realizada no osso (Figura 3).
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A regido foi irrigada com uma solugdo de cloreto de sodio 0,9% (soro
fisiolégico) e a area do defeito foi lavada com a mesma solugdo. Foram
realizados os diferentes tratamentos de acordo com os seguintes grupos
experimentais: (i) controle (coagulo), (ii) ~0,1 mL do gel de HY, (iii) ~0,1 mL do
gel de NTCPS, (iv) ~0,1 mL do gel de NTCPS-HY, (v) ~0,1 mL do gel de
NTCPM e (vi) ~0,1 mL do gel de NTCPM-HY nas tibias esquerdas de modo
que toda a cavidade ficasse preenchida com o gel. Foi realizada a sutura da
pele. Ao final do procedimento cirurgico, os animais receberam mais uma dose
de benzilpenicilina/estreptomicina (0,84mg/100g de peso corporal) € uma dose
de flunixina meglumina (0,22mg/100g de peso corporal), via intramuscular.
Apds 7 ou 14 dias, os animais foram eutanasiados por decapitacao e as tibias
foram imediatamente removidas e fixadas por imersdao em formalina neutra

tamponada (FNT) 10% a temperatura ambiente por 48 horas.

Disposi¢ao esquematica dos grupos experimentais

GRUPO TRATAMENTO

I Coagulo

Il HY 1%

11 NTCPS 100ug/mL

v NTCPS-HY 100pg/mL
Y NTCPM 100pg/mL

\ NTCPM-HY 100pg/mL
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Figura 3: Procedimento cirurgico de perfuragao das tibias. Em (A) € possivel observar
a tricotomia e anti-sepsia da pata esquerda do animal, seguida pela incisao (B). Apos
o afastamento da musculatura, uma perfuragdo com uma broca de 1,6 mm sob
constante irrigagdo (C) é realizada no osso (D). Em (E) observa-se a aplicagdo dos

tratamentos, seguida pela sutura da pele (F).
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4. Processamento histolégico

Apos a fixagao, as tibias foram submetidas a imersdo em agua corrente
para remoc¢ao do excesso de fixador e neutralizagao do acido féormico através
de quatro banhos de 15 minutos. Em seguida, foram desmineralizadas em
solugéo de Planck Rychlo por um periodo de aproximadamente 48 horas. Apos
a desmineralizagao, as tibias foram imersas em agua corrente para a remogao
do excesso de descalcificador em quatro banhos de 15 minutos. O seguinte
processo de inclusao foi utilizado:

a) Fase de desidratagao: imersao das amostras em banhos de alcool etilico por
30 minutos cada (70% I e Il, 80% | e Il, 90%, 95% e absoluto |, Il e Ill);

b) Fase de diafanizagao: 20 minutos de imersdo das amostras em trés banhos
de xilol;

c) Fase de infiltracdo: imersdo das amostras em trés banhos de parafina a
58°C, sendo o primeiro de 30 minutos e os demais de 40 minutos cada;

d) Fase de inclusdo: as amostras foram incluidas em parafina fluidificada
contida em moldes pré-definidos e posicionadas de modo que as tibias
pudessem ser cortadas longitudinalmente.

Foram obtidos de cada amostra cerca de 30 cortes semi-seriados de
6um de espessura no plano sagital, montados em I|aminas histologicas
previamente silanizadas com silano 2%. As laminas de cada amostra foram
armazenadas para processamento em Tricrbmico de Masson e
imunohistoquimica. Foram selecionados 4 cortes alternados de cada amostra

para serem corados com Tricrdbmico de Masson.

Coloragcdo com Tricrémico de Masson

Duas laminas de cada amostra com 4 cortes no total contendo a area
de interesse foram processadas para a coloragao com Tricrébmico de Masson,
segundo as seguintes etapas:

- imersao em xilol (l) por 30 minutos
- imersao em xilol (lI) por 15 minutos
- imersao em xilol (lll) por 15 minutos

- imersao em alcool etilico absoluto (1) por 2 minutos
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- imersao em alcool etilico absoluto (Il) por 2 minutos
- imersao em alcool etilico absoluto (I1l) por 2 minutos
- imersao em alcool etilico a 90% por 2 minutos
- imersao em alcool etilico a 80% por 2 minutos
- imersao em alcool etilico a 70% por 2 minutos
- lavagem em agua corrente por 20 minutos
- imersao em solugao de hematoxilina de Harris por 1 minuto
- lavagem em agua corrente por 20 minutos
- imersao em solugao de Tricromico de Masson por 8 minutos
- 3 mergulhos rapidos em agua corrente
- imersao em alcool etilico a 90% por 1 minuto
- imersao em alcool etilico a 95% por 1 minuto
- imersao em alcool etilico absoluto (1) por 1 minuto
- imersao em alcool etilico absoluto (I1) por 1 minuto
- imersao em alcool etilico absoluto (I1l) por 1 minuto
- imersao em xilol (I) por 2 minutos
- imersao em xilol (II) por 2 minutos
- imersao em xilol (lll) por 10 minutos
Apds a coloragao, laminulas de 24x50mm foram montadas sobre os

cortes utilizando-se Entellan como agente de uniao.

5. Analise histolégica e morfométrica

Foram obtidas 20 imagens dos 4 cortes de cada defeito, visualizadas
através da objetiva de 40X e digitalizadas através da microcamera JVC TK-
1270/RGB. A metodologia empregada para o imageamento microscopico,
segmentacdo de imagens e definicdo das condicbes de morfometria foram
previamente descritas na literatura (Caliari, 1997).

Para a analise morfométrica foi considerado o percentual de trabéculas
Osseas presentes em relagdao a area total. A area ocupada pelas trabéculas
Osseas foi obtida através do programa KS300 contido no analisador de
imagens Carl Zeiss. Os pixels das trabéculas ésseas foram selecionados
através da imagem real com subsequente criagdo de uma imagem binaria e

obtencdo da area em um?®. Foram excluidas as amostras que apresentaram
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inclusdo e coloragdo inadequadas e auséncia de integridade dos cortes

histoldgicos.

Calculo para determinar o percentual de trabéculas 6sseas neoformadas

nas tibias

Area de trabéculas (Imagem 1 + Imagem 2 + Imagem 3 +....... + Imagem 20)

Area total avaliada (10,66 x 10°> um?)

6. Analise imunohistoquimica

Para analise imunohistoquimica, os animais foram divididos em seis
grupos experimentais (controle, HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-
HY) e sacrificados apds 7 dias do procedimento cirurgico.

Foram selecionados cerca de 2 cortes de cada tibia para processamento
com o anticorpo anti-VEGF. Para avaliacido da expressao deste fator, secgoes
de tecido de 6um foram desparafinizadas e reidratadas por meio de banhos em
solugdes de gradientes decrescentes de etanol, como descrito no tépico
Processamento histolégico. A atividade da peroxidase endégena foi bloqueada
através da incubagdo com uma solugédo de H,O; 3% e, em seguida, a ligagéo
com proteinas inespecificas foi bloqgueada com o uso de uma solugdo de
proteina albumina do soro bovino (BSA) 2% e Tween 20 0,1% em PBS. A
marcacao do tecido foi realizada utilizando um anticorpo primario policlonal
anti-VEGF [VEGF (A20): SC-152; Santa Cruz Biotechnology, Inc.] com diluigdo
1:50. Apéds incubacéo overnigth a 4°C, foi adicionado o anticorpo secundario
anti-coelho conjugado com biotina (K0690 - LSAB/DAKO®, Glostrup) por 30
minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi feita a incubagdo com o
complexo streptoavidina-peroxidase por 30 minutos em temperatura ambiente.
A reacao foi revelada através da imersdo em solugdo cromogena contendo 350
MM de diaminobenzidina (DAB) (D-5637 -Sigma®) e H,O, 1% em PBS. As
amostras foram contra coradas com hematoxilina de Harris, desidratadas por
meio de banhos em solugdes de gradientes crescentes de etanol e montadas
com a utilizagdo de laminulas. Para o controle negativo foi substituida a etapa

de incubagao com o anticorpo primario por BSA.
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Foi realizada uma anélise morfométrica onde foi considerado a area de
imunomarcacado em relagao a area total. A area ocupada pela imunomarcacao
foi obtida através do programa KS300 contido no analisador de imagens Carl
Zeiss. Os pixels da imunomarcagao foram selecionados através da imagem
real com subsequente criagdo de uma imagem binaria e obtengcdo da area em

um?.

Calculo para determinar o percentual de imunomarcagao nas tibias

Area de imunomarcagdo (Imagem 1 + Imagem 2 + Imagem 3 +....... + Imagem 20)

Area total avaliada (10,66 x 10°> pm?)

7. Analise estatistica

Os dados obtidos na analise morfométrica foram expressos como
média + EPM e analisados através do teste t de Student ou One-way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls com o auxilio do programa

GraphPad Prism 5. Foram considerados significativos valores com p<0,05.
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V. RESULTADOS

1. Sintese e caracterizagao dos nanotubos de carbono

As amostras de NTC foram sintetizadas através do método de
descarga em arco (Trigueiro et al., 2007). Através de uma analise
termogravimétrica (TG) foi possivel quantificar as formas de carbono presentes
nas amostras, bem como as impurezas. A Figura 4 mostra a curva
termogravimétrica efetuada em atmosfera de ar sintético de 100mL/mim em
uma razao de aquecimento de 5°C/min para a amostra de HY. Podemos
perceber duas quedas acentuadas no percentual de massa (linha em
vermelho). A curva rosa detalha o momento da queda de massa, descrevendo
as temperaturas onde foi iniciada e encerrada a queima de um dos
componentes do material. Nota-se na curva TG, uma primeira queda de massa
que chega a um maximo de 12,74% até 79,14°C, que representa a queima da
agua. A segunda queda de massa correponde a queima do HY que apresenta
uma perda de massa de aproximadamente 60%. Este evento acontece em uma

temperatura média de 224°C.

TGA DITGA
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100.00 =~ Lo
y — X et
r I— y Start 79.14C |
| / \ End 500.31C
4‘;53(: Start 23.30C \ \ / Mid Paint 224 61C ; 210
r End 79.14C / Onset 214.57C
Mid Point 43.50C Endset 24243C 1
50.00- Onset 34.71C \ Weight Loss -2.468mg 1
L Endset 56.66C \ T -60.988% -
Weight Loss -0.516mg \\
-12.747% 22058C ee——— --020
0.00-

0.(‘]0 106.00 200‘.00 306.00 400‘.00 506.00
Temp [C]

Figura 4: Curva de termogravimetria (TG) referente a queima de HY.
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Através das curvas de TG é possivel demonstrar a quantidade de HY
que esta imobilizada com NTC de paredes simples e multiplas. A
decomposicédo térmica dos NTCPS-HY pode ser observada na Figura 5. A
perda de massa do HY comecou por volta de 131°C e terminou por volta de
279°C. Essa perda foi de 13,18% e aconteceu a uma temperatura média de
204,76°C. A segunda queda de massa ocorreu em uma temperatura meédia de
374,66°C e corresponde a queima dos NTCPS. Cada variagcdo de perda de
massa corresponde a um tipo de degradacgédo, e na curva rosa do grafico
podemos observar outros pontos onde ocorrem perdas de massa, que
representa algumas impurezas. Essas impurezas podem ser resquicios de
cobalto ou niquel, uma vez que essas substancias atuam como catalisadores

do processo de sintese dos NTCPS.
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100.00 —
F \ =
~
L N ™~ - - - - 0,00
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80.00F Ca 060 PN e
L N~ N 599.24C
216.28C \
" 00'_ \ /T43425C Start 42469C  Start 542.34C
: VA End 54234C  End 794.39C
A Mid Point 43964C  Mid Point 613.11C
[ \ /N Onset 43852C  Onset 570.14C  —-0.10
40.00- Start 13166C  Start 28060C 393 68€,_ Endset 45362C  Endset 669.01C |
L End 27972C  End 42557C ™ Weight Loss -0631mg  Weight Loss -0.564mg
L MidPoint 20476C  Mid Point 374 66C T -16671% -14.901% 1
| Onset 18956C  Onset 367.66C s
20.00 Endset 22781C  Endset 405.00C \\
F Weight Loss -0499mg  Weight Loss -1426mg T _—
L -13.184% 37 675% 4020
0.00 200.00 400.00 600.00 800.00
Temp [C]

Figura 5: Curva de termogravimetria (TG) referente a queima de NTCPS-HY.
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Através da andlise termogravimétrica da amostra de NTCPM-HY
podemos perceber duas quedas no percentual de massa (Figura 6). Como os
NTC sao mais resistentes ao aumento de temperatura, a primeira queda de
massa corresponde a queima do HY. A perda de 34,92% de HY comecgou por
volta de 172°C e terminou por volta de 339°C. Para os NTCPM a perda de

massa teve inicio por volta de 340°C e terminou por volta de 524°C.

TGA

DITGA
% mgimin
100.00- _ \
N
e oo e R 0.00
Pl
50.00- \/ Start 340.23C
238.28C End 524.90C
Start 172.94C \ 4622%C Mid Point 44231C
F End 33942C 5\ Onset 418.03C
Mid Point 237.46C \ Endset 464.14C
| Onset 234.08C \ Weight Loss -0.836mg —-0.10
| Endset 25842C . -55.511%
S
Weight Loss -0.526mg . @@
0.00+ 34927%
200.00 400.00 600.00 800.00

Temp [C]

Figura 6: Curva de termogravimetria (TG) referente a queima de NTCPM-HY.
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2. Padronizagao do procedimento cirurgico

O procedimento cirurgico para produzir o modelo de defeito ésseo
causou lesdes 6sseas esféricas com a utilizagdo de uma broca odontolégica.
Para determinar qual seria o tamanho do defeito realizado nas tibias dos

animais foram utilizadas brocas de 3,3, 3,0, 2,0 e 1,6mm.

Inicialmente foi utilizada uma broca trefina de 3,3mm (Figura 7A) com
baixa rotacédo e, apds o procedimento cirurgico, a pata esquerda dos animais
foi imobilizada por ataduras gessadas. Todos os animais morreram antes do
dia do sacrificio e as patas imobilizadas apresentaram grande quantidade de
secrecao purulenta. Em seguida foi utilizada a mesma broca trefina de 3,3mm
(Figura 7 A), porém sem a imobilizagdo gessada. Os animais sobreviveram até
o dia proposto para o sacrificio e ndo apresentaram secrecao purulenta na pata
operada. Entretanto, somente 20% dos animais ndo apresentaram fratura na
regido do defeito.

Em seguida, uma broca trefina de 3,0mm (Figura 7B), sem a
imobilizacdo da pata, foi utilizada. Foi observado aproximadamente o mesmo
indice de fratura que os animais operados com a broca de 3,3mm. Todos os
animais sobreviveram até o dia do sacrificio.

A terceira broca testada apresentava um diametro de 2,0mm (Figura
7C) e as patas continuaram a ficar sem a imobilizagdo. Cerca de 50% dos
animais apresentaram fratura na regido do defeito e 100% sobreviveram até o
final do experimento.

A ultima broca testada foi de 1,6mm (Figura 7D) sem a imobilizagdo da
pata. Todos os animais sobreviveram até o fim do experimento e o indice de
fraturas foi menor do que 5%. Dessa maneira, essa foi a broca escolhida para a

realizacdo dos procedimentos cirurgicos.
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Figura 7: Tibias de rato dissecadas. Em (A) observa-se um defeito realizado com uma

broca de 3,3mm de didametro. Em (B) um defeito realizado com uma broca de 3,0mm
de didmetro. Em (C) um defeito realizado com uma broca de 2,0mm de didmetro e em

(D) com uma de 1,6mm de didmetro.
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3. Analise histolégica

3.1 Efeitos do HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-HY no reparo
O0sseo de tibias de ratos sete dias apos os procedimentos cirurgicos.

Sete dias apds a cirurgia, as tibias controle apresentaram numerosos
nucleos celulares, além de um tecido de granulagdo muito jovem na regiao
central do defeito, rico em capilares recém formados € uma neoformagao dssea
escassa localizada na periferia (Figuras 8A e 8B). As trabéculas ¢sseas das
tibias controle apresentaram-se imaturas e desorganizadas.

Nos animais tratados, a regido do defeito encontrou-se praticamente
ocupada por tecido 6sseo neoformado. As tibias tratadas com HY (Figuras 8C
e 8D), NTCPS (Figuras 8E e 8F) e NTCPS-HY (Figuras 8G e 8H) apresentaram
reducdo no numero de nucleos celulares e aumento no numero de trabéculas
neoformadas, que apresentaram-se mais organizadas e espessas em relagao
ao controle.

Foi possivel observar nas tibias tratadas com NTCPM (Figuras 8l e 8J)
e NTCPM-HY (Figuras 8K e 8L) um aumento no numero de trabéculas 6sseas
com padrao histolégico semelhante aos animais tratados com HY, NTCPS e
NTCPS-HY, porém uma maior quantidade de espacos inter-trabeculares.

Assim, ao analisar o reparo 6sseo nos grupos de tibias controle e
tratadas, observou-se em ambos a formacao de trabéculas ésseas, porém nas
tibias tratadas esse processo estava mais acelerado. Nenhuma diferenca
histolégica significativa foi observada entre as tibias tratadas com HY, NTCPS,
NTCPM, NTCPS-HY e NTCPM-HY.






Figura 8: Fotomicrografias representativas de sec¢des histoldgicas de tibias 7 dias
ap6s as cirurgias. Tibias controle (coagulo) — (A) baixa magnitude e (B) alta
magnitude; Tibias tratadas com HY1% — (C) baixa e (D) alta magnitude; Tibias
tratadas com NTCPS 100ug/mL - (E) baixa e (F) alta magnitude; Tibias tratadas com
NTCPS-HY 100pg/mL — (G) baixa e (H) alta magnitude; Tibias tratadas com NTCPM -
(I) baixa e (J) alta magnitude; Tibias tratadas com NTCPM-HY 100ug/mL — (K) baixa e
(L) alta magnitude. As tibias tratadas com HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM ou
NTCPM-HY apresentaram maior formagao de trabéculas ésseas em relagao as tibias
controle. Setas pretas (A): Tecido de granulagdo muito jovem na regido central do
defeito. Setas pretas (C, E, G, |, K): trabéculas dsseas. Setas brancas (I, K): espago

inter-trabecular.
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3.2 Efeitos do HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-HY no reparo
O0sseo de tibias de ratos quatorze dias apos os procedimentos cirurgicos.

Apos um periodo de 14 dias foi observado que as tibias controle
apresentavam uma grande quantidade de trabéculas o&sseas maduras,
espessas € bem organizadas, além de uma redugdo do numero de nucleos
celulares e espacos inter-trabeculares mais restritos (Figuras 9A e 9B).

As tibias tratadas com HY (Figuras 9C e 9D), NTCPS (Figuras 9E e 9F)
e NTCPS-HY (Figuras 9G e 9H) apresentaram trabéculas maduras, espessas e
bem organizadas e um aumento discreto na quantidade de espacgos inter-
trabeculares. Além disso, o tratamento com NTCPM (Figuras 91 e 9J) e
NTCPM-HY (Figuras 9K e 9L) foi capaz de acelerar o reparo 0sseo,
apresentando trabéculas com padrdao histoléogico semelhante aos outros
tratamentos, entretanto com um aumento expressivo na quantidade de espacos
inter-trabeculares.

Essas andlises histolégicas sugerem que o processo de reparo 6sseo
encontrava-se mais atrasado em animais controle e que os tratamentos com
HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-HY foram capazes de acelerar de
forma expressiva esse processo. O aumento consideravel na quantidade de
espacos inter-trabeculares sugere que o osso recém-formado ja estd em
processo de reabsorg¢ao e o canal medular ja esta comegando a ser preenchido

pela medula éssea.
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Figura 9: Fotomicrografias representativas de secgdes histoldgicas de tibias 14 dias
apdés as cirurgias. Tibias controle (coagulo) — (A) baixa magnitude e (B) alta
magnitude; Tibias tratadas com HY1% — (C) baixa e (D) alta magnitude; Tibias
tratadas com NTCPS 100ug/mL - (E) baixa e (F) alta magnitude; Tibias tratadas com
NTCPS-HY 100pg/mL — (G) baixa e (H) alta magnitude; Tibias tratadas com NTCPM -
(I) baixa e (J) alta magnitude; Tibias tratadas com NTCPM-HY 100ug/mL — (K) baixa e
(L) alta magnitude. As tibias tratadas com HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM ou
NTCPM-HY apresentaram maior quantidade de espagos inter-trabeculares em relagao
as tibias controle. Setas pretas: trabéculas ésseas. Setas amarelas: espacgo inter-

trabecular.
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4. Analise morfomeétrica

4.1 Efeitos do HY no reparo o6sseo de tibias apos sete dias do
procedimento cirurgico

Sete dias apds a realizagdo do procedimento cirdrgico, a analise
morfométrica demonstrou que o percentual de trabéculas dsseas, em relacao a
area total, foi significantemente maior nas tibias tratadas com HY (38,58 +
2,57% vs 23,50 £ 2,08%) em relagao as tibias controle (Figura 10).

50-
40-
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% Trabéculas 6sseas

Controle HY 1%

Figura 10: Efeito do HY1% no reparo 6sseo de tibias de ratos sete dias apds os
procedimentos cirurgicos. Quantificacdo do percentual de trabéculas désseas. O
tratamento com HY causou um aumento significativo na formagéo de trabéculas em
relagdo aos animais controle. Os dados estdo expressos como média + E.P.M.
*p<0,05 (teste t de Student).
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4.2 Efeitos dos NTCPS e NTCPS-HY no reparo 6sseo de tibias apos sete
dias do procedimento cirurgico

A analise morfométrica demonstrou que sete dias apoés a realizacao do

procedimento cirurgico o percentual de trabéculas ésseas, em relagdo a area

I+

total, foi significantemente maior nas tibias tratadas com NTCPS (38,96
4,24%) e NTCPS-HY (33,72 £ 2,56%) em relacéo as tibias controle (23,50 +
2,08%). Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os tratamentos
com NTCPS e NTCPS-HY (Figura 11).

50+

% Trabéculas 6sseas

n=8
Controle NTCPS NTCPS-HY

Figura 11: Efeito dos NTCPS e NTCPS-HY 100ug/ml no reparo 6sseo de tibias de
ratos sete dias apds os procedimentos cirurgicos. Quantificagdo do percentual de
trabéculas 6sseas. O tratamento com NTCPS e NTCPS-HY causou um aumento
significativo na formagao de trabéculas em relagdo aos animais controle. Os dados
estdo expressos como média £ E.P.M. *p<0,05 (One-way ANOVA seguido pelo pds-

teste de Newman-Keuls).
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4.3 Efeitos dos NTCPM e NTCPM-HY no reparo 6sseo de tibias apds sete
dias do procedimento cirurgico

Os tratamentos com NTCPM (35,78 £ 2,11%) e NTCPM-HY (39,42 +
2,40%) foram capazes de aumentar significativamente o percentual de
trabéculas Osseas em relacdo as tibias controle (23,50 £ 2,08%). Sete dias
apos a realizagdo do procedimento cirurgico as tibias tratadas com NTCPM e
NTCPM-HY demonstraram morfometricamente um aumento nesse percentual.
Entre as tibias tratadas com NTCPM e NTCPM-HY n&do houve diferenca
significativa (Figura 12).

% Trabéculas 6sseas

Controle NTCPM NTCPM-HY

Figura 12: Efeito dos NTCPM e NTCPM-HY 100ug/ml no reparo ésseo de tibias de
ratos sete dias apds os procedimentos cirurgicos. Quantificagdo do percentual de
trabéculas 6sseas. O tratamento com NTCPM e NTCPM-HY causou um aumento
significativo na formagao de trabéculas em relagdo aos animais controle. Os dados
estdo expressos como média £ E.P.M. *p<0,05 (One-way ANOVA seguido pelo pds-

teste de Newman-Keuls).
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Assim, sete dias apds a realizagdo do procedimento cirurgico, as tibias
tratadas com HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-HY apresentaram
um aumento significativo no percentual de trabéculas 6sseas quando
comparado com as tibias controle. Esse aumento foi demonstrado através da
analise morfométrica. Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os

tratamentos (Figura 13).
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Figura 13: Efeitos do HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-HY no reparo
0sseo de tibias de ratos sete dias apds os procedimentos cirdrgicos. Quantificagdo do
percentual de trabéculas 6sseas. Todos os tratamentos apresentaram um aumento
significativo na formagao de trabéculas em relagdo aos animais controle. Os dados
estdo expressos como média £ E.P.M. *p<0,05 (One-way ANOVA seguido pelo pds-

teste de Newman-Keuls).
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5. Analise da expressao do VEGF

5.1 Analise da expressao do VEGF em tibias tratadas com HY

Sete dias apdés o procedimento cirurgico, a expressdao do VEGF foi
observada tanto no tecido conjuntivo quanto nas trabéculas 6sseas das tibias
controle e tratadas. A analise da imunoexpressao do VEGF demonstrou que as
tibias controle (Figuras 14A e 14B) apresentaram uma maior expressao na
regido central do defeito e as tibias tratadas com HY (Figuras 14C e 14D)
apresentaram essa expressao distribuida de maneira uniforme por todo o
defeito.

Morfometricamente, as tibias tratadas com HY (13,61 = 1,37%)
apresentaram uma reducado na expressao do VEGF quando comparadas as
tibias controle (20,90 + 1,84%) (Figura 14E).
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Figura 14: Fotomicrografias representativas da imunomarcagdo do VEGF sete dias
apos o procedimento cirdrgico. Tibias controle (coagulo) — (A) baixa magnitude e (B)
alta magnitude; Tibias tratadas com HY 1% — (C) baixa e (D) alta magnitude. Tibias
tratadas com HY apresentaram expressdo reduzida de VEGF em relagcdo a tibias
controle. Setas: area de imunomarcagdo. (E) Quantificagcdo do percentual de
expressao do VEGF. Os dados estao expressos como média £ E.P.M. *p<0,05 (teste ¢
de Student).
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5.2 Anadlise da expressdo do VEGF em tibias tratadas com NTCPS e
NTCPS-HY

A analise da imunoexpressao do VEGF demonstrou que tibias controle
(Figuras 15A e 15B) apresentaram uma maior expressao na regiao central do
defeito e as tibias tratadas com NTCPS (Figuras 15C e 15D) e NTCPS-HY
(Figuras 15E e 15F) apresentaram essa expressdo distribuida de maneira
uniforme por todo o defeito. Morfometricamente, ndo houve diferenca
significativa entre a expressao do VEGF em tibias tratadas com NTCPS (13,65
t 2,32%) e NTCPS-HY (14,75 + 1,45%) e tibias controle (20,90 = 1,84%)
(Figura 15G).
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Figura 15: Fotomicrografias representativas da imunomarcagdo do VEGF sete dias
apo6s o procedimento cirurgico. Tibias controle (coagulo) — (A) baixa magnitude e (B)
alta magnitude; Tibias tratadas com NTCPS — (C) baixa e (D) alta magnitude; Tibias
tratadas com NTCPS-HY - (E) baixa e (F) alta magnitude. Ndo houve diferenca
significativa entre tibias controle e tibias tratadas. Setas: area de imunomarcagéao. (G)
Percentual de expressao do VEGF. Os dados estdo expressos como média £ E.P.M.

*p<0,05 (One-way ANOVA seguido pelo pés-teste de Newman-Keuls).
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5.3 Analise da expressao do VEGF em tibias tratadas com NTCPM e
NTCPM-HY

A anadlise da imunoexpressao do VEGF demonstrou que tibias controle
(Figuras 16A e 16B) apresentaram uma expressao do VEGF mais discreta do
que as tibias tratadas com NTCPM (Figuras 16C e 16D) e NTCPM-HY (Figuras
16E e 16F). Essa expressao apresentava-se mais pronunciada na regiao inter-
trabecular do que na regiao trabecular nas tibias tratadas. Morfometricamente,
as tibias tratadas com NTCPM (32,54 + 2,39%) e NTCPM-HY (32,73 £ 4,12%)
apresentaram um aumento na expressdo do VEGF quando comparadas as
tibias controle (20,90 * 1,84%) (Figura 16D).
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Figura 16: Fotomicrografias representativas da imunomarcagdo do VEGF sete dias
apo6s o procedimento cirurgico. Tibias controle (coagulo) — (A) baixa magnitude e (B)
alta magnitude; Tibias tratadas com NTCPM — (C) baixa e (D) alta magnitude; Tibias
tratadas com NTCPM-HY - (E) baixa e (F) alta magnitude. As tibias tratadas com
NTCPM e NTCPM-HY apresentaram maior expressdo de VEGF do que tibias controle.
Setas: area de imunomarcagéo. (G) Percentual de expressdao do VEGF. Os dados
estdo expressos como média £ E.P.M. *p<0,05 (One-way ANOVA seguido pelo pds-

teste de Newman-Keuls).
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VI. DISCUSSAO

O tecido 0sseo esta continuamente sob processo de remodelagao,
importante para a manutencdo da sua homeostase e para a reparacao dos
microtraumas frequentes. Entretanto, nos processos de descontinuidade 6ssea
0s reparos por meio da remodelagao fisiolégica podem estar limitados. Desta
forma, para obter o reparo tecidual e a manutencdo da fungao, recorre-se a
procedimentos cirurgicos, uso de enxertos, terapia celular e biomateriais.

Apesar de apresentar uma formacdo Ossea mais lenta, pOde-se
observar que o processo de reparo também estava acontecendo nos animais
controle, o que demonstra que esse defeito ndo é de um “tamanho critico”,
sendo possivel a sua completa cicatrizacdo. Segundo Schmitz & Hollinger
(1986), defeitos de “tamanho critico” sdo definidos como aqueles onde a
regeneragao 6ssea espontdnea ndo acontece ao longo da vida do individuo.
No presente estudo, os defeitos 6sseos cirurgicamente criados apresentaram
1,6 mm de didmetro. De acordo com Lewandrowski et al. (1999), um defeito de
3 mm de diédmetro criado em tibias de rato ndo responde a cicatrizacéo
espontanea, sendo considerado um defeito de “tamanho critico”. No entanto,
Melo et al. (2005) utilizaram um modelo com defeito de 4 mm de altura e 3 mm
de largura em tibias de rato e concluiram que esse ndo era um “tamanho
critico”, sendo possivel a regeneracédo espontanea. Uma possivel explicacéao é
gue os animais utilizados no trabalho de Melo et al. (2005) eram maiores (350-
400g) e por isso foi possivel a realizacdo do experimento com completa
regeneragdo do tecido 6sseo em um modelo de defeito bem maior. Assim,
diante destas discrepancias, antes de iniciar os nossos experimentos, testamos
varios didmetros de defeitos tendo em vista o peso dos nossos animais (200-
250 g) com o objetivo de obter um defeito compativel com o reparo
esponténeo.

Estudos realizados em nosso laboratério avaliaram os efeitos do HY
1% e dos NTCPS-HY (100 pg/mL) no reparo 6sseo de alvéolos dentarios de
ratos normais e diabéticos apresentando resultados expressivos (Mendes et al.,
2008; Mendes et al., 2010; Sa et al., 2012). No presente trabalho analisamos
os efeitos do HY 1%, NTCPS (100 pg/mL), NTCPS-HY (100 pg/mL), NTCPM
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(100 pg/mL) e NTCPM-HY (100 pg/mL) no reparo 6sseo de tibias de ratos sete
e catorze dias apoés a realizacdo do procedimento cirurgico, através de analises
histolégicas, morfométricas e imunohistoquimicas. O HY e os NTC de paredes
simples e multiplas foram capazes de acelerar o processo de reparo 0sseo,
assim como a funcionalizagdo dos NTCPS e NTCPM com HY, entretanto sem
diferencas significativas entre os diversos tratamentos.

Previamente a execucédo dos experimentos biologicos foi realizada a
caracterizagdo dos biocompositos. A analise termogravimétrica do HY indicou
que a perda maxima desse material ocorre em torno de 220°C. Valores
semelhantes foram observados para a queima do HY nas amostras de NTCPS-
HY e NTCPM-HY. Quando as temperaturas de maxima perda de massa de
NTCPS e NTCPM nas amostras de NTCPS-HY e NTCPM-HY foram
comparadas, foi possivel notar que os NTCPM sdo mais estaveis
termicamente, o que pode ser explicado pelo fato dos NTCPM apresentarem,
na superficie, menores tensbdes de curvatura do que os NTCPS (Musumesi et
al., 2008). Os NTCPM foram capazes de estabilizar mais que o dobro de HY
(NTCPM-HY:34,92% vs NTCPS-HY: 13,18%) quando comparado aos NTCPS,
0 que ja era esperado devido a maior area dos NTCPM.

ApOs essa caracterizagao, os experimentos bioldgicos foram iniciados.
O periodo escolhido para analise foi de 7 dias, pois ele representou com
clareza o processo de reparo Osseo através de analises qualitativas e
guantitativas. O nosso estudo teve como um dos objetivos avaliar os efeitos
dos NTCPM e sua funcionalizacdo com o HY, diferente dos trabalhos
realizados anteriormente em nosso laboratério que utilizaram apenas o HY 1%
e os NTCPS-HY. A |justificativa para a incorporagdo dos NTCPM no nosso
estudo é o seu menor custo e maior rendimento na sintese quando
comparados com os NTCPS.

Analises histologicas demonstraram que, apés um periodo de 7 dias,
tibias tratadas com HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-HY
apresentaram uma aceleracao no processo de reparo € uma maior organizacao
tecidual. Ap6s a deposicdo de matriz organica, observa-se a substituicdo do
tecido conjuntivo por trabéculas 6sseas que apresentam menor quantidade de

células. Os animais controle apresentaram uma extensa area de tecido de
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granulacéo na regido central do defeito, indicando que a formagédo Ossea teve
inicio nas bordas e seguiu a direcdo periferia-centro. De fato, analises
histolégicas de tibias de ratos 10 dias ap6s a realizagdo do procedimento
cirurgico demonstraram grandes espacgos inter-trabeculares na regido do
defeito e um tecido conjuntivo bem vascularizado e rico em fibroblastos (Melo
et al., 2005). Nossos resultados também mostraram, apés um periodo de 7
dias, uma neoformagdo Ossea escassa nos animais controle e um tecido
conjuntivo rico em capilares neoformados. Morfometricamente, a comparacao
entre os grupos tratados e o grupo controle demonstrou que as tibias tratadas
com HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-HY apresentaram maior
deposicao de trabéculas 6sseas sete dias apds a realizacdo do procedimento
cirurgico, confirmando um reparo mais acelerado em relagcéo as tibias controle.
Mendes et al. (2010) utilizaram HY 1% e NTCPS-HY (100 pg/mL) em alvéolos
dentarios de ratos e observaram um aumento significativo na deposicédo de
trabéculas Osseas e na expressdo de colageno tipo | sete dias apds as
exodontias. Os resultados do presente estudo corroboram com esses dados,
uma vez que o HY 1% e os NTCPS-HY (100 pg/mL) foram capazes de
aumentar significativamente o percentual de trabéculas 6sseas. Entretanto,
diferente dos resultados de Mendes e colaboradores (2010), os NTCPS
sozinhos também foram capazes de acelerar o processo de reparo 6sseo.
Estes resultados discrepantes podem ser explicados, pelo menos em parte,
pela diferenca do tipo de osso avaliado, ou seja, alveolar versus compacto
(longo). Assim, estes dados evidenciam o impacto que as diferengas
fisiolégicas e morfolégicas dos ossos podem ter nas terapias de reparo. Além
disso, de acordo com os nossos resultados, Usui et al. (2008) demonstraram
que os NTCPM apresentam uma alta compatibilidade com o tecido 6sseo e séo
capazes de acelerar a neoformagao 6ssea em tibias de camundongos. De fato,
observamos que as tibias tratadas com NTCPM e NTCPM-HY apresentaram
um aumento significativo no percentual de trabéculas ésseas, apresentando
resultados tdo expressivos quanto aos encontrados com o uso dos NTCPS e
NTCPS-HY.

Ap6s um periodo de 14 dias, as tibias controle tiveram praticamente

toda a regido do defeito preenchida por trabéculas Osseas com maior
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organizacéo tecidual e as tibias tratadas apresentaram uma reducédo na
guantidade de trabéculas ésseas com uma maior quantidade de espacos inter-
trabeculares. Na evolucéo do reparo normal dos ossos longos, o tecido 6sseo
imaturo €& substituido por tecido 6sseo maduro, enquanto o processo
osteogénico dentro da medula € reabsorvido e substituido pela medula
hematopoética e tecido gorduroso. De fato, Sasaki & Watanabe (1995)
observaram cavidades medulares completamente ocupadas por tecido 0sseo
neoformado apés um periodo de 14 dias e, analises histologicas,
demonstraram a formagdo completa da medula 6ssea ap6s um periodo de 30
dias (Melo et al., 2005). Assim, nossos resultados corroboram esses achados e
evidenciam que o processo de reparo estava em um estagio mais avangado
nos animais tratados, onde provavelmente as trabéculas neoformadas na
regido do defeito ja estavam sendo reabsorvidas e esse espaco estava sendo
preenchido pela medula éssea. Além disso, os tratamentos com NTCPM e
NTCPM-HY aceleraram ainda mais o processo de reparo 6sseo, uma vez que
nesses animais o defeito estava preenchido em grande parte pela medula
Ossea.

O reparo 6sseo € um processo que envolve a migragao, a proliferagao,
a diferenciacdo e a ativagao de diversos tipos celulares, e um importante
aspecto para que esses eventos ocorram de forma coordenada € a
vascularizacao (Filvaroff, 2003; Tisiridis et al., 2007). Neste estudo observamos
uma menor expressdo do VEGF nas tibias tratadas com HY quando
comparadas as tibias controle, além de uma tendéncia de reducdo nas tibias
tratadas com os NTCPS e NTCPS-HY. Essa expressao foi mais pronunciada
na regidao central do defeito, o que indica que a vascularizagdo estava
associada a reabsorgdo do coagulo e formacédo de trabéculas. Street et al.
(2002) observaram que a presenga do VEGF nos estagios iniciais do reparo
estava relacionada ao coagulo sanguineo. Nossos resultados corroboram
esses achados. Por outro lado, as tibias tratadas com NTCPM e NTCPM-HY
apresentaram uma maior expressdo do VEGF que as tibias controle. A
imunomarcacido do VEGF nesses animais provavelmente estava associada a
reabsor¢cdo do tecido 6sseo neoformado e a formacdo da medula éssea.

Segundo Filvaroff (2003), durante a ossificagdo endocondral, os condrdcitos
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hipertréficos secretam VEGF para que a vascularizagdo seja restabelecida,
trazendo para o local componentes hematopoiéticos que se diferenciam em
osteoclastos para a degradagdo da cartilagem mineralizada e formagéao do
tecido medular. Assim, de um modo geral, os nossos resultados estdo de
acordo com a literatura que relata um aumento na expressao de VEGF tanto
durante o processo de reabsor¢gdo do coagulo quanto durante o processo de
remodelamento 6sseo (Street et al., 2002; Tarkka et al., 2003; Peng et al.,
2002). Uma vez que a expressao do VEGF esta associada ao remodelamento
0sseo, estes resultados também sugerem um reparo mais acelerado nas tibias
tratadas.

Quando comparamos os resultados dos NTCPS e NTCPM,
observamos que os tratamentos com NTCPM foram mais eficazes que os
tratamentos com NTCPS. Essa diferenca pode ser explicada devido ao fato dos
NTCPM possuirem uma area maior que os NTCPS, apresentando uma maior
quantidade de grupos funcionais ativos, que quando entram em contato com o
sangue resultam em uma interacdo mais eficaz. Além disso, através das
analises de TG podemos observar uma queima de 37,67% de NTCPS na
amostra de NTCPS-HY e 55,51% de NTCPM na amostra de NTCPM-HY,
sugerindo que as amostras de NTCPM apresentavam uma maior quantidade
de NTC. Os NTCPS e NTCPM utilizados para as funcionalizagcbes foram da
mesma amostra dos NTCPS e NTCPM utilizados para os tratamentos. Quando
funcionalizados, 34,92 % de HY estavam imobilizados nas amostras de
NTCPM, enquanto as amostras de NTCPS apresentavam somente 13,00 % de
HY. Dessa maneira, a maior area dos NTCPM e a maior quantidade de NTC e
HY nas amostras de NTCPM-HY podem explicar a capacidade deste
biomaterial em acelerar ainda mais o processo de reparo 0sseo.

Em sintese, demonstramos que os tratamentos propostos foram
capazes de acelerar de forma expressiva o reparo 6sseo em um modelo de
defeito com caracteristicas diferentes e bem maior que os alvéolos dentarios.
Além disso, observamos que os NTCPM apresentaram resultados tao
expressivos ou melhores que os NTCPS. Este ultimo dado é de grande
importancia, uma vez que o custo dos NTCPM é bem inferior ao dos NTCPS.
Assim, estes resultados ampliam as perspectivas da aplicabilidade do HY e dos

NTC, pois além da Odontologia ampliamos a sua utilizagao para a Ortopedia.
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VIl. CONCLUSOES

1. Os tratamentos das tibias com HY 1%, NTCPS (100ug/mL), NTCPS-HY
(100pg/mL), NTCPM (100ug/mL) e NTCPM-HY (100ug/mL) aumentaram a

neoformacéao éssea sete dias apds a realizagdo do procedimento cirurgico.

2. HY 1%, NTCPS (100ug/mL), NTCPS-HY (100ug/mL), NTCPM (100ug/mL) e
NTCPM-HY (100ug/mL) foram capazes de acelerar de forma significativa o
reparo 0sseo em tibias de ratos quatorze dias apdés a realizagdo do

procedimento cirurgico, com destaque para os NTCPM e NTCPM-HY.

3. Tibias tratadas com HY apresentaram uma menor expressao de VEGF que
tibias controle enquanto tibias tratadas com NTCPM e NTCPM-HY
apresentaram uma maior expressao de VEGF que tibias controle. Nao houve
diferencga significativa entre tibias controle e tratadas com NTCPS e NTCPS-
HY.

Assim, nossos resultados demonstram que esses biocompdsitos
podem ser utilizados nas terapias de reparo 6sseo, reduzindo de forma

significativa o tempo necessario para o reparo de uma lesao.
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PERSPECTIVAS

Avaliar os efeitos do HY e dos NTC-HY na expressdo de citocinas
inflamatorias;

Avaliar os efeitos do HY, dos NTC e NTC-HY no reparo 6sseo em um
modelo de patologia 6ssea;

Avaliar a qualidade do osso neoformado;

Elucidar os mecanismos de acao pelos quais o HY e os NTC-HY sao
capazes de acelerar o reparo 0sseo através de ensaios in vitro;

Avaliar a toxicidade sistémica dos NTC e dos NTC-HY através de
analises histoldgicas e fisiologicas;

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