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RESUMO

O hialuronato de sédio (HY) auxilia na migragdo, adesao, proliferacdo e diferenciacao
celular. J& os nanotubos de carbono (NTCs) sdo importantes no processo de reparo
tecidual por servirem como sitio de nucleagcdo para a deposicdo de matriz dssea e
proliferagao celular. Nesse estudo foram avaliados os efeitos do HY isoladamente e
dos NTCs de paredes multiplas funcionalizados ou ndo com HY (NTCPMs-HY) no
reparo 6sseo ¢ na composi¢ao tecidual Ossea de tibias de ratas ovariectomizadas
(OVX) (ratas osteoporoéticas). Os animais foram divididos em cinco grupos: sham
coagulo; OVX coagulo; OVX HY 1%; OVX NTCPMs 100pug/mL e OVX NTCPMs-
HY 100pg/mL. 3 meses apos a ovariectomia as ratas foram submetidas a cirurgia de
perfuragdo da tibia, tratadas com os respectivos biomateriais e depois de 7, 14 ¢ 21
dias os animais foram eutanaziados e as tibias foram processadas para as seguintes
analises: histo-morfometria, microtomografia 3D por raio X policromatico (uCT),
PCR quantitativo e espectroscopia de Raman. Tibias OVX controle apresentaram
neoformacgao Ossea escassa com trabéculas imaturas. J& as tibias OVX tratadas com
HY, NTCPMs e NTCPMs-HY apresentaram aumento no numero de trabéculas
neoformadas, que mostraram-se mais organizadas e espessas em relagdo ao controle.
Anadlises de puCT revelaram aumento na quantidade de trabéculas 6sseas em tibias
OVX tratadas com HY, NTCPMs e NTCPMs-HY em relagdo as tibias OVX coagulo.
A expressao de BMPs foi maior em tibias OVX tratadas com NTCPMs ¢ NTCPM-
HY em relagao as tibias OVX coagulo. A espectroscopia de Raman demonstrou uma
incorporagdo mais pronunciada de hidroxiapatita e colageno em tibias OVX tratadas
com HY e NTCPMs-HY. Assim, esse resultados indicam que NTCs sozinhos ou

associados ao HY sdo biomateriais promissores para a engenharia de tecido 6sseo.
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ABSTRACT

Sodium hyaluronate (HY) and carbon nanotubes (CNTs) are biomaterials that are able
to accelerate the process of bone repair in rats. HY is an extracellular matrix
component and it facilitates the cell migration, adhesion, proliferation and
differentiation. Additionally, CNTs serve as nucleation sites for deposition of bone
matrix and cell proliferation. The aim of this study was to evaluate the effects of HY,
multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs) and MWCNTs functionalized with HY
(MWCNTs-HY) on bone repair of tibiae of rats ovariectomized (OVX) (osteoporotic
rats). The animals were divided into five groups: sham, OVX control, OVX 1% HY,
OVX MWCNTs (100pug/mL) and OVX MWCNTs-HY (100pg/mL). The bone defect
was created by an 1.6 mm diameter drill and after 7, 14 and 21 days of induction of
the defects in tibiae, the rats were eutanized and the tibiae were processed for
histological analysis, X-ray micro CT (uCT), quantitative PCR and spectroscopy of
Raman. OVX control tibiae showed little bone formation with immature trabeculae.
On the other hand, tibiae treated with HY, MWCNTs and MWCNT-HY showed an
increase in the number of newly formed trabeculae which were more organized and
thicker compared to OVX control. pCT analysis demonstrated an increase in the
amount of trabecular bone in tibiae treated with HY, MWCNTs and MWCNTs-HY
when compared to OVX control. In addition, the expression of BMPs was higher in
tibiae treated with MWCNTs and MWCNTs-HY. Raman spectroscopy showed that
incorporation of hydroxyapatite and collagen was more pronounced in tibiae treated
with HY and MWCNTs-HY. Thus, the results of this study indicate that MWCNTSs

alone or combined with HY are promising biomaterials for bone tissue engineering.
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1.INTRODUCAO

1.1 Fratura e reparo 6sseo

O tecido 6sseo ¢ um tecido conjuntivo que possui uma matriz extracelular
(MEC) mineralizada, sendo composto por componentes organicos € inorganicos
(Robey & Boskey, 2008). A sua parte organica (35%) € responsavel pela relativa
flexibilidade 6ssea, sendo composta principalmente por fibras coldgenas tipo I (90%)
e uma pequena quantidade de proteoglicanos (ricos em condroitino sulfato, queratan
sulfato e 4cido hialur6nico) e proteinas nao colagenosas (osteocalcina, osteopontina e
osteonectina). A sua parte inorganica (65%) € composta, principalmente, por fosfato
de cdlcio que quando interage com o hidréxido de cdlcio forma uma estrutura
cristalina denominada hidroxiapatita (Ca,,(PO,)s(OH),). A medida que ocorre a
formagdo dos cristais de hidroxiapatita, outros ions como Na, K, Mg, CO, vido se
incorporando a eles em diferentes proporcoes (Kalfas, 2001; Constantinescu et al.,
2002; Kierszenbaum, 2008). Devido a sua grande rigidez e resisténcia a pressdo, o
tecido ésseo possui propriedades ideais para a realizacdo das fungdes de suporte e
protecdo do organismo vertebrado (Kolar et al., 2010). No entanto, ele ¢
frequentemente acometido por fraturas.

A tibia € um osso longo, localizado na regido antero-medial da perna,
coberto por uma fina camada de pele e tecido subcutaneo, sem protecdo muscular.
Esta localizacdo pode ser justificada pela importdncia em proteger os vasos
sanguineos e os nervos da perna, porém a torna bastante vulnerdvel a traumas,
resultando, com grande frequéncia, em fraturas (Byrd et al., 1985).

As fraturas constituem a principal patologia do tecido ésseo, podendo ter

causas primadrias (traumas) ou secunddrias (doencas prévias) (Kumar et al., 2007). Os



acidentes de transito (motociclisticos - 35,75%, atropelamentos - 28,50%,
automobilisticos - 17,32% e ciclisticos - 4,47%) sdo a principal causa das fraturas
primdrias (Grecco et al., 2002) e, segundo a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS), a
osteoporose € a principal etiologia responsavel pelas fraturas secunddrias.

E interessante ressaltar que o reparo Gsseo ocorre diferentemente de outros
tecidos, uma vez que o novo tecido dsseo formado no local da lesdo apresenta
caracteristicas morfofuncionais semelhantes as do tecido 6sseo que havia sido lesado
(SBPOT, 2007). O processo de reparo 6sseo € caracterizado por acdes de diferentes
células e pode ser dividido em diversas fases: inflamacao, migracdo, diferenciacado e
proliferacdo de células osteogénicas (Sasaki & Watanabe, 1995; Siqueira Jr. &
Dantas, 2000; Schindeler et al., 2008), sintese de MEC, mineraliza¢do do ostedide e
maturacdo e remodelagdo 6ssea (Lalani et al., 2005) (Figura 1).

Inicialmente, ocorre a formacdo do codgulo composto, principalmente, por
eritrocitos, fibrina e plaquetas que liberam diversos fatores quimiotdticos e
reguladores da atividade celular, como o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), o fator de crescimento fibroblastico (FGF) e o fator de crescimento e
transformacgado alfa (TGF-a) (Siqueira Jr. & Dantas, 2000; Allori et al., 2008). Em
seguida, ocorre a migracdo de neutrdfilos, linfécitos e macréfagos (Siqueira Jr. &
Dantas, 2000; Fazzalari, 2011) e o calo fibroso, que é um tecido rico em células
ostogénicas, comeca a se formar em torno da fratura. Ocorre, entdo, a formacao de um
tecido 6sseo imaturo, devido a sintese de coldgeno e matriz pelos osteoblastos. O calo
osseo formado tem um aspecto desorganizado, caracterizado por um arranjo irregular
dos ostedcitos e orientacdo irregular das fibras coldgenas (Trowbridge & Emling,
1996; Klein et al., 2003). Enquanto o reparo continua, ocorre a remodelacdo dssea,

caracterizada pelo equilibrio entre a atividade dos osteoclastos e osteoblastos. Nessa



fase, o calo formado torna-se desnecessario, sendo reabsorvido, e as trabéculas dsseas
sdo, entdo, formadas e orientadas ao longo das linhas de esforcos se tornando

funcionais (Fazzalari, 2011).

Fratura

INFLAMAGAO CALO MOLE CALO DURO REMODELAMENTO

Imigragdo tecido fibroso
cartilagem hialina 0sso lamelar

fibrocartilagem

. - mineralizagdo da cartilagem
tecido granulagdo

reabsorgdo do coagulo tecido dsseo regeneragdo tecidual

Hemorragia
fatores inflamatdrios
ativagdo celular

G
N

pH,0, J’

lactato, VEGF,
1I-6, IL-10 ,P

células CD14*
neutrofilos

Figura 1: Representacdo esquematica do processo de reparo 6sseo. Adaptado de

Kolar et al., 2010.

1.2 Fatores quimiotaticos e reguladores da atividade celular

Durante o processo de reparo 6sseo € necessario que ocorra a migragao,
diferenciagdo e ativagdo de varios tipos celulares e teciduais (Colnot et al., 2005).

Juntamente com as células Osseas, existem inumeros fatores envolvidos nesse



processo, sendo que os principais sd@o: os membros da familia FGF, o fator de
crescimento e transformacdo beta (TGF-f), o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF), o PDGF, o fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF) e as
proteinas morfogenéticas do osso (BMPs) (Gerstenfeld et al., 2003; Street et al.,

2000; Devescovi et al., 2008; Carreira et al., 2014).

1.2.1 TGF-B

O TGF-B ¢ uma proteina responsavel por controlar a proliferagdo e

diferenciagdo celular, sendo sintetizado por osteoblastos e condrocitos. No reparo de
uma fratura, altos niveis de TGF-f sdo observados quando comeca a formagao do
calo mole, onde um ndmero crescente de células progenitoras imaturas, osteoblastos e
condroblastos invadem o local lesionado (Zimmermann et al., 2005). Além disso, o
TGF-f exerce um papel importante no bloqueio da reabsor¢do dssea e apoptose dos

osteoclastos (Hughes et al., 1997; Cho et al., 2002).

1.2.2 PDGF

O PDGF ¢ sintetizado por plaquetas, mondcitos, macréfagos, células
endoteliais e osteoblastos e participa dos processos de migracdo e proliferacao celular
(Lieberman et al., 2002). Durante a cicatrizacdo de uma fratura, promove o
recrutamento de células-tronco mesenquimais (Phipps ef al., 2012), que sao células
capazes de se diferenciar em osteoblastos, estabiliza os pericitos da neovasculatura
(Mills et al., 2013) e promove a regeneragdo através da secre¢do de citocinas
imunomoduladoras e fatores de crescimento (Glowacki et al., 2015). Além disso, o

PDGF interfere no processo de angiogénese e é capaz de estimular a sintese de



componentes da MEC, como coldgeno e dcido hialurénico (Matsuda et al, 2004;

Schmitz et al., 2009).

1.2.3 BMPs

BMPs sao membros da superfamilia de TGF-f e estdo entre os mais potentes
fatores de crescimento 6sseo conhecidos, apresentando propriedades mitogénicas e
morfogenéticas (Lieberman et al., 2002; Arosarena & Collins, 2005). Durante o
processo de reparo 6sseo sdo produzidos por células mesenquimais, osteoblastos e
condrécitos e participam dos processos de quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacao
de células mesenquimais, angiogénese e sintese de MEC (Sakou, 1998; Reddi, 2001).
Embora as BMPs apresentem uma forte relacdo estrutural e funcional, eles sdo
expressos em diferentes estdgios do processo de reparo dsseo.

A expressao de BMP-2 € mais pronunciada no estdgio inicial do processo de
reparo, estimulando a diferenciacdo de células mesenquimais indiferenciadas em
células osteoprogenitoras que, mais adiante, diferenciam-se em pré-osteoblastos e
osteoblastos maduros (Wong & Rabie, 2005; Schultze-Mosgau et al., 2005; Lee et al.,
2014). J4 BMP-4 apresenta a sua maior expressao no periodo de formacao do tecido
Osseo primdrio (Sato et al., 1999). Além disso, BMP-4 e BMP-6 atuam em um estagio
mais tardio do processo de reparo dsseo, quando ocorre a reabsor¢do Ossea € O

recrutamento de osteoblastos nao esta mais ativo (Fischerauer et al., 2012).

1.3 Osteoporose

O aumento da expectativa de vida proporcionou um incremento acentuado na
populacdo mais idosa e, com isso, um aumento na prevaléncia de comorbidades

relacionadas ao envelhecimento, como a osteoporose. A osteoporose ¢ uma doenga



esquelética sist€émica caracterizada por diminui¢do da massa Ossea e deterioracao
microarquitetural do tecido dsseo com consequente aumento da fragilidade dssea e
susceptibilidade a fratura (Thormann et al., 2014; Huang et al., 2016). Inicialmente, a
osteoporose ¢ uma doenga assintomadtica, o que a define como ““a epidemia silenciosa
do século XX ou “doenca traigoeira”(Danowski, 1996), uma vez que as primeiras
manifestacdes clinicas aparecem quando ja houve uma perda de 30% a 40% da massa
dssea.

Aproximadamente 50% dos individuos acometidos por fraturas
osteoporoticas tornam-se totalmente dependentes de outras pessoas, muletas ou
bengalas para auxilid-los em suas atividades de vida diéria, sendo que cerca de 15%
desses pacientes vao a Obito no primeiro ano ap6s a fratura (Devogelaer ef al., 1996;
Johnell & Kanis, 2005). Estima-se que 10 milhdes de brasileiros tenham osteoporose
e que a cada ano ocorram cerca de 2,4 milhdes de fraturas decorrentes dessa doenga
(Ministério da Saude).

As consequéncias clinicas dessas fraturas tornaram um grande problema de
saude publica, uma vez que a qualidade de vida e o grau de independéncia das
pessoas acometidas ficam prejudicados, gerando enormes repercussoes sociais €
econdmicas (Dequeker et al., 2003; Geusens & van den Bergh et al., 2016; Huang et
al.,2016; Roy et al., 2016).

Na osteoporose a concentracao de cdlcio na matriz éssea é normal, porém a
quantidade de tecido Osseo € menor, apresentando o o0sso amplos canais de
reabsor¢do, o que o torna menos resistente. Tudo isso acontece devido a diminuicao
na formagdo éssea, aumento na rebsor¢do do osso formado ou da combinagdo dos
dois fatores (Huang et al., 2009; Song et al., 2017).

A doenca pode se desenvolver na senescéncia ou associada a processos



inflamatdrios, alteracdes enddcrinas, uso de drogas como os glicocorticdides ou pela
deficiéncia de hormonios sexuais como o estrogeno (Manolagas, 2000; Riesco et al.,
2013). O estrégeno exerce uma funcdo importante no tecido dsseo e seus receptores
estdo presentes tanto nos osteoblastos quanto em ostedcitos (Tomkinson et al., 1997,
1998). No tecido dsseo, ele € capaz de aumentar a diferenciacdo osteobléstica (Bland,
2000) e estimular a sintese e mineralizacdo da matriz 6ssea (Chow et al., 1992),
regulando a expressdo de genes que codificam coldgeno I, osteopontina, osteocalcina
e osteonectina (Bland, 2000). No processo de reabsor¢do dssea, o estrégeno atua de
maneira indireta regulando a sintese e a liberac@o de fatores de crescimento, citocinas
e prostaglandinas (Hillard e Stevenson, 1991; Bilezikian et al.,, 1996; Chiu et al.,
2000). Neste contexto, ele atua nos mondcitos promovendo uma redugdo plasmatica
de IL-1 e TNF-a (Pacifici et al., 1989; Pacifici, 1996), o que estimula a produgdo de
citocinas como IL-6 e M-CSF as quais regulam a fusdo e a diferenciacdo de células
precursoras de osteoclastos. Além disso, ele promove a liberagdo de TGF-f3, que atua
sobre osteoclastos, estimulando a sua morte e inibindo a reabsor¢do 6ssea (Hughes et
al., 1997).

E descrito na literatura que a osteoporose altera o metabolismo 6sseo, tanto
no processo de remodelacdo quanto no processo de reparo (Cortet, 2011; Liu et al.,
2013). Alguns estudos demonstraram um atraso no reparo osseo de tibias de ovelhas e
de fémures de ratas com osteoporose (Walsh et al., 1997; Lill et al., 2003; Hao et al.,
2007). Além disso, Hsieh et al. (1995) observaram que a deficiéncia estrogénica pode
afetar a remodelacdo Ossea de alvéolos dentdrios de ratas ovariectomizadas. Segundo
Xu et al. (2004), a osteoporose influencia a quantidade e a qualidade do calo 6sseo em
estagios precoces do reparo dsseo, podendo estar relacionado com a diminuicdo da

expressio de TGF-f em osteoblastos. Entretanto, Blythe e Burchsbaum (1976)



avaliaram o efeito do estrégeno no reparo de fraturas de fibulas e ndo observaram

diferencas na resisténcia dssea entre os grupos tratados e controle.

1.4 Biomateriais e reparo 0sseo

Viarios estudos tem avaliado o reparo 6sseo frente a insercao de diferentes
drogas e biomateriais (Shyng et al., 1999; Wiltfang et al., 2004; Usui et al., 2008;
Mendes et al., 2010; Bhattacharya et al., 2010; Alt et al., 2013; Gupta et al., 2013;
Einhorn and Gerstenfeld 2015; Andrade et al., 2016; Frasca et al., 2017) com o
objetivo de diminuir o tempo do processo de reparo, assim como o aparecimento de
complicagdes. Nos dltimos anos, os nanotubos de carbono (NTCs) e o hialuronato de
sodio (HY) surgiram como potenciais biomateriais capazes de acelerar o reparo 6sseo
(Mendes et al., 2008; Mendes et al., 2010; Sa et al., 2013; Martins-Junior et al., 2016;

Sa et al., 2016; Andrade et al., 2016 ).

1.4.1 Acido hialurénico

O HY ¢é uma glisoaminoglicana de alto peso molecular (~10’ Da) composto
de repetidas unidades dissacaridicas de 4cido D-glucordnico e N-acetilglicosamina
(Moseley et al., 2002; Prince, 2004). A primeira descri¢do da sua estrutura quimica
foi realizada por Linker em 1955 (Figura 2) (Linker et al. 1955). Por ser um dos
principais componentes da MEC (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; Riigheimer et al., 2009), altas
concentracdes de HY podem ser observadas na pele (Juhlin, 1997), nos fluidos das
jungdes sinoviais, nos revestimentos dos tendoes (Engstrom-Laurent, 1997; Fraser et

al., 1997, Altman et al., 2015), no humor vitreo, no cordao umbilical e na maioria dos



liquidos corporeos (Moseley et al., 2002; Prince, 2004). Sua sintese ocorre no
citoplasma e sua liberagdo ocorre por meio de um complexo enzimético presente na

membrana plasmatica (Alberts et al., 2004).
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Acido D-glucordnico N- acetilglicosamina

Figura 2: Estrutura quimica do hialuronato de sédio (Fonte: Maleki et al., 2007).

A interacdo direta do HY com receptores de superficie, como CD44
(Knudson et al., 2002), RHAMM (Lapcik et al., 1998) e ICAM-1 (Laurent et al.,
1986), ativa vias intracelulares como Akt, ERK1/2 (David-Raoudi et al., 2008), c-Src,
Ras e MAP quinases (Xu et al., 2012). Essas vias de sinalizacdo estdo envolvidas em
diversas funcdes celulares como adesdo, migracdo, proliferacao e diferenciacao
celular (Turley et al., 2002). Sendo assim, o HY desempenha um papel crucial no
processo de reparo tecidual.

No processo de reparo 6sseo, o HY pode acelerar a formagdo 6ssea in vitro

(Pilloni & Bernard, 1998) e in vivo (Sasaki & Watanabe, 1995), acelerar

o

o/

revascularizacdo (Giavaresi et al., 2005), promover a adesdao de osteoclastos

superficie 6ssea (Prince, 2004) e acelerar o processo inflamatério, aumentando o



infiltrado celular e a producdo de citocinas pré-resolutivas (Kobayashi et al., 1997).
Estudos recentes tem observado efeitos benéficos do HY em modelos de defeitos
dsseos, isolado ou associado a outros materiais (Mendes et al., 2008; Itoh et al., 2001;
Arosarena & Collins, 2005). Mendes et al. (2008) descreveram o potencial
osteoindutor do HY em alvéolos dentdrios de ratos pela estimulacdao de 2 fatores:
BMP-2 e osteopontina. Outros estudos demonstraram que a associacdo do HY com
outros materiais induz efeitos positivos no processo de reparo 0sseo, seja como

carreador para BMP-2 (Itoh ef al., 2001) ou associado a NTCs (Mendes et al., 2010).

1.4.2 Nanotubos de carbono

O carbono € um dos elementos quimicos mais fascinantes, além de ser um
dos mais abundantes na natureza. No principio, acreditava-se que o carbono era capaz
de dar origem apenas ao grafite e ao diamante, mas em 1985 foi descoberta a
existéncia dos fulerenos (Kroto et al., 1985) e em 1991 Sumio lijima observou pela
primeira vez os NTCs (Iijima 1991).

Os NTCs sao formas metaestdveis resultantes do enrolamento de um plano
de atomos de carbono (Dresselhaus et al., 1996) e estdo entre os mais duros e fortes
materiais conhecidos na drea de engenharia de materiais. Podem ser classificados em
NTCs de paredes simples (NTCPSs) — single walled carbon nanotubos (SWCNTSs) ou
NTCs de paredes multiplas (NTCPMs) — multi walled carbon nanotubes
(MWCNTSs) (MacDonald et al., 2005; Zhao et al., 2005; Boccaccini et al., 2006;
Costa et al., 2016). OS NTCPMs foram observados pela primeira vez em 1991 por
Ijima e, 2 anos depois, a sintese dos NTCPSs foi publicada simultaneamente por Ijima
e colaboradores no Japao e Bethune e colaboradores nos EUA. Os NTCPSs possuem

apenas uma folha de grafite enrolada em torno de um mesmo eixo e didmetros de 1,0
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nm a 1,5 nm, com comprimentos de centenas e até dezenas de vezes maiores que seu
diametro (Ajayan, 1999). J4 os NTCPMs possuem uma estrutura de mdltiplas folhas
de grafite enroladas em torno de um mesmo eixo e os seus diametros podem ser
superiores a 100 nm (Tran et al., 2009). A Figura 3 mostra NTCPSs e NTCPMs

através de uma representagcdo esquematica.

A
A\

Figura 3: Representacio esquematica de NTCPSs (A) e NTCPMs (B).

As principais formas de sintese dos NTCs sdo: deposicao via descarga de
arco elétrico, deposi¢do quimica na fase vapor (CVD) e ablagdo por laser. No
primeiro processo, uma descarga de arco elétrico ¢ gerada entre dois eletrodos de
grafite em uma atmosfera inerte dentro de uma camara a baixa pressao. Para produzir
essa descarga, as pontas dos eletrodos sdo aproximadas até que a distancia entre elas
se torne suficientemente pequena para que forme um arco elétrico entre os eletrodos.
Quando a pressao interna da camara ¢ igualada a externa, a camara € entao aberta € o
material gerado pelo processo ¢ recolhido da superficie da camara e, em seguida, ¢

feito o processo de purificagdo. Este processo ocorre a temperaturas elevadisismas e
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0os NTCs produzidos por esta técnica ndo apresentam defeitos em sua estrutura, porém
o material ¢ menos puro e sua produgao ocorre em pequena escala (Khan et al., 2006).

A CVD consiste basicamente em utilizar um gas que tenha carbono como
elemento constituinte e juntamente com catalisadores metalicos submeté-los a uma
alta temperatura. Quando a temperatura ¢ suficientemente alta ocorre a decomposicao
térmica do precursor de carbono sobre a superficie do catalisador produzindo os
NTCs. Os NTCs produzidos por essa técnica podem apresentar defeitos em sua
estrutura, porém sdo produzidas quantidades comerciais de relativa pureza (Khan et
al., 2006).

No método de ablacdo a laser o grafite ¢ vaporizado pela irradiacao laser em
um fluxo de gas inerte. Para a producao de NTCPMs, apenas o grafite puro ¢
submetido a ablagdo, e para a sintese de NTCPSs uma pequena quantidade de metal
de transi¢ao ¢ misturada ao grafite (Guo et al., 1995; Yakobson and Smalley, 1997).

Os NTCs apresentam propriedades fisicas, quimicas e mecanicas bem
interessantes. Dependendo de seu raio e simetria (ou quiralidade) eles podem se
comportar como um metal ou semicondutor. S3o materiais que apresentam uma
grande resisténcia mecanica devido a forte ligagdo covalente entre os seus atomos,
uma alta condutividade térmica devido ao seu carater metalico, além de apresentar
inércia quimica, devido a auséncia de ligagdes pendentes (Dresselhaus et al., 1996;
Tonelli et al., 2012).

As propriedades dos NTCPSs e dos NTCPMs sao bem parecidas, porém os
NTCPMs apresentam uma melhor resisténcia € uma maior pureza em relagdo aos
NTCPSs, além de ter a vantagem de suas paredes externas protegerem as paredes
internas de interagdes quimicas com diferentes substancias (Eatemadi et al., 2014).

Por serem materiais bastante versateis, com propriedades bem distintas,
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biocompativeis e de facil capacidade de funcionalizacdo, o potencial dos NTCs para
aplicagdes bioldgicas ¢ elevado (Malarkey and Purpura, 2010; Irineu et al., 2012;
Liao et al., 2012; Cheng et al., 2013; Cancian et al., 2016). Diversos estudos tem
demonstrado a utilizagdo dos NTCs no encapsulamento de enzimas, na distribui¢do de
drogas, como vesiculas para entrega de DNA em células vivas e também no processo
de reparo d6sseo (Mattson et al., 2000; Hartgerink et al., 2001; Koltover et al., 1998;
Maeda et al., 2010).

No processo de reparo d6sseo, os NTCs podem promover a nucleagdo de
cristais € o crescimento do componente inorganico do osso (Zhao et al., 2005),
sustentar e promover o crescimento de osteoblastos (Price et al., 2004) e acelerar a
formagdo 6ssea (Zanello et al., 2006). Supronowicz et al. (2002) demonstraram in
vitro que os NTCs estimulam a proliferacao celular e aumentam a expressao de genes
relacionados a formacao 6ssea. Embora a maioria dos estudos que demonstram a
interacao do tecido 6sseo com os NTCs tenham sido feitos in vitro, alguns estudos in
vivo também foram realizados (Saito et al., 2001; Wang et al., 2007; Abarrategi et al.,
2008; Mendes et al., 2008; Usui et al., 2008; Martins-Janior et al., 2016).

Quando associados a outros materiais, os NTCs podem gerar compositos
diferenciados, servindo como elemento de refor¢co e conferindo ao novo material
melhorias nas propriedades fisico-quimicas e mecanicas (Abarrategi et al., 2008;
Bhattacharyya et al., 2008; Sitharaman et al., 2008; Silva et al., 2009; Gupta et al.,
2013; Martins-Junior et al., 2013; Cancian et al., 2016). Diversos estudos mostraram
que implantes a base de NTCPMs combinados com outras substancias, tais como
quitosana ou HY, possuem uma alta compatibilidade com o tecido dsseo, promovendo
um crescimento desse tecido sem apresentar uma resposta inflamatdria acentuada

(Abarrategi et al., 2008; Mendes et al., 2008; Andrade et al., 2016).
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1.4.3 Funcionalizacao dos NTCs com o HY

NTCs sdao materiais com uma grande inércia quimica e, portanto, de dificil
interacdo com outros materiais, como os polimeros. Um dos principais motivos para
isto é a baixa dispersao dos NTCs em dgua ou solventes organicos. Para utilizar os
NTCs como refor¢co de um material € necessdrio aumentar a sua interagdo através do
processo de funcionalizag@o. Este processo consiste na insercdo de grupos funcionais
nas paredes e extremidades dos NTCs a fim de promover uma melhor solubilizagdo e
dispersdo em solventes e uma melhor interacio dos NTCs com a matriz
(Bhattacharyya et al., 2008).

Um dos materiais que sdo frequentemente utilizados como matrizes
tridimensionais ou scaffolds no campo da engenharia de tecidos sdao os polimeros
(Thomas et al, 2007) e, neste contexto, polissacarideos, como o HY, sdo muito
interessantes por estarem relacionados aos mecanismos de reparo (Crompton et al.,
2007; Martins-Junior et al., 2013). No entanto, para que materiais hidrogéis sejam
utilizados como matrizes tridimensionais, algumas propriedades essenciais devem ser
destacadas, como a capacidade de absor¢ao de agua e a estabilidade mecanica da
estrutura porosa. Assim, diversos estudos tem demonstrado que as interagdes dos
NTCs com hidrogéis sao capazes de melhorar as propriedades mecanicas dos
hidrogéis sem alterar algumas propriedades originais desse material, como a
capacidade de absorcao de agua e o seu inchamento natural (Li et al., 2005;
Bhattacharyya ef al. 2008). Dentro desse contexto, Mendes et al., (2010), Sa et al.,
(2012, 2016), Martins-Junior ef al., (2016) e Andrade ef al., 2016 demonstraram que a
funcionalizagdo de NTCs com HY ¢ uma estratégia vidavel para melhorar as

propriedades fisicas do HY com a preservagao dos efeitos biologicos.
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2. JUSTIFICATIVA

Em estudo prévio avaliamos os efeitos do HY e dos NTCs de paredes
simples ou multiplas funcionalizados ou ndao com HY no reparo 6sseo de tibias de
ratos (Andrade et al., 2016). A andlise morfométrica revelou que todos os tratamentos
promovem um aumento significativo na formacdo de trabéculas Osseas e
imunohistoquimica demonstrou, qualitativa e quantitativamente, uma menor
expressao do VEGF nas tibias tratadas com HY quando comparadas as tibias controle.
Nas tibias tratadas com NTCPMs e NTCPMs-HY, a expressdao do VEGF foi maior
em relacdo as tibias controle, sugerindo uma capacidade maior destes biomateriais em
acelerar o processo de reparo 6sseo (Andrade et al., 2016). Estes dados indicam que o
HY, os NTCs e os NTCs de paredes simples ou mdltiplas funcionalizados com HY
aceleram o processo de reparo em tibias de ratos.

No entanto, € importante salientar que esses experimentos foram conduzidos
em animais normais, sem evidéncias de comprometimento do processo de
remodelacdo Ossea. Desta maneira, no presente estudo, o reparo dsseo das tibias foi
reproduzido em animais osteopordticos, de modo a verificar se o tratamento das tibias

com HY ou NTCs-HY também € efetivo em condicdes patoldgicas dsseas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos do HY, dos NTCPMs ¢ NTCPMs funcionalizados com o

HY, no reparo e na composi¢do tecidual éssea de tibias de ratas ovariectomizadas

(osteopordticas).

3.2 Objetivos especificos

e (Caracterizar as amostras de NTCPMs e NTCPMs funcionalizados com HY;
* Avaliar histologicamente o processo de reparo Osseo 7, 14 e 21 dias apds a

realizacdo do defeito 6sseo em tibias de ratas ovariectomizadas tratadas ou nao

com HY, NTCPMs ou NTCPMs-HY;

* Avaliar morfometricamente o percentual de trabéculas 6sseas 7, 14 e 21 dias apds
a realizacdo do defeito 6sseo em tibias de ratas ovariectomizadas tratadas ou nao

com HY, NTCPMs ou NTCPMs-HY;

* Avaliar a formagdo 6ssea 7, 14 e 21 dias apds a realizacdo do defeito 6sseo em
tibias de ratas ovariectomizadas tratadas ou ndo com HY, NTCPMs ou NTCPMs-

HY utilizando a micro —CT;

* Avaliar morfometricamente a densidade mineral 6ssea e o processo de reparo
O0sseo 7 dias apdés a realizacdo do defeito dsseo em tibias de ratas
ovariectomizadas tratadas ou ndo com HY, NTCPMs ou NTCPMs-HY utilizando

a miro-CT;
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* Avaliar a expressao de BMPs, TGF- B ¢ PDGF-B 7 dias apds a realizagdao do
defeito 6sseo em tibias de ratas ovariectomizadas tratadas ou ndao com HY,

NTCPMs ou NTCPMs-HY;

* Avaliar por meio da espectroscopia de Raman a composicao tecidual dssea apds 7,
14 e 21 dias de reparo de tibias de ratas ovariectomizadas tratadas ou ndao com

HY, NTCPMs ou NTCPMs-HY.
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4. METODOLOGIA
4.1 Sintese e caracterizacdo dos NTCs funcionalizados com o HY

4.1.1. Sintese de NTCs

NTCPMs foram sintetizados no laboratério de Nanomateriais do
departamento de Fisica do Instituto de Ciéncias Exatas da UFMG, em supervisdo do
professor Luis Orlando Ladeira. O método utilizado para a sintese foi o de deposigao
de vapor quimico utilizando ferroceno e etileno como catalisadores a uma temperatura
de 750°C (Trigueiro et al., 2007). Em seguida, o material foi purificado através de
tratamentos acidos e oxidacdo térmica e foram entdo submetidos a refluxos em acido
nitrico (3 mol/L) em microondas por um periodo de 15 minutos com o objetivo de
adicionar grupos carboxilicos a estrutura dos NTCPMs. Por fim, NTCPMs foram
centrifugados a 7000 rpm e lavados diversas vezes com agua deionizada até a
completa remog¢do do acido nitrico. Os NTCPMs carboxilados (NTCPMs-COOH)

foram mantidos na estufa a 60°C por 12 h para secarem.
4.1.2. Caracterizacido dos NTCs

Para a caracterizagdo dos NTCPMs, a microscopia eletronica de transmissao
(MET) foi realizada a fim de verificar o numero ¢ a espessura das paredes dos

NTCPMs. Além disso, em espectros de Raman foram analisadas as regides de energia

das bandas D e G. Sabe-se que a banda D esta centrada a 1350 cm_1 e ¢ relacionada a
presenca de carbono amorfo e defeitos estruturais nos NTCs (Zhou et al., 2001; Jorio
et al., 2003; Arepalli et al., 2004), enquanto a banda G ¢ originada no modo

tangencial E2g do grafite tanto em NTCs de paredes simples quanto de paredes
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multiplas. A intensidade relativa entre as bandas D ¢ G ¢ um indicativo da presenca
de carbono amorfo e/ou defeitos nos NTCs. As analises de caracterizacdo das
amostras foram realizadas em parceria com o professor Rodrigo Rezende do
Laboratério de Sinalizacdo Celular e Nanobiotecnologia do Departamento de
Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal

de Minas Gerais.

4.1.3. Funcionalizacao de NTCs com HY

NTCPMs carboxilados (0,5 mg/mL) e HY (0,5 mg/mL) foram misturados
em uma cuba ultrasonica. Essa mistura foi lavada com agua deionizada repetidamente
e filtrada com filtro Millipore para eliminar o excesso de NTCPMs e HY. O material
retido sobre o filtro permaneceu em estufa para secagem e, em seguida, foi
armazenado para ser utilizado nos protocolos experimentais. No dia de cada
procedimento cirurgico de perfuragdo das tibias, NTCPMs e NTCPMs-HY sob a
forma de pd foram misturados com um gel inerte, o carbopol, ¢ armazenados na

geladeira até o momento de sua utilizagao.

4.2 Inducio da osteoporose

Os estudos in vivo foram conduzidos em ratas Wistar fémeas (n=170, 3
meses de idade) (quadro 1), pesando entre 200 e 250 g, fornecidos pelo Centro de
Bioterismo (CEBIO) do ICB-UFMG. Esse projeto foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA) da UFMG e esta documentado
com protocolo n° 161/2015 (documento em anexo). Os animais foram mantidos em
biotério adequado, com temperatura ¢ luminosidade controladas, acondicionados em

gaiolas plasticas e com acesso livre de 4gua e ragao.
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O modelo de osteoporose utilizado foi o modelo o qual a doenga ¢ induzida
por meio da ovariectomia. Inicialmente, os animais foram separados em dois grupos,
um ovariectomizado (OVX) e um normal (sham). Eles foram anestesiados por meio
de uma injecdo intramuscular de uma combinacao de cloridrato de xilazina 2% (0,1
mL/100g) e cloridrato de quetamina 10% (0,1mL/100g) para a extirpagao dos ovarios.
Os animais do grupo controle (sham) passaram pelas mesmas etapas cirirgicas, com
excec¢ao da remoc¢ao dos ovarios.

Apds um periodo de trés meses, as ratas foram submetidas ao procedimento
de perfuracdo da tibia, visto ser o tempo suficiente para provocar perda de massa e
mineral 6sseo em funcdo da deficiéncia de estrogeno (Ocarino et al .,2007; Cunha et

al., 2008).

Quadro 1: Numero de animais utilizados em cada técnica.

n=4 n=4 n=4

Sham - Coagulo n=4
OVX - Coagulo =6 =6 =6 n=4 n=4 n=4 n=4
OVX - HY 1% =6 =6 =6 n=4 n=4 n=4 n=4
OVX - NTCPMs n=6 n=6 n=6 n=4 n=4 n=4 n=4
OVX - NTCPMs-HY n=6 n=6 n=6 n=4 n=4 n=4 n=4
TOTAL 30 30 30 20 20 20 20
170
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4.3 Procedimento cirurgico para a perfuracao da tibia

Para a realizagdo da cirurgia de perfuragdo da tibia, os animais foram
anestesiados com uma injecdo intramuscular de uma combinagdo de cloridrato de
xilazina 2% (0,1 mL/100g) e cloridrato de quetamina 10% (0,1 mL/100g), sendo feita
uma incisdo na regiao anterior da pata esquerda, afastamento da musculatura, seguido
pela perfuragdo da tibia com uma broca piloto de 1,6 mm, com irrigagdo constante
(NaCl 0,9%). O defeito 6sseo foi realizado no terco médio das tibias, ao longo do
eixo latero-lateral, sendo perfuradas ambas as corticais. Os animais foram
subdivididos nos seguintes grupos experimentais (Quadro 2): (i) Sham (animais
pseudo-ovariectomizados), (i) controle (animais OVX codgulo), (iii)) HY 1% (
animais OVX tratados com HY 1%), (iv) NTCPMs (animais OVX tratados com
NTCPMs 100 pg/mL) e (v) NTCPM-HY (animais OVX tratados com NTCPMs-HY
100 ug/mL). Em seguida, foi realizada a sutura da musculatura e da pele e, ao final do
procedimento cirtrgico, 0s animais receberam  uma dose de
benzilpenicilina/estreptomicina (0,84 mg/100g de peso corporal) e uma dose de
flunixina meglumina (0,22 mg/100g de peso corporal), ambas via intramuscular. Apds
7, 14 e 21 dias, os animais foram eutanaziados por decapitagdo, os uteros foram
retirados e pesados e as tibias foram imersas em formalina neutra tamponada (FNT)
10% a temperatura ambiente por 48 h para andlises histologica e morfométrica ou
imersas em alcool 70% para analises de espectroscopia de Raman e Micro CT ou

processadas para extragdo do RNA.
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Figura 4: Procedimento cirurgico de perfuragdo 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 perfuracdo com uma broca de 1,6 mm
sob constante irrigagao (C) € realizada no osso (D). Em (E) observa-se a aplicacao dos

tratamentos, seguida pela sutura da pele (F).
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Quadro 2: Grupos experimentais.

GRUPO TRATAMENTO
I Sham - Coagulo
II OVX - Coagulo
I OVX-HY 1%
v OVX - NTCPMs
\Y% OVX - NTCPMs-HY

4.4 Processamento histologico

Tibias fixadas em FNT 10% foram submetidas a imersdo em agua corrente
para remog¢ao do excesso de fixador e neutralizagdo do acido férmico através de
quatro banhos de 15 minutos. Em seguida, foram desmineralizadas em solugdo de
Planck Rychlo por um periodo de aproximadamente 48 h. Apds a desmineralizagao,
as tibias foram imersas em 4gua corrente para a remocdo do excesso de
descalcificador em quatro banhos de 15 minutos. O seguinte processo de inclusao foi
utilizado:

a) Fase de desidratagdo: imersdo das amostras em banhos de alcool etilico por 30
minutos cada (70% I e II, 80% I e II, 90%, 95% e absoluto I, II e III);

b) Fase de diafanizagdo: 20 minutos de imersao das amostras em trés banhos de xilol;
c¢) Fase de infiltracdao: imersao 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.
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Foram obtidos de cada amostra cerca de 30 cortes semi-seriados de 6 um de
espessura no plano sagital que foram montados em laminas histologicas previamente
silanizadas com silano 2%. As laminas de cada amostra foram armazenadas para
processamento em Tricromico de Masson. Foram selecionados 4 cortes alternados de
cada amostra para serem corados com Tricromico de Masson.

Coloragdo com Tricromico de Masson

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

- imersao em xilol (I) por 30 minutos

- imersao em xilol (II) por 15 minutos

- imersao em xilol (IIT) por 15 minutos

- imersao em alcool etilico absoluto (I) por 2 minutos

- imersao em alcool etilico absoluto (IT) por 2 minutos

- imersao em alcool etilico absoluto (III) por 2 minutos

- imersdo em 4lcool etilico a 90% por 2 minutos

- imersdo em 4alcool etilico a 80% por 2 minutos

- imersdo em 4lcool etilico a 70% por 2 minutos

- lavagem em agua corrente por 20 minutos

- imersao em solucao de hematoxilina de Harris por 1 minuto
- lavagem em agua corrente por 20 minutos

- imersao em solucao de Tricromico de Masson por 8 minutos
- 3 mergulhos rapidos em agua corrente

- imersdo em alcool etilico a 90% por 1 minuto

- imersdo em alcool etilico a 95% por 1 minuto
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- imersao em alcool etilico absoluto (I) por 1 minuto
- imersao em alcool etilico absoluto (II) por 1 minuto
- imersao em alcool etilico absoluto (III) por 1 minuto
- imersao em xilol (I) por 2 minutos
- imersao em xilol (II) por 2 minutos
- imersao em xilol (IIT) por 10 minutos
Apo6s a coloragdo, laminulas de 24x50 mm foram montadas sobre os cortes

utilizando-se Entellan como agente de unido.

4.5 Analise histologica e morfométrica

Foram obtidas 20 imagens dos 4 cortes de cada defeito (n=6 animais por
grupo), 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 condi¢des de morfometria
foram previamente descritas na literatura (Caliari, 1997).

Para a analise morfométrica foi considerado o percentual de trabéculas
Osseas presentes em relacdo 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 6sseas foram selecionados na imagem real com subsequente
criagio de uma imagem binaria e obten¢io da area em pum’. Foram excluidas as
amostras que apresentaram inclusdo e/ou coloragdo inadequadas e auséncia de
integridade dos cortes histologicos. As andlises morfométricas foram realizadas no
Laboratério de Protozoozes do Departamento de Patologia Geral do ICB-UFMG sob

a supervisao do professor Marcelo Caliari.
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Formula 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° zm®)

4.6 Microtomografia computadorizada

Os ensaios de micro-CT foram realizados no Laboratorio de Materiais
Ceramicos do Departamento de Engenharia Metaltrgica e de Materiais — UFMG sob
a supervisao do professor Wander Vasconcelos. Foi utilizado equipamento compacto
modelo SkyScan 1174 (Bruker micro-CT, Bélgica). Apos as cirurgias de perfuragao,
as amostras de tibias (n=6 animais por grupo no tempo de 7 dias; n=2 animais por
grupo no tempo de 14 e 21 dias) foram imersas em solucdo de alcool 70% para
armazenamento, como mencionado anteriormente. No dia do procedimento, as
amostras foram secas para remog¢ao do liquido superficial e colocadas diretamente no
porta-amostras fornecido pelo fabricante, devidamente fixadas de modo a ndo se
movimentarem durante o escaneamento. Foram utilizados para o escaneamento uma
tensao de 50 kV, corrente de 800 mA e 40 W de poténcia da fonte de raios x. Foi
utilizada uma resolugao espacial de 8,05 um de tamanho de pixel e filtro de aluminio
de 0,5 mm. O escaneamento foi realizado em 180 °, com proje¢des sendo obtidas a
cada 0,7 °, sendo 3 frames para cada passo de rotagdao. As projegoes de imagens foram
reconstruidas em fatias 2D utilizando-se o software NRecon (v.1.6.9.18, Skyscan,
Bruker micro-CT, Bélgica) e, posteriormente, as andlises tridimensionais foram
realizadas utilizando o software CTan (v.1.15.4.0, Bruker micro-CT, Bélgica).

Para analise da estrutura tridimensional das amostras de 7 dias, as fatias
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reconstruidas foram inicialmente binarizadas utilizando o software CTAn e a regido
do defeito dsseo foi definida e selecionada como a regido de interesse (ROI — Region
of Interest) nas secOes transversais de cada amostra para posterior analise
morfométrica. O software CTAn foi utilizado para realizar a analise morfométrica. Os
seguintes parametros foram avaliados: densidade mineral o6ssea (quantidade de
mineral existente na area da regeneragdo do defeito Osseo), percentual de volume
0sseo (razao entre o volume Osseo trabecular pelo volume total do defeito), espessura
trabecular (espessura média das trabéculas), separacao trabecular (espaco médio entre
as trabéculas) e numero trabecular (nimero de trabéculas por unidade de
comprimento).

Para obtencdo dos valores de densidade mineral Ossea, foi realizada a

calibracao do equipamento utilizando-se phantoms [0,25 g/cm3 e 0,75 g/cm3, com 4
mm de diametro, aplicavel a ossos de ratos (Bruker micro-CT, Bélgica)] que foram
escaneados e reconstruidos utilizando-se os mesmos parametros das amostras de tibia.
A densidade foi calibrada no software CTAn para posterior obtengdo do resultado de
densidade mineral 6ssea das amostras. Os resultados foram expressos em valores

percentuais dos parametros avaliados.
4.7 PCR quantitativo

A andlise quantitativa por PCR avaliou a expressao de genes relacionados ao
reparo 6sseo. O RNA total (n=4 animais por grupo) foi isolado do defeito dsseo
usando 500uL de Trizol® gelado. Em seguida, foram adicionados 100uL de
cloroférmio e o microtubo permaneceu em repouso por 3min a temperatura ambiente.
Logo depois, os tubos foram centrifugados a 12000xg por 15min a 4°C. Ao término

da centrifugacao foram formadas 3 fases. A fase mais inferior ¢ formada por restos de
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células e contaminantes, a por¢ao central ¢ composta por DNA e a fase superior ¢ que
contem 0 mRNA (RNA mensageiro) extraido. A por¢ao superior foi entdo transferida
para um novo tubo microtubo de 1,5mL e adicionado 250uL de isopropanol gelado
para precipitar o mRNA permanecendo em repouso por 15min. Em seguida, os tubos
foram centrifugados a 12000%g por 15min a 4°C. O precipitado formado foi entdo
lavado 2 vezes com alcool 75% gelado e centrifugado 12000 x g por 3min a 4°C. O
volume foi descartado e o precipitado seco em ambiente. A concentracdo do RNA foi
determinada espectrofotometricamente. A integridade do RNA foi avaliada com um
gel de agarose 1% em TBE (Tris/Borato/EDTA) por 1h a 70V. A conversdao do
mRNA em cDNA foi realizada de acordo com as recomendacdes do fabricante. O kit
utilizado foi First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas® ). Primeiramente, 2ug de
mRNA foi tratada com DNAse para que seja degradada qualquer contaminagao, para
tanto a enzima permaneceu ativa por 20min a 25°C e em seguida, foi inativa por
temperatura, 10min a 65°C. Em seguida o mix preparado com os reagentes fornecidos
pelo kit (tampao 5x, dNTP, OligoDT, Mulv, RNAout) foram adicionados. A ciclagem
utilizada no experimento foi de 10min a 25°C para anelamento do oligoDT, 1 hora a
42°C para a sintese do cDNA, e por fim, 10min a 70°C para a inativacao da enzima.
As amplificacdoes de PCR foram realizadas em StepOnePlus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems® ). As reacdes foram executadas em uma mistura com 15uL de
volume final contendo tampao 1x SYBR Green Master Mix qPCR (Thermo® )e a
quantidade determinada de cada primer (quadro 3). O protocolo da PCR foi feito a 5
min de desnaturacdo a 95°C e 50 ciclos a 1min para anelamento e elongacdo a 60°C, e
10s de desnaturacao a 95°C. A fluorescéncia foi detectada ao final de cada fase de
extensdo. Para excluir a contaminacao de produtos inespecificos da PCR tais como os

dimeros de primer, a analise da curva de dissociagao foi aplicada a todos os produtos
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ao final da ciclagem. As analises foram realizadas pelo programa DataAssist v3.01

fornecido pela Applied Biosystems®" A quantificagdo relativa da expressao dos

genes foi feita usando o método 2 ™ *“T, como descrito anteriormente (Livak e

Schmittgen, 2001). Esta técnica foi executada no Laboratério de Sinalizagao Celular e

Nanobiotecnologia do Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB/UFMG,

sob a supervisao do professor Rodrigo R. Resende.

Quadro 3: Sequéncia de primers usados para PCR em tempo real.

Fator cresciemtno derivado de

Fwd

5’-TGACCCGAGCACATTCTGGA-3’

plaquetas B (PDGF-B) Rev | 5’-GTCTTGCACTCGGCGATTACG-3’
Proteinas morfogenéticas do | Fwd | 5’-GGAAAACTTCCCGACGCTTCT-3’
o0sso 2 (BMP-2) Rev | 5’-CCTGCATTTGTTCCCGAAAA-3’
Proteinas morfogenéticas do | Fwd | 5’-TTATGAGGTTATGAAGCCCCCA-3’
0sso 4 (BMP-4) Rev | 5>-GCTCACATCGAAAGTTTCCCAC-3’
Proteinas morfogenéticas do | Fwd | 5’-CCTTGGTCCACCTTATGAATCC-3’
0sso6 (BMP-6) Rev | 5’-GACATTGGAGTTGTCGTCGAA-3’

Rev | 5>-TCGGCCCTCATCTCCACATCATTG-3’
GAPDH Fwd | 5>-GTATTGGGCGCCTGGTCACC-3’

Rev | 5-CGCTCCTGGAAGATGGTGATGG-3’

Fwd: foward; Rev: reverse.
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4.8 Espectroscopia de Raman

A andlise das amostras (n=4 animais por grupo) por espectroscopia de
Raman foi realizada no Laboratério de Difracdo e Espectroscopia do Instituto
Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro) no estado do Rio de
Janeiro, sob a supervisdo do Dr. Erlon Henrique Martins Ferreira. Tibias imersas em
alcool 70% foram utilizadas para essas analises. Os ensaios foram realizados em um
espectrometro Horiba Jobin-Yvon que opera no modo micro Raman e na
configuragdo de retroespalhamento. Como fonte de excitagao foi utilizado um laser de
estado solido de Ti:safira sintonizado em 785 nm (1,58 eV). A calibracdo do
espectrometro foi realizada usando como referéncia uma amostra de ciclohexano. O
espectrografo dispersou a luz Raman espalhada da amostra e um sensor refrigerado
em nitrogénio liquido detectou o sinal Raman. Para cada amostra foram coletados 5
espectros em 3 pontos diferentes de cada amostra usando uma lente de 10x (NA 0,25).
O diametro do feixe foi de aproximadamente 4 um e a poténcia do laser foi de
aproximadamente 10 mW na amostra. Os espectros foram coletados no intervalo de
200 cm™ a 1800 cm™ e tratados para remocdo da linha base. A estimativa da linha
base foi feita pela minimizagdo de uma funcao custo ndo quadratica com os seguintes
parametros: ordem 7, limite 0,001 e fungdo quadratica truncada assimétrica. O valor
médio das intensidades de 2 bandas caracteristicas foi medido: fosfato (cerca de 903-

991 cm™) e matriz colageno amida I (cerca de 1390-1470 cm™).

4.9 Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média £+ EPM. As andlises

estatisticas foram realizadas utilizando o teste one-way ANOV A seguido pelo teste de
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comparac¢ao multipla de Newman-Keuls com o auxilio do programa GraphPad Prism

5. Resultados com p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

31



5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao dos NTCPMs e dos NTCPMs funcionalizados com

HY

Antes de testar os biocompdsitos in vivo, foi feita a caracterizacdo das
amostras utilizando MET e espectroscopia de Raman. Analises de MET revelaram
que os NTCPMs apresentaram-se dispostos em feixes formando redes tridimensionais
(Fig. 5A) e cada nanotubo apresentou um didmetro de aproximadamente 15 nm (Fig.
5B). Em relagdo a anélise por espectroscopia de Raman, observamos poucos defeitos
estruturais nos NTCPMs e uma quantidade muito pequena de carbono amorfo (Fig.
5C). Esses resultados indicam que os NTCs obtidos pelo método de deposicao por

vapor quimico sao de paredes multiplas e possuem boa qualidade.
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Figura 5: Caracterizagdo dos NTCPMs. Microscopia eletronica de transmissao
mostrando um aglomerado de NTCPMs (A) e um tinico NTCPM (B) com diametro de
aproximadamente 15 nm. Espectroscopia de Raman dos NTCPMs-COOH e

NTCPMs-HY (C).
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5.2 Peso do utero

A analise do peso do utero demonstrou uma reducao nos valores desse
parametro nos animais OVX (131,90 £ 17,52 mg) em relacdo aos animais sham
(588,5 = 46,90 mg), confirmando a eficiéncia do procedimento cirurgico de

ovariectomia (Fig. 6).
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Figura 6: Peso do tutero de animais sham e ovariectomizados (OVX). Os dados estao

expressos como média = E.P.M. *p<0,05 vs sham (teste ¢ de Student).

5.3 Analises histologicas e morfométricas

5.3.1 Efeitos do HY, NTCPMs e NTCPMs-HY no reparo osseo de

tibias de ratas OVX 7 dias apos o procedimento cirurgico

Sete dias apos as cirurgias tibias sham (Figs. 7A e 7B) apresentaram grande
neoformacao 6ssea com trabéculas maduras e organizadas. Ja as tibias OVX - coagulo
apresentaram na regido central do defeito uma grande quantidade de infiltrado
inflamatério e na periferia, neoformagdo Ossea escassa com trabéculas imaturas e

desorganizadas (Figs. 7C e 7D). As tibias das ratas OVX tratadas com HY (Figs. 7E e
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7F), NTCPMs (Figs. 7G e 7TH) e NTCPMs-HY (Figs. 71 e 7)) apresentaram um
aumento no numero de trabéculas neoformadas, que estavam mais organizadas e
espessas em relacdo as OVX - coagulo.

Os resultados da analise morfométrica referente ao percentual de trabéculas
oOsseas ap6s um periodo de 7 dias estdo na Fig. 7K. As tibias OVX - coagulo (10,82 +
0,99 %) apresentaram uma redu¢do no percentual de trabéculas dsseas em relacao as
tibias sham codgulo (29,38 + 3,44 %). Além disso, todas as tibias OVX tratadas
(26,61 = 1,72 % - HY; 27,77 + 3,55 % - NTCPMs; 27,71 + 5,69 % - NTCPMs-HY)
mostraram um aumento na quantidade de trabéculas dsseas em relacao as tibias OVX
- coadgulo. As tibias sham - coagulo e todas as tibias OVX tratadas foram

estatisticamente equivalentes entre si na formagao do osso trabecular.
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Figura 7: Efeitos do HY, NTCPMs e NTCPMs-HY no reparo 6sseo de tibias de ratas
OVX 7 dias apos o procedimento cirurgico. Fotomicrografias representativas de
secgOes histologicas de tibias 7 dias apds as cirurgias. Tibias sham (A) baixa
magnitude e (B) alta magnitude; Tibias OVX coagulo - (C) baixa e (D) alta
magnitude; Tibias tratadas com HY (E) baixa e (F) alta magnitude; Tibias tratadas
com NTCPMs (G) baixa e (H) alta magnitude; Tibias tratadas com NTCPMs-HY (I)
baixa e (J) alta magnitude. (K) Percentual de trabéculas oOsseas 7 dias apos a
realizagdao do defeito 6sseo. Os dados estao expressos como média + E.P.M. *p<0,05
vs sham, #p<0,05 vs OVX - coagulo. One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de

Newman-Keuls.
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5.3.2 Efeitos do HY, NTCPMs e NTCPMs-HY no reparo osseo de

tibias de ratas OVX 14 dias apds o procedimento cirurgico

Apo6s um periodo de 14 dias, foi observado que as tibias sham apresentaram
trabéculas 0sseas maduras, espessas e bem organizadas (Figs. 8A e 8B). Ja as tibias
OVX - coagulo (8C e 8D) apresentaram uma quantidade reduzida de trabéculas
Osseas em relacdo as tibias sham. De uma forma geral, as tibias OVX tratadas com
HY (Figs. 8E e 8F), NTCPMs (Figs. 8G ¢ 8H) e NTCPMs-HY (Figs. 8I e 8J)
apresentaram boa formacdo de trabéculas oOsseas, sendo observado um melhor
preenchimento da regido do defeito em relagdo as tibias OVX- codgulo.

A andlise morfométrica (Fig. 8K) demonstrou valores estatisticamente
equivalentes no percentual de trabéculas o0sseas em tibias sham (36,56 + 7,61 %) e
OVX tratadas com HY (35,24 + 9,68 %), NTCPMs (40,58 + 4,71 %) e NTCPMs-HY
(40,69 £ 5,67 %). Apesar da reducdo no percentual de trabéculas dsseas no grupo
OVX - codgulo (18,51 + 6,20 %), ndo houve diferenca estatistica em relagdo ao grupo

sham.
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50+

% Trabéculas 6sseas

Figura 8: Efeitos do HY, NTCPMs e NTCPMs-HY no reparo 6sseo de tibias de ratas
OVX 14 dias ap6s o procedimento cirurgico. Fotomicrografias representativas de
secgoes histologicas de tibias 14 dias apds as cirurgias. Tibias sham (A) baixa
magnitude e (B) alta magnitude; Tibias OVX - coagulo (C) baixa e (D) alta
magnitude; Tibias tratadas com HY (E) baixa e (F) alta magnitude; Tibias tratadas
com NTCPMs (G) baixa e (H) alta magnitude; Tibias tratadas com NTCPMs-HY (I)
baixa e (J) alta magnitude. (K) Percentual de trabéculas osseas 14 dias apds a

realizagao do defeito 6sseo. Os dados estdo expressos como média = E.P.M.
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5.3.3 Efeitos do HY, NTCPMs e NTCPMs-HY no reparo 6sseo de

tibias de ratas OVX 21 dias apds o procedimento cirurgico

Apo6s um periodo de 21 dias, foi observado que as tibias sham apresentaram
uma redu¢do na quantidade de trabéculas Osseas € um aumento expressivo na
quantidade de espagos inter-trabeculares (Figs. 9A e 9B), assim como as tibias OVX
tratadas com HY (Figs. 9E e 9F), NTCPMs (Figs. 9G e 9H) e NTCPMs-HY (Figs. 91
e 9J). As tibias OVX - coagulo (Figs. 9C e 9D) também apresentaram uma redugdo na
quantidade de trabéculas oOsseas e uma quantidade razoavel de espacos inter-
trabeculares. O aumento na quantidade de espacos inter-trabeculares em todos os
grupos sugere que o osso recém-formado ja estava em processo de reabsor¢do e o
canal medular ja estava comegando a ser preenchido pela medula 6ssea.

A andlise morfométrica (Fig. 9K) demonstrou ap6s 21 dias um percentual de
trabéculas semelhante em tibias sham (24,72 + 7,99 %), OVX - coagulo (24,74 + 5,66
%), HY (28,58 + 7,14 %), NTCPMs (27,31 + 17,87 %) e NTCPMs-HY (25,40 + 8,43

%).

41



weys

o[n3eo) XAO

AH XAO

SINdOLN XAO

AH-SINdODLN XAO

42



40-

304 -1

% Trabéculas 6sseas

Figura 9: Efeitos do HY, NTCPMs e NTCPMs-HY no reparo 6sseo de tibias de ratas
OVX 21 dias ap6s o procedimento cirurgico. Fotomicrografias representativas de
secgoes histologicas de tibias 21 dias apds as cirurgias. Tibias sham (A) baixa
magnitude e (B) alta magnitude; Tibias OVX - coagulo (C) baixa e (D) alta
magnitude; Tibias tratadas com HY (E) baixa e (F) alta magnitude; Tibias tratadas
com NTCPMs (G) baixa e (H) alta magnitude; Tibias tratadas com NTCPMs-HY (I)
baixa e (J) alta magnitude. (K) Percentual de trabéculas osseas 21 dias apds a

realizagao do defeito 6sseo. Os dados estdo expressos como média = E.P.M.
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5.4 Microtomografia computadorizada

5.4.1 Analise da reconstruciao 2D

Para confirmar os dados da avaliacdo morfométrica, realizamos analises de
nCT.

Apo6s 7 dias, tibias OVX — coagulo apresentaram uma redugdo na quantidade
de trabéculas 6sseas em relagao as tibias sham. Por outro lado, observamos uma maior
quantidade de trabéculas Osseas em tibias OVX tratadas com HY, NTCPMs ou
NTCPMs-HY em relacao as tibias OVX - coagulo, embora essa neorfomacao dssea
tenha sido menos intensa do que a neorformacao nos animais sham.

Diferentemente das tibias OVX - coagulo, ap6és um periodo de 14 dias foi
observado que as tibias sham apresentaram uma grande quantidade de trabéculas
osseas fechando as extremidades do defeito Osseo. As tibias tratadas com HY,
NTCPMs e NTCPMs-HY apresentaram padrao de neoformagdo dssea semelhante as
tibias sham.

Além disso, a andlise das imagens demonstra que ap6s 21 dias as tibias sham
e tratadas com HY, NTCPMs e NTCPMs-HY continuaram apresentando uma maior
neoformacao 6ssea em relacdo as tibias OVX - codgulo, sugerindo que o processo de
reparo 0sseo encontrava-se mais atrasado em animais OVX - coagulo e que os
tratamentos com HY, NTCPM e NTCPM-HY foram capazes de acelerar de forma
expressiva esse processo, apresentando resultados semelhantes aos animais sham.
Neste periodo ja podemos observar as corticais bem unidas em tibias sham e OVX

tratadas (Fig. 10).
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14 Dias 21 Dias

OVX Coagulo Sham

OVX HY 1%

OVX NTCPMs

OVX NTCPMs-HY

Figura 10: Reconstrucao 2D de tibias submetidas a defeitos 0sseos e tratamentos por
7, 14 e 21 dias com diferentes biocompdsitos. Tibias sham; Tibias OVX - codgulo;
Tibias OVX tratadas com HY; Tibias OVX tratadas com NTCPM; e Tibias OVX

tratadas com NTCPM-HY.
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5.4.2 Analise da reconstrucao 3D

As imagens da reconstru¢dao 3D (Fig. 11) permitiram avaliar estruturalmente
e arquitetonicamente o processo de reparo 6sseo. Conforme evidenciado nas imagens,
ap6s um periodo de 7 dias, as tibias sham e OVX tratadas com HY, NTCPMs e
NTCPMs-HY apresentaram melhor preenchimento da regido do defeito 6sseo quando
comparadas as tibias OVX - codgulo, que apresentaram a regido central do defeito
bem aparente, sem a presenca de trabéculas osseas.

Apo6s 14 dias, todas as tibias apresentaram a regido do defeito preenchida por
trabéculas 0sseas neoformadas, sendo que nos grupos sham e NTCPMs-HY nao foi
possivel visualizar a regido do defeito 6sseo, o que sugere uma aceleracao do
processo de reparo 0sseo.

No periodo de 21 dias nao foi possivel observar nenhuma diferenca entre

tibias sham, OVX - coagulo ou tratadas com HY, NTCPMs e NTCPMs-HY.
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7 dias 14 dias 21 dias

Sham

OVX Codgulo

OVX HY 1%

OVX NTCPMs-HY OVX NTCPMs

Figura 11: Reconstrucao 3D de tibias submetidas a defeitos 0sseos e tratamentos por
7, 14 e 21 dias com diferentes biocompdsitos. Tibias sham; Tibias OVX - codgulo;
Tibias OVX tratadas com HY; Tibias OVX tratadas com NTCPMs; ¢ Tibias OVX

tratadas com NTCPMs-HY.
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5.4.3 Analise quantitativa e morfométrica da micro-CT

A densidade mineral 6ssea foi menor nas tibias OVX - coagulo (0,32 &+ 0.06
g/mm’) quando comparada as tibias sham (0,51 + 0,05 g/mm’). Além disso, tibias
tratadas com HY (0,53 + 0,02 g/mm’), NTCPMs (0,52 + 0,05 g/mm’) e NTCPMs-HY
(0,51 + 0,02 g/mm”) apresentaram valores de densidade mineral 6ssea maiores que as
tibias OVX - coagulo (0,32+ 0.06 g/mm’). Nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os tratamentos (Fig. 12A).

A analise do volume o6sseo (Fig. 12B) demonstrou uma reducdo no
percentual de trabéculas em tibias OVX - codgulo (18,27 + 4,47 %) em relacdo as
tibias sham (32,63 + 2,37 %). Ja tibias OVX tratadas com HY, NTCPMs ou
NTCPMs-HY (37,75 = 6,57 % - HY; 35,26 + 3,28 % - NTCPMs; 39,60 + 5,51 % -
NTCPMs-HY) apresentaram valores semelhantes as tibias sham e um aumento no
percentual de volume 6sseo em relagdo as tibias OVX - coagulo.

Quando avaliamos a espessura trabecular (Fig. 12C), a separagao trabecular
(Fig. 12D) e o ntimero trabecular (Fig. 12E), ndo observamos diferencas estatisticas

entre 0s grupos.
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Figura 12: Analise quantitativa ¢ morfométrica da micro-CT do reparo 6sseo apods o
periodo de 7 dias. (A) Densidade mineral 6ssea; (B) Volume dsseo/volume total; (C)
Espessura trabecular; (D) Separagdo trabecular; (E) Numero trabecular. Os dados
estdo expressos como média = E.P.M. *p<0,05 vs sham, #p<0,05 vs OVX coagulo.

One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls.
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5.5 Expressao de BMPs e fatores de crescimento

A expressao de genes relacionados ao reparo 0sseo sdo fatores que podem
estar associados aos efeitos benéficos do HY, NTCPMs e NTCPMs-HY no processo
de reparo. Para avaliar essa possibilidade, analisamos a expressdao de alguns membros
da familia TGF 7 dias ap6és o procedimento cirargico. Tibias OVX — HY
apresentaram um aumento na expressao de BMPs 2 e 6, assim como TGF-B1 e
PDGF-B em relagdao as tibias OVX coagulo. Tibias OVX tratadas com NTCPMs
apresentaram um aumento significativo na expressao de BMPs 2, 4 ¢ 6 em relagdo as
tibias OVX codgulo. Quando avaliamos a expressao de BMPs 2, 4 ¢ 6, TGF-B1 e
PDGF-B, tibias OVX — NTCPMs-HY apresentaram um aumento na expressdao de

todos esses fatores em relagdo as tibias OVX coagulo. (Fig. 13).
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Figura 13: Expressao de RNA mensageiro de BMP-2, BMP-4, BMP-6, TGF-B1 e
PDGF-B em tibias OVX tratadas com HY, NTCPMs e NTCPMs-HY. *P<0.05 vs.

OVX codgulo. One-Way ANOVA seguido do pos-tes te de Newman-Keuls.
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5.6 Espectroscopia de Raman

5.6.1 Analise qualitativa

Avaliamos a qualidade do osso neoformado por meio de andlises da
intensidade de picos do Raman (960 cm™ e 1450 cm™). A analise dos dados referente
ao teor de hidroxiapatita mostrou que, apds um periodo de 7 dias, houve uma reducao
nos animais OVX — codgulo em relacao aos animais sham, € um aumento nos animais
tratados com HY (Fig. 14A), NTCPMs (Fig. 14B) e NTCPMs-HY (Fig. 14C) em
relagdo aos animais OVX — coagulo. Quando comparados com os animais sham, os
animais OVX tratados com HY, NTCPMs e NTCPMs-HY apresentaram valores
reduzidos.

Com relagao ao colageno, observamos um aumento do seu teor nos animais
OVX — coagulo em relagdo aos animais sham. Todos os animais OVX tratados
apresentaram uma reducdo na quantidade de coldgeno em relagdo aos animais OVX —
coagulo. Tibias tratadas com HY monstraram valores superiores as tibias sham,
enquanto tibias tratadas com NTCPMs apresentaram valores inferiores as tibias sham.
No tratamento com NTCPMs-HY nao foi observada nenhuma diferenca em relacao
aos animais sham.

Quando comparamos todos os grupos (Fig. 14D), observamos que tibias HY
apresentaram valores de hidroxiapatita e colageno superiores em relagao as tibias
NTCPMs-HY e NTCPMs e tibias NTCPMs-HY apresentavam valores superiores as

tibias NTCPMs.
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Ap6s um periodo de 14 dias, foi observado uma reducdo no teor de
hidroxiapatita e colageno em tibias OVX - coadgulo em relagcdo aos animais sham e um
aumento no teor de hidroxiapatita e coldgeno em animais tratados com HY (Fig.
15A), NTCPMs (Fig. 15B) e NTCPMs-HY (Fig. 15C) em relacao aos animais OVX -
coagulo.

Quando comparamos todos os tratamentos, observamos um aumento no teor
de hidroxiapatita em todos os grupos, sendo que as tibias tratadas com HY e
NTCPMs-HY apresentaram valores mais proximos dos animais sham, enquanto tibias
tratadas com NTCPMs apresentaram valores mais proximos dos animais OVX -
coagulo. Para o teor de colageno, a diferenca entre os tratamentos foi bem discreta

(Fig. 15D).
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Apo6s 21 dias, as tibias tratadas com HY (Fig. 16A), NTCPMs (Fig. 16B) e
NTCPMs-HY (Fig. 16C) apresentaram valores de hidroxiapatita maiores que as tibias

sham e OVX - codgulo.

Com relagdo ao colageno, observamos um aumento em todos os grupos
comparado com os animais OVX - coagulo e valores semelhantes ao dos animais
sham.

Quando todos os tratamentos foram comparados, as tibias tratadas com
NTCPMs-HY apresentaram valores maiores para a intensidade de hibroxiapatita e

para o teor de colageno, entretanto a diferenga entre os tratamentos foi bem discreta

(Fig. 16D).
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5.6.2 Analise quantitativa

5.6.2.1 Area do pico 950 cm™'- Hidroxiapatita

O valor da 4rea do pico Raman - 950 cm™ foi avaliada quantitativamente 7,
14 e 21 dias ap6s o procedimento cirargico de perfuracdo da tibia. Apos um periodo
de 7 dias, observamos que tibias OVX tratadas com HY (53,51 = 7,59%)
apresentaram uma maior area do pico 950 cm™ em relagdo as tibias OVX - coagulo
(11,81 + 3,75%). Tibias sham (26,09 + 5,44%), NTCPMs (25,97 + 2,76%) e
NTCPMs-HY (36,08 £ 11,15%) apresentaram valores estatisticamente semelhantes

entre si (Fig. 17A).

Ap6s um periodo de 14 dias, as areas do pico referente ao teor de
hidroxiapatita ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos sham (24,06
+ 4,19%), OVX - codgulo (20,13 + 4,22%), HY (26,15 + 6,42%), NTCPMs (24,46 +
2,87%) e NTCPMs-HY (29,28 + 0,28%) (Fig. 17B). Resultado semelhante foi
observado apos um periodo de 21 dias (25,61 £+ 6,07% - Sham; 18,15 + 5,25% - OVX
- coagulo; 22,51 + 2,66% - HY; 26,84 + 8,09% - NTCPMs; 29,35 + 6,02% -

NTCPMs-HY) (Fig. 17C).
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Figura 17: Percentual de 4rea do pico Raman 950 cm™ 7, 14 e 21 dias apds a
realizagao do defeito 6sseo. Os dados estao expressos como média + E.P.M. #p<0,05

vs OVX — coagulo. One-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Newman-Keuls.
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5.6.2.2 Area do pico 1450 cm™'- Colageno

O valor da 4rea do pico Raman referente ao colageno - 1450 cm™ também foi
avaliada quantitativamente apdés um periodo de 7, 14 e 21 dias. Sete dias apds o
procedimento cirurgico de perfuragao da tibia, observamos um percentual de colageno
semelhante em tibias sham (18,57 + 4,6%), OVX - coagulo (15,48 £ 3,62%), e OVX
tratadas com HY (10,26 = 1,73%), NTCPMs (10,54 + 11,58%) e NTCPMs-HY

(13,94 + 0,30%) (Fig. 18A).

O mesmo padrdo foi observado apds um periodo de 14 dias (24,54 + 3,96% -
Sham; 15,20 + 2,29% - OVX - coagulo; 23,37 + 14,26% - HY; 26,81 £ 1,08% -
NTCPMs; 16,39 + 3,76% - NTCPMs-HY) (Fig. 18B) e 21 dias (20,28 + 1,77% -
Sham; 18,62 + 8,90 %- OVX - coagulo; 18,92 + 1,12% - HY; 21,43 + 6,24% -
NTCPMs; 18,57 + 3,64 % - NTCPMs-HY) (Fig. 18C), onde nenhuma diferenca

significativa foi observada entre os grupos.
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Figura 18: Percentual de 4rea do pico Raman 1450 cm™ 7, 14 e 21 dias ap0s a
realizagao do defeito 6sseo. Os dados estao expressos como média = E.P.M. One-way

ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls.
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6. DISCUSSAO

O tecido Osseo esta continuamente sob processo de remodelacdo, que ¢
importante para a manutengao da sua homeostase e para a reparacdo de microtraumas.
Porém, em algumas patologias, como a osteoporose, o reparo 6sseo pode ocorrer de
forma mais lenta. Desta forma, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do HY,
NTCPMs e NTCPMs-HY no reparo 6sseo de tibias de ratas ovariectomizadas. Este
modelo tem sido frequentemente utilizado, uma vez que a deficiéncia dos hormonios
sexuais € um dos principais fatores envolvidos na génese da osteoporose (Ishida et al.,
1996; Compston, 2001; Manolagas et al., 2013).

Inicialmente foi feita a caracterizacao dos biocompdsitos utilizados no estudo
utilizando a MET e espectroscopia de Raman. Os resultados observados foram
compativeis com estudos anteriores (MacDonald et al., 2005; Mendes et al., 2010;
Andrade et al., 2016), ou seja, os NTCPMs apresentaram-se em massas aglomeradas
e sem defeitos em sua estrutura, além de estarem imobilizados com o HY formando
um novo material.

Analises histolégicas demonstraram que, ap6s um periodo de 7 dias, tibias
tratadas com HY, NTCPMs e NTCPMs-HY apresentaram uma aceleragdo no
processo de reparo € uma maior organizacao tecidual. Os animais OVX - coagulo
possuiam uma extensa area de tecido de granulacdo e uma grande quantidade de
espagos inter-trabeculares. Esses resultados estdo de acordo com Melo et al. (2005)
que demonstraram uma grande quantidade de espacos inter-trabeculares na regido do
defeito e um tecido conjuntivo bem vascularizado e rico em fibroblastos 10 dias apds
a realizacao do defeito O0sseo. Morfometricamente, a comparagdo entre 0s grupos
tratados € o grupo osteopordtico coagulo demonstrou que as tibias tratadas com HY,

NTCPMs e NTCPMs-HY apresentaram maior deposicao de trabéculas dsseas 7 dias
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apo6s a realizagdo do procedimento cirurgico, confirmando um reparo mais acelerado
em relacdo as tibias OVX-coagulo. Diversos estudos utilizaram o HY e os NTCs-HY
em alvéolos dentarios ou tibias de ratos normais ou diabéticos e evidenciaram um
aumento significativo na deposicdo de trabéculas osseas (Mendes et al., 2008;
Mendes et al., 2010; Sa et al., 2013; Andrade et al., 2016). Os resultados do presente
estudo corroboram com esses dados, uma vez que o HY e os NTCs-HY foram
capazes de aumentar o percentual de trabéculas 0sseas. Além disso, de acordo com os
nossos achados, Usui ef al. (2008) demonstraram que NTCPMs apresentam uma alta
compatibilidade com o tecido oOsseo, além de serem capazes de acelerar a
neoformacao o0ssea em tibias de camundongos normais.

Ap6s um periodo de 14 dias, as tibias OVX tratadas com HY, NTCPMs e
NTCPMs-HY apresentaram toda a regido do defeito preenchida por trabéculas osseas
maduras e bem organizadas. Nas tibias OVX-coagulo ainda era possivel observar uma
quantidade consideravel de tecido de granulagdo, porém as trabéculas ja se
apresentavam com uma maior organizacdo ¢ mais maduras. Vinte ¢ um dias apos a
realizagdo do defeito dsseo, observamos em todos os grupos uma reducdao na
quantidade de trabéculas d6sseas € um aumento na quantidade de espacos inter-
trabeculares. Em conjunto, esses resultados corroboram com os achados de Sasaki &
Watanabe (1995) e Melo et al (2005), que observaram cavidades medulares
completamente ocupadas por tecido 6sseo recém formado apos um periodo de 14 dias
e formagdo completa da medula apds 30 dias. Além disso, Andrade et al. (2016),
observaram ap6s um periodo de 14 dias, um aumento na quantidade de espacgos inter-
trabeculares em animais tratados com HY, NTCPMs e NTCPMs-HY.

Atualmente a anélise de micro-CT tem sido utilizada para quantificar a

estrutura 6ssea € a microestrutura de biomateriais (Guldberg et al., 2008; Bouxsein et
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al., 2010). Consequentemente, muitas investigacdes tem empregado a micro-CT para
avaliar a formacao da matriz mineralizada sobre diferentes tipos de biomateriais in
vitro e in vivo (Oliveira et al., 2007; Porter et al., 2007; Bakker et al., 2015; Wu et al.,
2015). Quando avaliamos as imagens da micro-CT nos grupos tratados com HY,
NTCPMs e NTCPMs-HY, observamos uma formacao de tecido mineralizado mais
acentuada em relagdo ao grupo dos animais OVX-coagulo. Esse incremento na
neoformacao dssea comecou a ser percebida apoés um periodo de 7 dias, sendo que
ap6s 21 dias ja comecamos a observar que as bordas do defeito estavam unidas e
preenchidas pelo osso neoformado. O aumento no percentual de trabéculas 6sseas em
animais OVX tratados com HY, NTCPMs e NTCPMs-HY evidencia que os
tratamentos foram capazes de acelerar o processo de reparo 6sseo, corroborando com
os achados histo-morfométricos do nosso estudo. Outro paradmetro importante que foi
avaliado pela micro-CT foi a densidade mineral 6ssea, cujo aumento nos animais
tratados sugere uma melhora na microarquitetura do tecido 6sseo.

O reparo Osseo ¢ um processo que envolve a migragdo, proliferacao,
diferenciagdo e ativagao de varios tipos celulares (Filvaroff ef al.,2003; Tsiridis et al.,
2007). Diversos estudos tem demonstrado um atraso no reparo de 0ssos
osteoporoticos de humanos e camundongos, devido a diferengas de diversos fatores,
entre eles os BMPs (Bostrom et al., 1998, Namkung-Matthai et al., 2001). A maioria
das BMPs participam do processo de diferenciagdo osteoblastica, mas a BMP-2 ¢ a
BMP-6 podem nao s6 induzir a diferenciagdao osteogénica, como também promover a
osteogénese em estagios precoces do reparo 0sseo de ratos normais e osteopordticos
(Cheng et al., 2003; Wong and Rabie, 2005; Schultze-Mosgau et al., 2005;
Taipaleenmaki et al., 2008; Huang et al., 2016). No presente trabalho, observamos

um aumento na expressao de BMP-2 em tibias tratadas com NTCPMs, sugerindo uma
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aceleracdo do processo de reparo 6sseo. Corroborando com os nossos resultados,
estudos in vitro e in vivo demonstraram que NTCs promovem um aumento na
expressao de BMP-2, evidenciando a importancia desse fator no processo de
mineralizacdo (Sa et al., 2016; Andrade et al., 2016). O aumento da expressao de
BMP-4 ¢ BMP-6 em tibias tratadas com NTCPMs-HY sugere que estes animais
estavam em uma etapa ainda mais avangada do reparo dsseo, uma vez que esses
fatores estdo expressos na fase de reabsorcdo dssea (Sato et al., 1999; Fischerauer et

al., 2012).

A espectroscopia de Raman foi utilizada para avaliar as caracteristicas da
estrutura molecular do reparo o6sseo. Os resultados obtidos, no que se refere a
comparagao entre os grupos no tempo de 7 dias, demonstraram que a incorporagado de
HA e colageno foi mais acentuada em tibias tratadas com HY e menor em tibias
tratadas com NTCPMs. No periodo de 14 dias, observamos uma maior quantidade de
HA em tibias tratadas com NTCPMs-HY e uma maior quantidade de coldgeno em
tibias tratadas com NTCPMs. Apods 21 dias, o tratamento com NTCPMs-HY levou a
um aumento no teor de HA e, em relacdo ao teor de colageno, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos. Provavelmente, os valores de colageno nesse ultimo
periodo se devem ao fato de haver pouca concentragao de tecido ndo mineralizado nos
defeitos nessa fase, onde praticamente toda a nova estrutura encontrava-se
mineralizada. Os valores de HA aumentados em tibias tratadas com NTCPMs-HY nos
periodos de 14 e 21 dias podem sugerir um reparo ainda mais acelerado nesses
animais.

Assim, os NTCs associados ou nao ao HY sdo biomateriais promissores para
a engenharia tecidual 6ssea, tendo em vista o reconhecimento da osteoporose como

um problema de saide publica que gera grandes repercussdes sociais e econdmicas
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devido ao alto indice de fraturas.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:

-0 modelo experimental de ovariectomia € vidvel para estudos de

osteoporose;

-0s NTCs associados ao HY sao :

biomateriais capazes de acelerar o processo de reparo 6sseo, que
dentro do contexto da osteoporose pode auxiliar os pacientes
portadores dessa doenga silenciosa no restabelecimento das
atividades de forma mais confortavel e menos dispendiosa;

capazes de formar um osso com uma qualidade melhor que aquele
formado nos animais OVX-codgulo, e com caracteristicas bem mais

semelhantes ao 0osso dos animais sham.
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