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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do hialuronato de sédio (HY), dos
nanotubos de carbono de paredes simples (NTCPS), dos nanotubos de carbono de
paredes multiplas (NTCPM) e suas funcionalizagdes com o HY (NTCPS-HY,
NTCPM-HY) no comportamento de osteoblastos primarios. Antes da realizagdo dos
experimentos in vitro, os biocompdsitos foram caracterizados por microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET), espectroscopia Raman e analise
termogravimétrica. Osteoblastos primarios foram obtidos a partir de calvaria de ratos
Wistar neonatos. Foram avaliadas a viabilidade celular utilizando o 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT) e a dupla coloragdo com iodeto de
propidio e Hoechst, a formacdo de nddulos mineralizados pela coloracido de von
Kossa e a expressao génica de proteinas envolvidas na formagdo 6ssea. Analises
de MET mostraram NTCPS dispostos em feixes formados por diferentes numeros de
unidades individuais e NTCPM com paredes espessas formadas por varias camadas
dispostas de forma concéntrica. Espectros Raman de NTCPS e NTCPS-HY
apresentaram picos de baixa frequéncia, o que os difere dos NTCPM e NTCPM-HY.
A analise termogravimeétrica de amostras de NTCPS-HY e NTCPM-HY confirmou a
funcionalizagdo dos NTC com o HY. O tratamento com os biocompdsitos em baixas
concentragbes ndo alterou a viabilidade celular de osteoblastos primarios. Além
disso, houve um aumento significativo na deposicdo de nédulos mineralizados em
culturas de osteoblastos primarios que foram tratadas com HY, NTCPS-HY, NTCPM
e NTCPM-HY, o que pode ser explicado, pelo menos em parte, por um aumento na
expressdo de mMRNA de colagenos tipos | e |lll, osteocalcina e proteinas
morfogenéticas Osseas 2 e 4. Assim, os nossos dados indicam que HY, NTCPS,
NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-HY sado potencialmente uteis para o

desenvolvimento de novas estratégias em engenharia tecidual 6ssea.

Palavras-chave: Osteoblastos; Nanotecnologia; Nanotubos de carbono; Hialuronato
de sddio; Engenharia tecidual 6ssea



Abstract

The aim of this study was to evaluate the effects of sodium hyaluronate (HY), single-
walled carbon nanotubes (SWCNT), multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) and
their functionalization with HY (HY-SWCNT and HY-MWCNT) on the behavior of
primary osteoblasts. Before carrying out the in vitro experiments, the biocomposites
were characterized by transmission electron microscopy (TEM), Raman
spectroscopy and thermogravimetric analysis. Primary osteoblasts were obtained
from calvarial bones of newborn Wistar rats. It was assessed cell viability using the 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2h-tetrazolium bromide (MTT) assay and the
double staining with propidium iodide and Hoechst, formation of mineralized bone
nodules by von Kossa staining and mRNA expression of proteins involved in bone
formation. TEM analysis showed SWCNT as bundles formed by different numbers of
single units and MWCNT with thick wall formed by several concentrically arranged
layers. Raman spectra of SWCNT and HY-SWCNT revealed low frequency peaks,
which differs from the MWCNT and HY-MWCNT. Thermogravimetric analysis of HY-
SWCNT and HY-MWCNT samples confirmed the functionalization of carbon
nanotubes with HY. Treatment with low concentrations of these biocomposites did
not reduce the cell viability of primary osteoblasts. Furthermore, there was a
significant increase in the deposition of mineralized bone nodules in primary
osteoblast cultures that were treated with HY, HY-SWCNT, MWCNT and HY-
MWCNT, which can be explained, at least in part, by increases in the mRNA
expression of collagen types | and lIll, osteocalcin and bone morphogenetic proteins
2 and 4. Thus, our data indicated that HY, SWCNT, HY-SWCNT, MWCNT and HY-
MWCNT are potentially useful for the development of new strategies for bone tissue

engineering.

Key words: Osteoblasts, Nanotechnology; Carbon nanotubes; Sodium hyaluronate;

Bone tissue engineering.
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I. INTRODUGAO

1- Engenharia tecidual 6ssea e nanotecnologia

O desenvolvimento de novas estratégias e materiais para substituir ou
regenerar o tecido 6sseo perdido em situagbes de trauma, envelhecimento e
doengas tem sido cada vez maior. Neste sentido, a engenharia tecidual 6ssea tem
ganhado destaque na area da medicina regenerativa. Ela representa um campo
interdisciplinar que depende de trés fatores importantes: fonte celular, scaffolds ou
arcaboucos para as células e moléculas bioativas de indugéo (Pan et al., 2012). Seu
principal objetivo é substituir tecidos acometidos por doengas ou lesionados,
promovendo a restauragdo ou o melhoramento das fungdes do tecido (Kaigler e
Mooney, 2001).

Nas ultimas décadas, grandes avangos na pesquisa de células-tronco,
transplante tecidual e engenharia de materiais tém dado suporte para o
desenvolvimento da engenharia tecidual e medicina regenerativa (Stout e Webster,
2012). Entretanto, alguns obstaculos foram encontrados na utilizagdo da terapia
basica com células-tronco, dentre os quais podemos destacar o potencial de
transformagcdo em células tumorais (Reya et al., 2001; Guilak et al., 2009), a
liberacdo e manutengéo dessas células no tecido alvo durante a terapia regenerativa
e o controle da sua diferenciagcdo. Considerando que estas questdes ndo estéo
completamente elucidadas (Passier et al., 2008; Stout e Webster, 2012), a utilizagao
de semelhantes terapias fica comprometida.

Polimeros sintéticos biodegradaveis, que apresentam boa biocompatibilidade,
biodegradabilidade e promogao da atividade celular tém sido amplamente utilizados
para fabricagcdo de substitutos 6sseos (Shi et al., 2007). Entretanto, a aplicacéo de
muitos materiais, como por exemplo o poli (acido lactico-co-glicolico), tem sido
limitada devido a sua baixa resisténcia mecanica, superficie hidrofébica e ineficiente
capacidade bioativa (Lee et al., 2009). Mais recentemente, a engenharia tecidual
ganhou uma grande aliada, a nanotecnologia. Diversos estudos tem sugerido a
utilizacdo de nanocompodsitos e materiais nanoestruturais para superar tais
limitagdes (Yoon et al., 2009).

A estrutura e a fungéo do tecido ésseo dependem de um arranjo formado por

componentes celulares e nao celulares em escala micro e nanométrica, que inclui
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osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos, incorporados em uma matriz extracelular
(MEC) mineralizada composta, principalmente, por colageno e proteinas nao
colagenas (Mann e Weiner, 1999; Taton, 2001). Considerando que um dos principais
focos da engenharia tecidual 6ssea é criar um arcabougo artificial capaz de
sustentar o crescimento e proliferacédo celular para substituir o tecido 6sseo, torna-se
fundamental a criacdo de um microambiente que mimetize a funcdo deste tecido
(Zanello et al., 2006).

A nanotecnologia trabalha com materiais denominados nanomateriais, que
possuem uma dimensao fisica entre 1-100 nm, para criar materiais que terdo novas
propriedades (Stout e Webster, 2012). Esta caracteristica € muito importante, uma
vez que a maioria dos componentes biologicos envolvem algum aspecto de nano-
dimensionalidade. Uma categoria de nanomateriais que transformou a engenharia
de tecidos e tem grande potencial para otimizar a utilizagdo de células-tronco séo os
nanotubos de carbono (NTC) (Stout e Webster, 2012).

2- Nanotubos de carbono

Os NTC séao formas metaestaveis de carbono resultantes do enrolamento de
um plano de atomos de carbono (Dresselhaus et al., 1996; Ajayan, 1999),
demonstradas pela primeira vez no inicio da década de 90 (lijima, 1991). Estao
divididos em duas categorias: NTC de paredes simples (NTCPS) com didmetro
variando entre 0,7 e 2,0nm (Figura 1A) e NTC de paredes multiplas (NTCPM) que
podem ter didametro de até 100nm (Figura 1B) (MacDonald et al., 2005; Zhao et al.,
2005; Boccaccini et al., 2006; Smart et al., 2006). A forte ligagdo covalente de seus
atomos proporciona aos NTC alta resisténcia mecanica e, devido ao seu carater
metalico, alta condutividade térmica e elétrica. Além disso, a auséncia de ligagdes
pendentes da a este material uma grande inércia quimica, fundamental para o seu
uso em aplicagbes biotecnologicas e bioquimicas (Dresselhaus et al., 1996). As suas
propriedades fisico-quimicas despertaram grande interesse nos mais diversos ramos
da ciéncia, permitindo considerar uma variada gama de aplicagées que vao desde o
armazenamento de energia e hidrogénio até a utilizagcdo em aplicagbes biomédicas
(Terrones, 2004).
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Figura 1: Representagcdo esquematica de (A) NTC de paredes simples e (B) NTC de paredes
multiplas (Reilly, 2007).

No tecido Osseo, durante o processo de sintese de matriz d6ssea e
organizagdo de um sistema trabecular, as triplas hélices de colageno formam,
espontaneamente, feixes que atuam como um sitio de nucleacéo para a deposicao
de nanocristais de hidroxiapatita. De modo similar, a estrutura dos atomos de
carbono confere aos NTC um plano tridimensional poroso, que também permite a
eles controlar eventos de nucleacdo de cristais e crescimento do componente
inorganico (Zhao et al., 2005). Estudos demonstraram que NTC promovem a
proliferacdo de osteoblastos e a formagdo Ossea representando, portanto, um
enorme avango tecnolégico no campo da bioengenharia (Price et al., 2004; Zanello
et al., 2006; Tutak et al., 2009).

Matrizes a base de NTC permitem boa adesao, espalhamento e proliferacéo
celular (Correa-Duarte et al., 2004; Chtopek et al., 2006; Galvan-Garcia et al., 2007,
Matsumoto et al., 2007) e apresentam excelente biocompatibilidade (Chtopek et al.,
2006). Adicionalmente, a associagdo de NTC a outros polimeros, sejam eles
naturais ou sintéticos, melhora as propriedades mecanicas destes polimeros
(Abarrategi et al., 2008; Bhattacharyya et al., 2008; Sitharaman et al., 2008; Silva et
al., 2009), resultando em biocompdsitos mais resistentes e com capacidade
aumentada de nucleacdo e crescimento de cristais de hidroxiapatita (Silva et al.
2009), bem como maior potencial osteoindutor (Sitharaman et al. 2008), quando
comparados a utilizagdo dos polimeros de forma isolada. Portanto, a associagéo dos
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NTC com polimeros pode permitir sua utilizagdo como suporte para proliferacao
celular e reconstrucéo tecidual (MacDonald et al., 2005).

Diversos estudos tém mostrado que diferentes linhagens celulares podem
proliferar em substratos a base de NTC (Hu et al., 2004; Usui et al., 2008). Em
relacdo aos osteoblastos, que sdo as células responsaveis pela secrecao e
formacédo da matriz éssea, foi demonstrado que os NTC promovem a proliferagao
dessas células e, consequentemente, a formagdo éssea (Zanello et al., 2006;
Mattioli-Belmonte et al., 2012; Hopley et al., 2014). Devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas intrinsecas como, por exemplo, sua porosidade, os NTC, quando
incorporados a biopolimeros, resultam no aumento da adesao e proliferagao celular
(Cheng et al., 2013). Além disso, os NTC, quando associados a polimeros como o
HY, resultam em um material mais resistente e estavel, preservando as acbes
biolégicas do HY (Bhattacharyya et al., 2008; Mendes et al., 2010), o que é
desejavel para futuras aplicagbes em engenharia tecidual éssea.

3- Hialuronato de sédio

A hialuronana (HA) ou hialuronato de sodio (acido hialurénico - HY) foi isolada
inicialmente em 1934 por Meyer e Palmer e teve sua estrutura primaria descrita em
1955 (Linker et al., 1955). E um polissacarideo de alto peso molecular (10%-10” Da) e
composto de repetidas unidades dissacaridicas de acido D-glucorénico e N-
acetilglicosamina (Figura 2). O HY encontra-se amplamente distribuida na MEC de
mamiferos (Agren et al., 1997; Fraser et al., 1997; Juhlin, 1997; Moseley et al., 2002;
Prince, 2004; Aslan et al., 2006; Dechert et al., 2006; Deschrevel et al., 2008;
Kappler et al., 2009; Rugheimer et al., 2009).

O HY é capaz de influenciar o comportamento celular pela interacdo direta
com receptores de superficie celular (Turley et al., 1991; Dechert et al., 2006),
especialmente o receptor CD44 (Lesley et al., 2000; Sugahara et al., 2003; Lesley et
al., 2004) e receptores para mobilidade mediada por HA (RHAMM) (Toole, 1997,
Savani et al., 2001; Turley et al., 2002; Nedvetzki et al., 2004; Ghatak et al., 2005)
via ativagdo de proteinas quinases (Zhang et al., 1998; Bourguignon et al., 2002;
Slevin et al., 2002; Ghatak et al., 2005).

RHAMM (descrito inicialmente por Hardwick et al., 1992), juntamente com o
CD44, pertence ao grupo das hialaderinas ou proteinas que se ligam ao HY, sendo
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expresso na membrana celular (onde é denominado CD168), no citoplasma e
também no nucleo (Nedvetzki et al., 2004). A transdugado do sinal, apos ligagcado ao
HY, acarreta rearranjos estruturais do citoesqueleto (Toole et al., 2002; Bourguignon
et al., 2002). O bloqueio especifico destes receptores indica que RHAMM regula a
migragdo de células endoteliais, enquanto CD44 influencia a proliferagdo destas
células (Savani et al., 2001), fornecendo evidéncias do envolvimento do HY na
angiogénese (Savani et al., 2001; Slevin et al., 2002; Giavaresi et al., 2005). A
interacao entre CD44 e o HY implica na adesao primaria de leucdécitos ao endotélio
em sitios de inflamacdo (Lesley et al., 2004). Contudo, CD44 e RHAMM
desempenham também um papel critico na migragdo e proliferacdo de células
saudaveis e tumorais (Annabi et al., 2004; Nedvetzki et al., 2004; Ghatak et al.,
2005).
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Figura 2: Estrutura da HA contendo repetidas unidades dissacaridicas de N-acetilglicosamina
e acido D-glucorénico (Rosa, 2008).

O HY desempenha um papel crucial no reparo tecidual durante a cicatrizacéo
de feridas e em processos inflamatérios por estimular a migragdo, adesao e
proliferagdo de ceélulas mesenquimais indiferenciadas, bem como por induzir sua
diferenciagado (Grigolo et al., 2001; Lisignoli et al., 2002; Toole et al., 2002,
Arosarena e Collins, 2005; Aslan et al., 2006; Dechert et al., 2006; David-Raoudi et
al., 2008; Pasquinelli et al., 2008). Uma vez completa a formagdo tecidual, sua
concentracdo é reduzida, sendo substituida por glicosaminoglicanas sulfatadas
(Gerdin e Hallgren, 1997; Toole, 1997; Pilloni e Bernard, 1998; Dechert et al., 2006).
O alto peso molecular do HY & um fator chave em sua habilidade de atuar como

antioxidante por competir diretamente com sitios de ligagcéo celulares e moleculares
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para fixagdo de radicais livres (Moseley et al., 2002). A aplicagao topica do HY em
feridas dérmicas, além da remocdo de radicais livres, tem como beneficios a
hidratagdo da ferida e o bloqueio das hialuronidases (Dechert et al., 2006). Como
resultado da ac¢ao das hialuronidases e radicais livres, o HY de alto peso molecular &
clivado em fragmentos menores (Liu et al., 1999; Takahashi et al., 2005). O tamanho
da molécula de HY influencia sua ligagdo aos receptores celulares, alterando
parametros como proliferacdo e migracéo celular (Lesley et al., 2000; Slevin et al.,
2002; Sugahara et al., 2003).

Durante os processos de reparo 6sseo, em virtude de suas propriedades
fisico-quimicas, o HY pode atuar na retencdo de fatores de crescimento
osteoindutores dentro do ambiente local (Sasaki e Watanabe, 1995), além de mediar
a adesdao de osteoclastos a superficie 6ssea (Prince, 2004), acelerar a
revascularizagédo (Giavaresi et al., 2005) e a formacéo 6ssea (Sasaki e Watanabe,
1995; Pilloni e Bernard, 1998). A insergao de grande quantidade de HY em areas de
lesdo tecidual previne, inicialmente, a agregagao celular, possibilitando intensa
migracao e divisao celular.

A acao de hialuronidases liberadas por fibroblastos e células mesenquimais
indiferenciadas, presentes na regido de reparo, € responsavel por regular os niveis
de HY, permitindo a formacédo de pontes de ligagdo entre HY e seus receptores
celulares, um mecanismo importante na agregacéo celular (Pilloni e Bernard, 1998).
Desta forma, matrizes a base de HY podem ser potencialmente uteis para o reparo
de defeitos teciduais 6sseos, acelerando a formacao e deposicdo de matriz dssea
(Pasquinelli et al., 2008). Géis a base de HY tém sido utilizados em modelos de
defeitos dsseos, isoladamente ou como carreadores para a proteina morfogenética
do osso tipo 2 (BMP-2) (Itoh et al., 2001; Arosarena e Collins, 2005), matriz 6ssea
desmineralizada (Colnot et al., 2005), compdsitos de hidroxiapatita (Bakos et al.,
1999) e enxertos Osseos (Giavaresi et al.,, 2005; Aslan et al., 2006), além do
tratamento da osteoartrite (Barbucci et al., 2002). Alvéolos dentarios de ratos
tratados com HY apresentaram um significativo aumento na formagao de trabéculas
0sseas quando comparados a alvéolos controle sete dias apos a exodontia (Mendes
et al., 2008). Além disso, a expressdo de moléculas indicadoras do reparo 6sseo
como osteopontina (OPN) e BMP-2 foi maior e mais precoce nos alvéolos tratados
com HY. Contudo, a fraca estabilidade do HY em meios aquosos tem prejudicado o
seu uso na reabilitagdo de pacientes, seja em Odontologia ou Medicina ortopédica.
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Uma alternativa para resolver este problema pode ser a associagao do HY a outros
materiais, como os NTC.
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Il. JUSTIFICATIVA

Trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério demonstraram que
o HY e os NTCPS funcionalizados (associados) com HY (NTCPS-HY) foram
capazes de acelerar o reparo 6sseo em alvéolos dentarios de ratos saudaveis
(Mendes et al., 2008; Mendes et al., 2010), bem como restaurar o reparo 6sseo em
alvéolos dentarios de ratos diabéticos (Sa et al., 2013). Contudo, os mecanismos
que regem estes efeitos sobre o reparo 6sseo nos modelos acima descritos
permanecem desconhecidos. Dessa forma, foi utilizado um modelo in vitro de cultura
de osteoblastos primarios extraidos a partir de calvarias de ratos neonatos para
avaliar o comportamento dessa linhagem celular ao ser exposta aos biocompdésitos
acima citados. Além disso, a investigacdo da expressao génica de proteinas da
parte organica da matriz 6ssea (Colagenos | e Ill), bem como daquelas envolvidas
no processo de formacdo e mineralizacdo da matriz 6ssea [BMP-2, BMP-4 e
osteocalcina (OCN)] em culturas de osteoblastos tratadas com NTC, HY ou NTC-HY
fornecera avangos importantes para a elucidagdo dos mecanismos de agao

subjacentes aos efeitos desses biocompositos.
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lll. OBJETIVOS

1- Objetivo geral

Avaliar os efeitos do HY, dos NTC e dos NTC-HY no comportamento de
osteoblastos primarios.

2- Objetivos especificos

* Realizar a caracterizagdo morfologica e fisico-quimica dos NTCPS e NTCPM
funcionalizados ou ndo com o HY, através das técnicas de microscopia

eletrbnica de transmissédo, espectroscopia raman e termogravimetria;

* Avaliar a viabilidade celular, através dos ensaios de MTT e iodeto de propidio,
de osteoblastos primarios tratados com HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM ou
NTCPM-HY;

* Avaliar a formagado de nddulos mineralizados em cultura de osteoblastos
primarios tratados com HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM ou NTCPM-HY

utilizando a coloragao de von Kossa;

* Avaliar a expressdo de mRNA para colagenos tipo | e Ill, OCN, BMP-2 e
BMP-4, através da técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real, em osteoblastos primarios tratados com HY, NTCPS, NTCPS-HY,
NTCPM ou NTCPM-HY.
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IV. METODOLOGIA

1- Sintese e carboxilagao dos nanotubos de carbono

Os NTCPS foram sintetizados pelo método de descarga em arco utilizando
cobalto e niquel como catalisadores em uma atmosfera de hélio e a uma presséao
total de 500 Torr. Ja os NTCPM foram sintetizados pelo método de deposicdo de
vapor quimico usando ferroceno e etileno como catalisadores a uma temperatura de
750°C (Trigueiro et al., 2007; Silva et al., 2009). Em seguida, os materiais foram
purificados por uma sequéncia de oxidacdo térmica e tratamentos acidos. Os
NTCPS e NTCPM purificados foram submetidos a refluxos em acido nitrico (3 mol/L)
em microondas por 15 minutos para adicdo covalente de grupos carboxilicos
(COOH) as suas respectivas estruturas, processo este denominado carboxilagéo.
Este processo tem como objetivo melhorar a solubilidade dos NTC em meios
aquosos. Terminada a carboxilagdo, os NTCPS e NTCPM foram centrifugados a
7000 rpm e lavados repetidamente com agua deionizada até a completa remogao do
acido nitrico. A solucgao final, contendo NTCPS ou NTCPM carboxilados foi mantida
em uma estufa a 60°C por 12 horas para secagem (Mendes et al., 2010).

2- Funcionalizagao e caracterizacao dos nanotubos de carbono

Para a associacdo com o HY, inicialmente foi obtida uma solugdo com
NTCPS ou NTCPM carboxilados (0,5 mg/mL) e HY (0,5 mg/mL). Em seguida, esta
solugdo foi mantida em sonicagcdo até se tornar homogénea e, posteriormente,
filtrada em filtro de 0,45 pm para remover o excesso de HY n&o associado aos NTC.
O material que ficou sobre o filtro foi lavado varias vezes com agua deionizada,
transferido para um recipiente de vidro e colocado em estufa a 60°C para secar
(Mendes et al., 2010).

ApOs a secagem, os biocompositos (NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-
HY) foram criteriosamente caracterizados por trés técnicas distintas: microscopia
eletrbnica de transmissao (MET), espectroscopia Raman e termogravimetria. A MET
foi realizada para verificar a morfologia, cristalinidade e a presenca de possiveis
impurezas e/ou defeitos na estrutura dos NTCPS e NTCPM. Para isso, os NTCPS

ou NTCPM foram diluidos em agua Milli-Q, tendo a concentragdo de 300 ug/mL.
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Apo6s o preparo das solugées de NTCPS ou NTCPM, cada uma delas foi gotejada
em telas de cobre Holey carbon de 400 mesh (5 gotas). Apos a secagem das telas,
as mesmas foram armazenadas em estojos préprios e levadas para analise em
microscopio eletrbnico de transmissdo Tecnai G2-20-FEI 2006. Para a
espectroscopia Raman, as amostras de NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM ou NTCPM-
HY foram posicionadas sobre |dminas histolégicas e a analise foi realizada com o
auxilio de um laser de argbénio, com comprimento de onda de 514 nm, acoplado a
um espectrdmetro (Jobin-lvon, Franga). Foram analisadas, principalmente, a
intensidade de dois picos nos espectros: a banda D (ou disorder peak), localizada a
1350 cm™, que esta relacionada a presenca de carbono amorfo e defeitos estruturais
nos NTCPS ou NTCPM, e a banda G, originada no modo tangencial E,z de
estruturas de grafite e localizada a 1580 cm™, que também esta ativa tanto nos
NTCPS como nos NTCPM. A razdo entre as bandas D e G esta associada a
qualidade estrutural dos NTC e baixos valores dessa razao significam boa qualidade
dos NTC e baixa quantidade de defeitos e carbono amorfo (Jorio et al., 2003).
Finalmente, a funcionalizacdo dos NTCPS ou NTCPM com HY foi confirmada por
meio de analises termogravimétricas, que envolvem o monitoramento continuo da
massa de uma amostra em funcdo da temperatura em uma atmosfera controlada,
enquanto a amostra € progressivamente aquecida. Esta técnica apresenta uma
curva de aquecimento que varia de 20 a 800°C, com um aumento de 5°C por minuto
em uma atmosfera de ar seco. A massa das amostras avaliadas (HY liofilizado;
NTCPS-HY ou NTCPM-HY em pd) variavam entre 1,5 e 3,0 mg e foram colocadas
dentro de um recipiente de alumina apropriado para o equipamento.

Os NTCPS, NTCPM, NTCPS-HY e NTCPM-HY em p6 foram divididos em
varias aliquotas de 2 mg e mantidos em eppendorfs. Essas aliquotas foram
esterilizadas por radiagdo gama, na dosagem de 2,5 Kgy e, posteriormente, usadas
nos diversos experimentos. O HY 1%, obtido junto a BS pharma (Minas Gerais,
Brasil), também foi esterilizado por radiagdo gama na dosagem de 250 gy. Os
procedimentos de esterilizagdo foram adaptados a partir de Barbucci et al. (2002).

3- Animais

Foram utilizados ratos Wistar neonatos (2 - 4 dias de idade) com peso
variando entre 6 e 9 g provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB-UFMG.
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Os experimentos foram realizados em conformidade com as orientagcdes para o uso
humanitario de animais de laboratério e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacado Animal (CETEA) da UFMG (protocolo numero 217/2009 — Anexo 1).

4- Obtencao de cultura de osteoblastos primarios

Osteoblastos primarios foram obtidos a partir de calvarias de ratos neonatos.
Para isso, os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica utilizando
cloridrato de quetamina (6 mg/kg) e submetidos a assepsia com alcool iodado,
especificamente, na regido de interesse, a cabega. Em seguida, a cabega foi cortada
com uma tesoura e a dissecacao foi realizada com a remogao da pele e posterior
retirada das calvarias. Estas passaram por 3 banhos em uma solugao de phosphate
buffered saline (PBS) (1X) tratado com gentamicina (Gibco, Carlsbad, CA, USA)
(100 ug/mL), denominada solugé&o 1. Ao longo da passagem por estes trés banhos
na solugdo 1, as calvarias foram higienizadas com lengos de papel sem fiapos
Kimwipes (Kimberly-Clark, Roswell, GA, USA) devidamente esterilizados, com o
objetivo de retirar o excesso de sangue e tecido fibroso, o que reduz a possibilidade
de contaminagdo da cultura por outros tipos celulares, como fibroblastos e
hemacias. Apds passar por trés banhos da solugdo 1, as calvarias passaram por
mais trés banhos da solugdo 2, composta por solucdo 1, meio alfa Minimum
Essential Medium (alfa-MEM) (Gibco) e gentamicina (190 uwg/mL). Durante estes
banhos em solucgéo 2, as calvarias foram dobradas ao meio em seu eixo longitudinal
e a sutura sagital das mesmas foram cortadas com o objetivo de reduzir as chances
de contaminacgao por fibroblastos, uma vez que as suturas sdo junturas fibrosas.

Uma vez divididas em duas partes, as calvarias passaram para a solugao 3,
composta por colagenase do tipo Il (Gibco) diluida em tripsina 0,25% (Gibco)
(1mg/mL), onde foram submetidas a trés digestdes. Na primeira digestdo, que teve
duracdo de 5 minutos, o sobrenadante foi descartado, também com objetivo de
prevenir contaminagdo da cultura por outros tipos celulares. A segunda digestao
teve duracdo de 15 minutos e, apds o seu término, o sobrenadante com as células
em suspensao, foi reservado em um tubo falcon separado, sendo denominado
amostra 1. No tubo que continha as calvarias, foi adicionado 1 mL de PBS (1X) e as
calvarias foram picotadas com tesoura em varios fragmentos menores. Apos esta

etapa, o PBS, que também continha células em suspenséo, foi cuidadosamente
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aspirado e homogeneizado juntamente com a amostra 1. Os fragmentos de calvaria
foram submetidos a uma terceira digestdo com duragdo de 25 minutos em solugéo
3. Enquanto a terceira digestdo ocorria, a amostra 1 foi centrifugada por 5 minutos a
3000 rpm, sendo o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em meio alfa-
MEM suplementado com soro fetal bovino (Gibco) a 10%, gentamicina (100 ug/mL),
acido ascorbico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (5 ug/mL) e beta glicerofosfato
(Sigma-Aldrich) (2,16 mg/mL). Apds esta etapa, a amostra 1 ficou reservada no gelo.
Terminada a terceira digestdo, a solugdo enzimatica contendo células em suspenséo
foi retirada do contato com os fragmentos 0sseos e centrifugada por 5 minutos a
3000 rpm, sendo o sobrenadante descartado, assim como na amostra 1, e o pellet
ressuspendido em meio alfa-MEM suplementado. Este tubo foi denominado amostra
2. Ao fim dessas etapas, as amostras contendo células em suspensdo foram
filtradas através de um cell strainer (BD biosciences, San Jose, CA, USA) com poros
de 70 um. Por fim, foi feita a contagem das células em cdmara de Neubauer e
posterior plagueamento das mesmas em placas de 24 pogos com uma densidade de
2,5 x 10* células por poco. O procedimento de extragdo de osteoblastos primarios
descrito acima foi adaptado a partir de Nanci et al. (1996) e de Oliveira et al. (2007).
Os osteoblastos (Figura 3) foram mantidos em incubadora de CO, com temperatura
(37°C), umidade (70%) e nivel de CO, (5%) controlados. O meio alfa-MEM
suplementado foi trocado de 2 em 2 dias e, quando as células atingiam uma
confluéncia de 70 a 80%, os experimentos eram iniciados, com as células sendo
tratadas com os diferentes biocompdsitos (NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM, NTCPM-
HY e HY), que foram diluidos no meio de cultura suplementado no inicio dos
experimentos. A incubacdo das células com NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e
NTCPM-HY foi realizada a partir de uma solucao estoque dos biocompdsitos citados
acima, na concentragdo de 2 mg/mL. A incubagdo das células com o HY foi
realizada a partir de uma solugdo estoque de 1 mg/mL, com excecédo do
experimento de viabilidade celular por MTT, onde a maior concentragao da curva

dose-resposta do HY foi exatamente 1 mg/mL.
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Figura 3: Microscopia optica de contraste de fase de cultura de osteoblastos primarios
extraidos a partir de calvarias de ratos neonatos. Em (A), 48 horas ap6s a extragao, observa-se a
morfologia estrelar dos osteoblastos (destacados pelas setas vermelhas) e seus prolongamentos, que
apresentaram-se bem nitidos. Ja em (B), quando as células atingiram a confluéncia total, as mesmas
apresentaram uma morfologia mais poliédrica.



28

5- Analise da viabilidade celular pela técnica de MTT

Este ensaio baseia-se na capacidade de enzimas desidrogenases, presentes
nas mitocondrias de células viaveis, de converter o substrato [3-(4,5-dimetiltiazol-
2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina] (MTT), soluvel em agua, em cristais de
formazan, produto insoluvel em agua. A quantidade de cristais de formazan
produzida € diretamente proporcional ao numero de células viaveis. Foram testadas
cinco concentragdes (10 pg/mL; 1 ng/mL; 100 ng/mL; 10 ug/mL e 1 mg/mL) para
cada um dos tratamentos propostos (NTCPS; NTCPS-HY, NTCPM; NTCPM-HY e
HY). Apos o periodo de 48 horas de incubagdo com os diferentes tratamentos, os
osteoblastos foram submetidos a lavagem rapida com PBS (1X) e, em seguida, foi
adicionado MTT (Sigma-Aldrich) (500 ug/mL) diluido em alfa-MEM com as células
sendo mantidas por 4 horas na incubadora de CO,. Apds este periodo, foi realizada
lavagem com PBS (1X) e, na sequéncia, foi adicionada uma solugdo de
isopropanol/acido cloridrico para promover a dissolu¢gao dos cristais de formazan. Os
cristais eluidos passam por agitagdo e o sobrenadante foi quantificado pela leitura
dos valores de absorbancia a 595 nm em leitor de ELISA. Foram realizados dois
experimentos independentes em duplicata. Os procedimentos experimentais foram
adaptados a partir de Tutak et al. (2009).

6- Analise da viabilidade celular por iodeto de propidio

Adicionalmente ao ensaio de MTT, foi realizada a marcacédo com iodeto de
propidio e Hoechst. O iodeto de propidio (Sigma-Aldrich) € um marcador
fluorescente que se liga ao DNA de células ndo viaveis e o Hoechst 33342
(Molecular probes, Eugene, Oregon, USA) é um fluorocromo permeavel capaz de se
ligar ao DNA de células viaveis ou n&o viaveis. Possui um espectro de
excitacado/emissao de 350/461 nm emitindo fluorescéncia azul. Apds a realizagcédo do
ensaio de MTT, foi definido que os biocompdsitos seriam utilizados na concentragcao
de 100 ng/mL nos demais experimentos. O protocolo descrito em seguida foi
adaptado a partir de Thuret et al. (2003). Para realizar as marcagdes, osteoblastos
primarios foram cultivados em placas de 24 pocgos sobre laminulas de vidro e
incubados com os diferentes tratamentos (NTCPS; NTCPS-HY, NTCPM; NTCPM-
HY e HY) por 48 horas. Ao final desse prazo, os marcadores fluorescentes foram
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adicionados diretamente no meio de cultura de modo que ficassem com uma
concentragcédo final de 1 ug/mL para o hoechst e 250 ng/mL para o iodeto de
propidio. O tempo de incubagao foi de 15 minutos. Apos o fim deste periodo, o meio
foi retirado seguido de uma lavagem rapida com PBS (1X). As laminulas com as
células aderidas foram entdo retiradas do fundo da placa com uma pinga e
montadas em laminas histolégicas polarizadas para documentagdo do experimento
em microscopio de fluorescéncia (Axio Imager.M2 - Carl Zeiss) usando o software
Axiovision 4.8 para a obteng&o das imagens. O controle positivo do experimento foi
realizado no dia da marcagao utilizando a digitonina (Amend Drug and Chemicals
Co., NY, USA). Diferentemente dos demais grupos, ao fim das 48 horas de
incubagdo, a digitonina (50 ug/mL) foi adicionada no meio por 5 minutos, conforme
protocolo previamente descrito por Kuznetsov et al. (2008). Ao final deste prazo, o
meio com digitonina foi retirado, sendo adicionado 1 mL de meio contendo os
marcadores fluorescentes (iodeto de propideo e hoechst) nas concentragbes e
tempo ja descritos. A aquisicdo das imagens foi feita imediatamente apds a
montagem das laminas. O experimento foi feito em triplicata, sendo obtidas 5 fotos
por po¢o, utilizando-se a objetiva de 20X. O tempo de exposi¢cao foi 0 mesmo para
todas as imagens coletadas, sendo que, para cada campo, as imagens foram
separadamente adquiridas para iodeto de propideo e hoechst, usando-se filtros
especificos compativeis com o perfil de excitacdo-emissdo de cada marcador
fluorescente. As imagens foram posteriormente analisadas usando o software
image-J (http://rsbweb.nih.govV/ij/). O background das imagens foi subtraido e a dupla
marcagao com iodeto de propidio e Hoechst foi definida por colocalizagéo - Image-J
plugin (Costes et al., 2004). As células foram definidas como particulas com
diametro minimo de 13 um? para a realizagdo da contagem. O nUmero de
osteoblastos duplamente marcados foi normalizado pelo numero total de células,
marcadas pelo hoechst, sendo os resultados expressos em valores percentuais.

7- Analise de mineralizagao pela técnica citoquimica de von Kossa

Esta técnica identifica, especificamente, os sitios onde o calcio se liga e
permite, portanto, avaliar o estagio de mineralizagdo da matriz 6ssea em formacgéo.
Para a realizagdo dos experimentos, osteoblastos primarios foram cultivados em

placas de 24 pogos e incubados com os diferentes tratamentos (NTCPS; NTCPS-
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HY, NTCPM; NTCPM-HY e HY), todos na concentracdo de 100 ng/mL, por 7 dias.
Apo6s o término desse periodo, o meio com os tratamentos foi retirado e as células
passaram por lavagem rapida com PBS (1X) e posterior fixagdo com alcool 70% por
24 horas. Ao final do periodo de fixagao, foi realizada lavagem em agua corrente por
10 minutos seguida de lavagem rapida com agua destilada. Foi adicionado entédo 1
mL de nitrato de prata a 5% por poc¢o e a placa foi exposta a luz ultravioleta por 1
hora. Passada esta etapa, o nitrato de prata foi removido e as células foram lavadas
abundantemente com agua destilada. Apos a lavagem, foi adicionado em cada pogo
1 mL de tiossulfato de sédio a 5% por 5 minutos. O tiossulfato de sddio foi removido
e as células foram novamente lavadas com agua destilada. O protocolo descrito
acima foi adaptado a partir de Martins et al. (2014). Apos a coloragao, a placa foi
levada ao microscépio invertido onde foram observadas e fotografadas para
demonstracdo da presenca de mineralizagdo, indicada pela coloragdo negra ou
marrom. Foram obtidas 10 imagens por po¢o e, em cada imagem, foi quantificada a
area de mineralizagdo, na cor negra, com o auxilio do software de analise de

imagens Image-Pro Plus. Os resultados foram expressos em valores percentuais.

8- Analise da expressao de mRNA de indicadores do reparo ésseo por PCR

em tempo real

Para a realizagao deste experimento, osteoblastos primarios foram cultivados
em placas de 24 pogos e incubados com os diferentes tratamentos (NTCPS;
NTCPS-HY, NTCPM; NTCPM-HY e HY), todos na concentragdo de 100 ng/mL, em
quadruplicata por 3 ou 5 dias. Apds o término desses periodos, o0 meio alfa-MEM
com os tratamentos foi retirado e as células passaram por lavagem rapida com PBS
(1X), tripsinizadas com uma solugdo de tripsina-EDTA 0,25% (Gibco) e
ressuspendidas em meio alfa-MEM suplementado com soro fetal bovino (Gibco) a
10%, gentamicina (100 ug/mL), acido ascérbico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(5 ng/mL) e beta glicerofosfato (Sigma-Aldrich) (2,16 mg/mL) para inativacdo da
tripsina. Em seguida, os eppendorfs com as células foram centrifugados a 800 g por
5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com PBS (1X). Apés uma
nova centrifugacédo a 800 g por 5 minutos, o PBS foi retirado, as células foram
suspensas em 500 pyL de Trizol (Invitrogen Carlsbad, CA, USA) gelado e agitadas

com uma micropipeta, visando a lise das mesmas. Logo apos esta etapa, foram
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adicionados 100 pL de cloroférmio e os eppendorfs permaneceram em repouso por
3 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, os tubos foram centrifugados a
12000 g por 15 minutos a 4°C. Ao término da centrifugagéo, foram formadas 3 fases.
A fase mais inferior &€ formada por restos celulares e contaminantes, a porgéo central
€ composta por DNA e a fase superior contém o RNA total extraido. A porcéo
superior foi entdo transferida para novos eppendorfs com adicdo subsequente de
250 uL de isopropanol gelado para precipitar o RNA, permanecendo em repouso por
15 minutos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12000 g por 15 minutos a
4°C. O precipitado formado foi entdo lavado 2 vezes com alcool 75% gelado,
seguido de uma segunda centrifugacdo a 12000 g por 3 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado seco em temperatura ambiente. O pellet
foi ressuspendido em agua livre de nucleases. A concentracdo do RNA foi
determinada por espectrofotometria. A integridade do RNA foi avaliada com um gel
de agarose 1% em Tris/Borato/EDTA por 1h a 70V.

A conversao do mRNA em cDNA (DNA complementar) foi realizada de acordo
com as recomendacgdes do fabricante. O kit utilizado foi First Strand cDNA Synthesis
Kit (Thermo, Waltham, MA, USA). Primeiramente, 2 yg de RNA total foram tratados
com DNAse para que fossem degradadas quaisquer contaminagdes. Para isso, a
enzima permaneceu ativa por 20 minutos a 25°C. A inativagdo enzimatica ocorreu
por aumento de temperatura para 65°C por 10 minutos. Em seguida, o mix
preparado com os reagentes fornecidos pelo kit foram adicionados (tamp&o 5X,
dNTP, Oligo-dT, MuLV transcriptase reversa e RNAout). A ciclagem utilizada no
experimento foi de 10 minutos a 25°C pra anelamento do oligo-dT, 1 hora a 42°C
para a sintese do cDNA e, por fim, 10 minutos a 70°C para a inativagdo da enzima.

As amplificagdes de PCR foram realizadas em StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). As reagdes foram executadas em uma mistura com
15 pL no total contendo 1 pyL do produto da reacdo de cDNA, 1X Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo) e 800 nM de cada primer (Tabela 2). A
ciclagem da PCR foi constituida por 5 minutos de desnaturagcéo a 95°C, 45 ciclos de
1 minuto para anelamento e elongamento a 60°C e 10 segundos de desnaturagéo a
95°C. A fluorescéncia foi detectada ao final de cada fase de extensdo. Para excluir a
contaminagao de produtos inespecificos da PCR, tais como os dimeros de cada
primer, a analise da curva de dissociagao foi aplicada a todos os produtos. A
quantificagcéo relativa da expressao dos genes alvo foi realizada usando o método
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CT comparativo, conforme descrito previamente (Livak and Schmittgen, 2001).

Alteragdes no nimero de copias dos genes alvo equivalem a 2°* ACT,

Tabela 1: Sequéncia dos primers usados para as analises de qRT-PCR.

BMP-2 Fwd | 5-GGAAAACTTCCCGACGCTTCT-3
Rev | 5-CCTGCATTTGTTCCCGAAAA-3’
BMP-4 Fwd | 5-TTATGAGGTTATGAAGCCCCCA-3’
Rev | 5-GCTCACATCGAAAGTTTCCCAC-3’
OCN Fwd | 5-CTGCATTCTGCCTCTCTGACCT-3
Rev | 5-GCCGGAGTCTATTCACCACCTT-3
Colageno tipo | Fwd | 5-TTGACCCTAACCAAGGATGC-3’
Rev | 5-CACCCCTTCTGCGTTGTATT-3
Colageno tipo llI Fwd | 5-AGAGGATGGCTGCACTAAACA-3’
Rev | 5-TTGGTCACTTTCACTGGTTGAC-3
Gliceraldeido 3-fosfato | Fwd | 5-GTATTGGGCGCCTGGTCACC-3’
desidrogenase (GAPDH) | Rev | 5-CGCTCCTGGAAGATGGTGATGG-3'

Fwd: foward; Rev: reverse.

9- Analise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + EPM. Previamente a

realizagcao dos testes estatisticos, foi aplicado o teste de normalidade Shapiro-Wilk,

que demonstrou uma distribuicdo normal dos dados. Na sequéncia, foram utilizados

os testes One-way ANOVA seguido pelo teste de comparagdo multipla de Newman-

Keuls ou Two-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Bonferroni com o auxilio do

programa GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, USA). Resultados com p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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V. RESULTADOS

1- A caracterizagdao comprovou a boa qualidade estrutural dos biocompaédsitos
e a funcionalizagdao nao covalente entre os NTC de paredes simples ou
multiplas e o hialuronato de sédio

A MET dos NTCPS demonstrou, em menor aumento (Figura 4A), varios feixes
de NTCPS, formando redes tridimensionais. Em maior aumento, observou-se a
sobreposicao de feixes de NTCPS, sendo que o mais central deles foi destacado
pelas setas pretas (Figura 4B). Nesse feixe um dos tubos foi destacado, onde
podemos ver um unico plano de atomos de carbono compondo sua parede,
caracterizando-o como NTCPS (Figura 4B). As imagens dos NTCPM demonstraram,
em menor aumento (Figura 4C), tubos mais individualizados e com a parede bem
mais espessa quando comparado aos NTCPS. Em detalhe, pode-se observar a luz
dos tubos (Figura 4C). Em maior aumento (Figura 4D), podemos observar
sobreposicao dos tubos, sendo que as paredes de um deles encontram-se
destacadas pelas setas pretas. Nota-se o enrolamento de varios planos de atomos
de carbono dispostos concentricamente, caracterizando-os morfologicamente e
estruturalmente como NTCPM (Figura 4D). Nenhuma alteracdo morfolégica ou
estrutural importante foi detectada.
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Figura 4: MET dos NTCPS e NTCPM. Os NTCPS, em menor aumento (A), estdo dispostos em
feixes formando redes tridimensionais. Em maior aumento (B), um feixe de NTCPS esta delimitado
em seu didmetro horizontal pelas setas pretas e as cabecgas de seta amarelas delimitam um tubo,
sendo possivel perceber apenas uma parede, o que o caracteriza como NTCPS. Em (C), observa-se,
em menor aumento, um NTCPM destacado em seu didmetro horizontal pelas setas pretas e a cabega
de seta vermelha mostra a luz do tubo. Em maior aumento (D), as setas pretas delimitam a parede de
um NTCPM, onde podem ser visualizados varios planos de atomos de carbono dispostos
concentricamente ao redor da luz do tubo, novamente destacado pelas cabegas de seta vermelhas.
Observa-se ainda outro NTCPM passando abaixo do tubo destacado em (D).

Em relacdo a analise com espectroscopia Raman, considerando os espectros
dos NTCPS e NTCPS-HY, a baixa intensidade relativa da banda D comparada com
a banda G indicou que havia baixa quantidade de carbono amorfo e poucos defeitos
estruturais nos NTCPS (Figura 5A). Além disso, o modo de respiragao radial (RBM)

em ambos os espectros demonstrou a presenga de picos com espectro de baixa
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energia (183 cm™), que sdo caracteristicos dos NTCPS (Figura 5A). Em conjunto,
estes resultados indicam que os NTCPS obtidos pelo método de descarga em arco
apresentavam paredes simples. Ja os espectros dos NTCPM e NTCPM-HY (Figura
5B) apresentaram as bandas D e G com intensidade semelhante, o que pode
representar maior quantidade de defeitos na estrutura dos tubos. Esse resultado
pode estar associado ao processo de carboxilagdo dos NTC, uma vez que a adi¢ao
de grupos carboxilicos danifica a estrutura dos tubos, e a técnica usada para a
sintese dos NTCPM (deposigdo de vapor quimico). Contudo, esse resultado nao
comprometeu a utilizagdo dos NTCPM ou NTCPM-HY para os experimentos de
cultura celular. A auséncia de maiores diferencas entre os espectros de NTCPS e
NTCPS-HY ou NTCPM e NTCPM-HY indica que a interagdo entre os NTC e o HY foi

nao covalente (Figuras 5 A, 5B).
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Figura 5: Espectroscopia Raman dos NTC e dos NTC-HY. Espectros dos NTCPS e NTCPS-HY
apresentaram o RBM, o que caracteriza este tipo de NTC, e as bandas D e G, sendo a banda G mais
intensa que a D (A). Portanto, o espectro indica que os NTCPS e NTCPS-HY possuem baixa
quantidade de carbono amorfo e defeitos estruturais. Ja nos espectros dos NTCPM e NTCPM-HY (B)
observou-se que as bandas D e G possuiam intensidade semelhante, um indicativo de que essas
amostras continham maior quantidade de defeitos estruturais.

Através da termogravimetria foi possivel demonstrar a quantidade de HY que
estava imobilizada nos NTC de paredes simples e multiplas. Primeiramente,
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realizou-se a decomposicao térmica do HY. Esta analise demonstrou uma primeira
perda de massa, em uma temperatura média de 44,53°C, que estava relacionada a
queima de agua que compde o gel. A perda de massa que representa a queima do
HY chegou a 61% e ocorreu em uma temperatura média de 220,58°C (Figura 6A). A
decomposicéo térmica dos NTCPS-HY pode ser observada na Figura 6B. A primeira
perda de massa comegou acima dos 131°C e terminou proxima de 280°C. Essa
perda de 13,18% aconteceu a uma temperatura média de 204,76°C e representa a
massa de HY estabilizada nos NTCPS. A segunda queda de massa ocorreu em uma
temperatura média de 374,66°C e corresponde a queima dos NTCPS. Cada
variacdo de perda de massa corresponde a um tipo de degradacgéo e na curva rosa
do grafico podemos observar outros pontos onde ocorrem perdas de massa, que
podem representar impurezas. Essas impurezas podem ser resquicios de cobalto ou
niquel ou metais pesados usados como catalisadores no processo de sintese dos
NTCPS.

Na analise termogravimétrica da amostra de NTCPM-HY podemos perceber
duas quedas bem evidentes no percentual de massa, sem outros pontos de perda, o
que demonstra que essa amostra ndo apresentava impurezas (Figura 6C). 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 comecou aos 173°C e
terminou aos 339°C. Para os NTCPM a perda de massa teve inicio aos 340°C e
terminou aos 525°C. Em conjunto, esses dados demonstram o sucesso da
funcionalizagdo dos NTCPS e dos NTCPM com o HY e que os NTCPM podem
estabilizar quase o triplo de HY em sua estrutura quando comparado aos NTCPS, o
que ja era esperado, tendo em vista a maior complexidade estrutural dos NTCPM,
compostos por varias folhas de grafite enroladas concentricamente.
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Figura 6: Analises termogravimétricas de amostras do HY, NTCPS-HY e NTCPM-HY. Em (A),
duas perdas de massa foram observadas, com destaque para a segunda, de 61%, que corresponde a
queima do HY. Em (B), quatro pontos de perda de massa foram visualizados, com destaque para a
segunda e a terceira perdas de massa, que estdo relacionadas, respectivamente, as queimas do HY
e dos NTCPS. Em (C), os dois pontos de perda de massa relativos a queima do HY e dos NTCPM
estdo bem evidentes, ndo sendo observados sinais de impurezas na amostra.
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2- Ensaio de viabilidade por MTT demonstrou que os tratamentos com
NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM, NTCPM-HY e HY nao alteram a viabilidade celular
de osteoblastos primarios

Foi realizado o ensaio de MTT para avaliar o efeito dos tratamentos com
NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM, NTCPM-HY e HY na viabilidade dos osteoblastos
apos 48 horas de exposicdo. Para cada um dos tratamentos foram testadas cinco
concentragdes (10 pg/mL; 1 ng/mL; 100 ng/mL; 10 ug/mL e 1mg/mL).

Osteoblastos primarios expostos a baixas concentragdes (10 pg/mL; 1 ng/mL;
100 ng/mL; 10 ug/mL) de NTCPS (Figura 7A), NTCPS-HY (Figura 7B), NTCPM
(Figura 7C), NTCPM-HY (Figura 7D) e HY (Figura 7E) ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quanto aos valores de absorbancia quando
comparados a seus respectivos grupos controle. Esses resultados demonstraram
que os biocompdsitos propostos acima, em baixas concentragdes, néo interferem na
viabilidade celular.

Os tratamentos com os biocompdsitos NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e
NTCPM-HY em alta concentragdo (1mg/mL) (Figura 7A-D) n&o alteraram de maneira
significativa a viabilidade de osteoblastos primarios em relagdo aos respectivos
grupos controle e aos tratamentos em baixas concentragdes. A excegao ocorreu
quando foi avaliado o efeito do HY (Figura 7E) em alta concentragdo na viabilidade
de osteoblastos apos 48 horas. Foi observada significativa redugao da viabilidade
celular (0,05 + 0,004) de osteoblastos primarios tratados com HY (1mg/mL) quando
comparados com o grupo controle (0,57 + 0,03) e com as demais concentragdes de
HY (HY 10 pg/mL: 0,56 = 0,01; HY 1 ng/mL: 0,57 + 0,04; HY 100 ng/mL: 0,6 + 0,06 e
HY 10 ug/mL: 0,52 =+ 0,03) (Figura 7E). Em conjunto, esses resultados
demonstraram que a avaliagao da viabilidade celular por MTT, em situagbes onde as
células foram tratadas com NTC em altas concentragdes, pode fornecer falsos
resultados negativos. Diante disso, selecionamos uma concentragdo intermediaria
entre as cinco testadas (100 ng/mL) para avaliar a viabilidade celular através de

outra técnica, bem como para os demais experimentos descritos abaixo.
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Figura 7: Ensaio de MTT. Demonstrou-se neste ensaio que os tratamentos com NTCPS (A),
NTCPS-HY (B), NTCPM (C), NTCPM-HY (D) e HY (E) n&o alteram a viabilidade celular em baixas
concentragbes. Todos os tratamentos na concentracdo de 1mg/mL causaram morte celular, com
destaque para o HY, que apresentou significativa redugcado da viabilidade em relacdo aos demais
grupos. One-way ANOVA seguido do pés-teste de Newman-Keuls *p<0,05 vs. controle e demais
concentragdes do HY (10 pg/mL; 1 ng/mL; 100 ng/mL e 10 pyg/mL).
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3- Ensaio de viabilidade por iodeto de propidio confirmou resultados do
ensaio de MTT e demonstrou que os tratamentos com NTCPS, NTCPS-HY,
NTCPM, NTCPM-HY e HY nao alteram a viabilidade celular de osteoblastos

primarios

Este experimento foi realizado para confirmar os resultados do MTT. As
imagens do grupo controle (Figura 8A-C) mostraram que as células estavam viaveis.
O grupo tratado com digitonina (Figura 8D-F), que foi o controle positivo do
experimento, demonstra a eficacia da dupla marcacdo com iodeto de
propideo/Hoechst, onde mais da metade das células apresentaram marcagao
positiva para o iodeto de propidio (Figura 8E) e, consequentemente, colocalizagéao
nuclear dos marcadores (Figura 8F), indicando que as células estavam inviaveis. Os
tratamentos com HY (Figura 8G-I), NTCPS (Figura 8J-L), NTCPS-HY (Figura 8M-0O),
NTCPM (Figura 8P-R) e NTCPM-HY (Figura 8S-U) apresentaram poucas células
colocalizadas, ndo havendo diferenga em relacdo ao grupo controle, o que indica
que a viabilidade celular dos osteoblastos ndo é afetada por nenhum dos
biocompdsitos testados.

A analise morfométrica das imagens comprova o que foi observado nas
imagens. O grupo controle teve um percentual de morte celular de 0,2 = 0,14%
(Figura 8V). No grupo controle positivo do experimento, tratado com digitonina,
houve morte de 60 = 2,96%, valor significativamente maior em relacdo ao grupo
controle (Figura 8V). Os grupos tratados com HY (0,27 + 0,15%), NTCPS (0 + 0%),
NTCPS-HY (1,6 = 1,19%), NTCPM (0,93 + 0,36%) e NTCPM-HY (0,93 = 0,4%)
apresentaram baixo numero de células inviaveis, ndo havendo nenhuma diferencga
entre esses grupos e o grupo controle (Figura 8V). Os dados desse experimento, em
conjunto, confirmam os resultados apresentados no ensaio de MTT, demonstrando
que os diferentes tratamentos, na concentracdo de 100 ng/mL, ndo comprometem a
viabilidade de osteoblastos primarios.



[9\]
<




43

w

70- .
2]
o 607 -
= =
S 504 =
& 40- s
0 e
g f
© 20- e
O :§_.':_:
e I
e
0 —l ' T ﬁ—*—T.
¢ @ A © A N
N ‘\oo\(\ R ,\Cﬁ2 X ,\Cjz @32\
¢ < &(52 < &QQ
< <

Figura 8: Ensaio de viabilidade por iodeto de propidio. A coluna de imagens da esquerda
apresenta o numero total de células marcadas pelo Hoechst, a coluna do meio apresenta as células
com marcagao positiva para o iodeto de propidio e a coluna da direita apresenta a sobreposigcédo das
imagens. No grupo controle (A-C) ndo é evidenciado células duplamente marcadas. O controle
positivo (D-F), tratado com digitonina, mostrou um grande numero de células duplamente marcadas,
indicando a eficacia da marcacgéo testada. Os tratamentos com HY (G-l), NTCPS (J-L), NTCPS-HY
(M-O), NTCPM (P-R) e NTCPM-HY (S-U) ndo comprometeram a viabilidade celular, o que foi
confirmado pela analise morfométrica das imagens (V). One-way ANOVA seguido do pds-teste de
Newman-Keuls *p<0,05 vs. controle, HY, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM e NTCPM-HY. Barra = 100
pm.
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4- A coloragao de von Kossa demonstrou que os tratamentos com NTCPS,
NTCPS-HY, NTCPM, NTCPM-HY e HY estimulam o aumento da formagao de

nodulos mineralizados

Fotomicrografias de culturas de osteoblastos primarios tratadas com NTCPS
ou NTCPS-HY (Figura 9C, D) mostraram que ambos os tratamentos foram capazes
de aumentar a area de mineralizagdo em relagdo ao grupo controle (Figura 9A), mas
principalmente nas células tratadas com NTCPS-HY podem ser visualizados nédulos
maiores e mais organizados. A morfometria (Figura 9G) comprova as analises
microscopicas, mas demonstra que apenas o tratamento com NTCPS-HY foi capaz
de aumentar significativamente a area de mineralizagdo em relagdo ao grupo
controle (NTCPS-HY: 16,8 = 4,1% vs controle: 4,2 = 1,5%).

A analise microscépica de osteoblastos tratados com NTCPM ou NTCPM-HY
(Figura 9E, F) mostra resultados similares aqueles observados quando as células
foram tratadas com NTCPS-HY, onde ambos os tratamentos aumentaram
consideravelmente a deposi¢cdo de matriz mineralizada, também sendo observados
nodulos maiores e mais organizados quando comparados ao grupo controle (Figura
8A). A analise morfométrica (Figura 9G) mostra que tanto os NTCPM (15,94 + 3,24)
quanto os NTCPM-HY (14,9 + 2,78) aumentaram significativamente a area de
mineralizagdo quando comparados ao grupo controle (4,88 + 2,17). Assim como 0s
demais tratamentos descritos acima, o HY também foi capaz de aumentar de
maneira significativa a area de mineralizagdo (Figura 9B) em relagdo ao grupo
controle (Figura 9A), o que foi confirmado pela analise morfométrica (HY: 15,93 +
0,33 vs controle: 4,88 + 2,17) (Figura 9G). Esses resultados demonstraram a
capacidade dos biocompdsitos de estimular osteoblastos de cultura primaria a

acelerar o processo de deposicdo e maturacdo da matriz éssea.



45

Area Mineralizada (%)

E& Contole [ NTCPS-HY
B HY NTCPM
ESl NTCPS NTCPM-HY

Figura 9: Coloragdo de von Kossa para analise das areas de matriz mineralizada. As imagens
demonstram que o HY (B), NTCPS (C), NTCPS-HY (D), NTCPM (E) e NTCPM-HY (F) aumentam a
deposi¢cdo de nodulos mineralizados, indicados pelas setas vermelhas, quando comparado com o
controle (A). A analise morfométrica confirmou que todos os biocompdsitos, exceto os NTCPS,
aumentam significativamente a deposi¢cdo de ndédulos mineralizados quando comparado ao grupo

controle. One-way ANOVA seguido do poés-teste de Newman-Keuls *p<0,05 vs. controle. Barra = 100
pm.
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5- A PCR em tempo real demonstrou que os tratamentos com NTCPS, NTCPS-
HY, NTCPM, NTCPM-HY e HY estimularam osteoblastos primarios a
aumentarem a expressdao de mMRNA de proteinas importantes para o
processo de formagao Ossea

O PCR em tempo real demonstrou que os tratamentos com NTCPS, NTCPS-
HY, NTCPM, NTCPM-HY e HY estimulam osteoblastos primarios a aumentar a
expressdo de mRNA de proteinas envolvidas na formagao 6ssea. Foram avaliadas a
expressdo de mRNA dos colagenos | e lll, OCN, BMP-2 e BMP-4, proteinas
envolvidas na formacdo e mineralizacdo da matriz 6ssea apés 3 e 5 dias de
tratamento com os biocompdsitos.

Os NTCPS e os NTCPS-HY foram capazes de aumentar significativamente a
expressao do colageno | apos 3 dias de tratamento, com destaque para os NTCPS-
HY que causaram um aumento significativo inclusive em relagdo aos NTCPS (Figura
10A). Apds 5 dias de tratamento, a expressdo de colageno | nos grupos tratados
com NTCPS ou NTCPS-HY retornou aos niveis basais, atingindo valores inferiores
aos apresentados pelo grupo controle (Figura 10A). De maneira semelhante, a
expressado do colageno lll foi significativamente maior apés 3 dias de tratamento
com NTCPS ou NTCPS-HY, com destaque para os NTCPS (Figura 10B). Apds 5
dias de tratamento, a expressao de colageno Ill retornou aos niveis basais nos
grupos tratados, sendo que, no grupo tratado com NTCPS, essa redugéo foi
significativamente maior em relagdo ao grupo controle (Figura 10B). A expresséo de
OCN foi significativamente maior apenas no grupo tratado com NTCPS apoés 3 dias
de tratamento (Figura 10C). Apos 5 dias de tratamento, a expressdo de OCN
aumentou significativamente nos pocgos tratados com NTCPS-HY, ao contrario do
grupo tratado com NTCPS, onde a expressdo de OCN voltou aos valores basais
(Figura 10C). Ja a expressdao de BMP-2 (Figura 10D) e BMP-4 (Figura 10E) foi
significativamente maior apos 3 dias de tratamento com NTCPS ou NTCPS-HY,
sendo que, apos 5 dias, a expressdo desses marcadores continuou maior nos
grupos tratados, com destaque, em ambos os tempos, para o aumento observado
no grupo tratado com NTCPS (Figura 10D, E).
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Figura 10: PCR em tempo real. Expressdo de mRNA dos colagenos tipo | (A) e Ill (B), OCN (C),
BMP-2 (D) e BMP-4 (E) ap6s tratamento com NTCPS ou NTCPS-HY. De um modo geral, observa-se
que os tratamentos com NTCPS ou NTCPS-HY aumentaram significativamente a expressédo dos
marcadores apés 3 dias com retorno aos valores basais no quinto dia de tratamento, exceto para o
BMP-2 e BMP-4, onde a expressédo dos marcadores continuava maior. Two-way ANOVA seguido do
pos-teste de Bonferroni *p<0,05 vs. controle #p<0,05 vs. NTCPS.
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Os NTCPM e os NTCPM-HY também foram capazes de aumentar
significativamente a expresséo do colageno | apés 3 dias de tratamento, com grande
destaque para o NTCPM, que apresentou aumento significativo inclusive em relagao
aos NTCPM-HY (Figura 11A). Apos 5 dias de tratamento, a expressao de colageno |
nos grupos tratados com NTCPM ou NTCPM-HY retornou aos niveis basais,
atingindo valores significativamente inferiores aos apresentados pelo grupo controle
(Figura 11A). Da mesma forma, a expressao do colageno lll foi significativamente
maior apos 3 dias de tratamento com NTCPM ou NTCPM-HY, com destaque para os
NTCPM (Figura 11B). Apos 5 dias de tratamento, a expressdo de colageno |l
retornou aos niveis basais nos grupos tratados, sendo que, no grupo tratado com
NTCPM, essa reducédo foi significativamente maior em relagdo ao grupo controle
(Figura 11B). A expressao de OCN foi significativamente maior apenas no grupo
tratado com NTCPM apds 3 dias de tratamento (Figura 11C). Apos 5 dias de
tratamento, a expressdo de OCN nos pocos tratados com NTCPM caiu de maneira
expressiva, mas se manteve estatisticamente maior em relagdo ao grupo controle
(Figura 11C). De maneira inversa, o grupo tratado com NTCPM-HY, que ndo havia
induzido aumento na expressao de OCN apo6s 3 dias de tratamento, apresentou,
apos 5 dias de incubagéo, um significativo aumento quando comparado ao controle
ou ao grupo tratado com NTCPM (Figura 11C). A expressao de BMP-2 (Figura 11D)
foi significativamente maior apds 3 dias de tratamento com NTCPM ou NTCPM-HY,
sendo que, apos 5 dias, a expressao desses marcadores continuou aumentada nos
grupos tratados, com destaque, em ambos os tempos, para o aumento observado
no grupo tratado com NTCPM (Figura 11D). Os tratamentos com NTCPM ou
NTCPM-HY nao alteraram a expressao de BMP-4 apés 3 dias de tratamento, sendo
que, apds 5 dias de incubagao, apenas os NTCPM foram capazes de aumentar
significativamente a expressdo deste marcador quando comparado ao grupo
controle (Figura 11E).
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Figura 11: PCR em tempo real. Expressdo de mRNA dos colagenos tipo | (A) e Ill (B), OCN (C),
BMP-2 (D) e BMP-4 (E) apds tratamento com NTCPM ou NTCPM-HY. Para os colagenos | e lll,
observa-se que os tratamentos com NTCPM ou NTCPM-HY aumentaram significativamente a
expressdo desses colagenos apds 3 dias, com retorno aos valores basais no quinto dia de
tratamento. O tratamento com NTCPM aumentou a expressao de OCN apoés 3 dias de exposigdo com
posterior redugdo desses valores no quinto dia. J& os NTCPM-HY aumentaram significativamente a
expressdo de OCN apés cinco dias de tratamento. A expressdo do BMP-2 aumentou em ambos os
grupos tratados apdés 3 e 5 dias de tratamento, ao passo que a expressao do BMP-4 so6 foi
aumentada apés 5 dias no gru#po tratado com NTCPM. Two-way ANOVA seguido do pds-teste de
Bonferroni *p<0,05 vs. controle "p<0,05 vs. NTCPM.
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Com relagdo aos colagenos | e Ill, observou-se um significativo aumento na
expressao desses marcadores no grupo tratado com HY apos 3 dias de tratamento,
com retorno aos valores basais no quinto dia (Figuras 12 A, 12 B). Com relagéo a
expressdo de colageno lll apos 5 dias de incubagédo, o grupo tratado com HY
manteve um valor significativamente maior em relagdo ao controle, apesar da
significativa queda na expressao quando comparado ao valor observado apos 3 dias
(Figura 12B). O padrdo de expressao da OCN foi semelhante ao dos colagenos,
onde apdés 3 dias de tratamento com HY a expressdao de OCN apresentou-se
significativamente maior em relagdo ao controle, com retorno aos valores basais
apos cinco dias de tratamento (Figura 12C).

A expressdo de BMP-2 apresentou-se significativamente maior no grupo
tratado com HY em relagdo ao grupo controle apdés 3 dias de tratamento, n&o
havendo nenhuma diferenca apos 5 dias (Figura 12D). Ja a expressao do BMP-4
apresentou um padrao inverso, uma vez que, apés 3 dias de tratamento, a
expressao deste marcador no grupo tratado com HY foi significativamente menor em
relagado ao controle, havendo uma inversao deste padrao apds 5 dias de incubacao,

com valores significativamente maiores no grupo tratado (Figura 12E).
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Figura 12: PCR em tempo real. Expressdo de mRNA dos colagenos tipo | (A) e Ill (B), OCN (C),
BMP-2 (D) e BMP-4 (E) apds tratamento com HY. Para os colagenos | e lll, observa-se que o
tratamento com HY aumentou significativamente a expressao desses colagenos apés 3 dias, com
retorno aos valores basais no quinto dia de tratamento. O HY também aumentou a expresséo de
OCN apos 3 dias de exposigdo com posterior redugado desses valores no quinto dia. A expressao do
BMP-2 também aumentou no grupo tratado com HY apds 3 dias de tratamento. De maneira inversa, a
expressdo do BMP-4 foi reduzida no grupo tratado com HY apés 3 dias, aumentando
significativamente em relagdo ao controle apds 5 dias de incubacdo. Two-way ANOVA seguido do
pos-teste de Bonferroni *p<0,05 vs. controle.
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VI. DISCUSSAO

Trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério demonstraram que
o HY e os NTCPS-HY sao capazes de acelerar o reparo ¢sseo de alvéolos dentarios
de ratos saudaveis e diabéticos (Mendes et al., 2010; Sa et al., 2013). Contudo, os
mecanismos que induzem tais efeitos permanecem desconhecidos. Dessa forma, o
objetivo principal desse trabalho foi avaliar os efeitos do HY, dos NTC e dos NTC-HY
no comportamento de osteoblastos primarios.

Culturas de osteoblastos sdo amplamente utilizadas em estudos de
engenharia tecidual 6ssea devido a grande importancia dessa célula na sintese e
mineralizagdo da matriz éssea (Halvorsen et al., 2001; Rawadi et al., 2003;
Venugopal et al., 2008; Tonelli et al., 2012). Portanto, observar o comportamento
dessa linhagem celular em contato com os biocompdsitos usados no presente
estudo representa um grande avango na tentativa de entender os mecanismos
subjacentes aos efeitos ja descritos na literatura.

Previamente a aplicagdo de qualquer nanomaterial em modelos in vivo ou in
vitro, é extremamente importante caracteriza-los, objetivando estabelecer sua
morfologia, integridade estrutural ou confirmar determinada associagdo entre
nanomateriais e polimeros sintéticos ou naturais (Silva et al., 2009; Mendes et al.,
2010; Khalid et al., 2015). Os NTCPS apresentaram sua parede composta pelo
enrolamento de apenas um plano de atomos de carbono, formando um cilindro. Ja
os NTCPM apresentaram varios cilindros dispostos concentricamente em torno de
um regido central que forma a luz do tubo. Ajayan (1999) demonstrou, através de
imagens de MET de alta resolugdo, que os NTCPS podem ser encontrados
dispostos em feixes ou isoladamente, com diametro de aproximadamente 1,2 nm.
Trabalhos anteriores desenvolvidos em nosso laboratério comprovam esses
achados e demonstram NTCPS em feixes ou isoladamente com diametro de
aproximadamente 1,25 nm (Mendes et al., 2010). Ajayan (1999) e Maurin et al.
(2001) apresentaram imagens de MET semelhantes as do presente trabalho,
ilustrando os NTCPM em plano sagital e transverso com varios cilindros de carbono
dispostos concentricamente com didametro variando entre 15 a 25 nm e espago de
0,34 nm entre os tubos que compdem sua parede. Em resumo, os resultados de
MET demonstraram que os NTCPS e NTCPM apresentaram morfologia
caracteristica desses materiais sem a presenca de defeitos estruturais importantes.
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Para avaliar mais especificamente a qualidade dos NTCPS e NTCPM
associados ou ndo ao HY, utilizamos a espectroscopia Raman, pois ela pode
identificar subprodutos de carbono (carbono amorfo, grafite) e avaliar a possivel
presenca de defeitos na estrutura dos tubos. Os espectros para NTCPS e NTCPS-
HY demonstraram a presenga do RBM e uma baixa razdo de intensidade entre as
bandas D e G. Estudo prévio (Mendes et al., 2010), que também utilizou a
espectroscopia Raman para caracterizar os NTCPS e NTCPS-HY, corroboram
nossos achados, uma vez que os autores detectaram nos espectros dessas
amostras o RBM associado a tubos de pequeno diametro (1-1,3 nm) e baixa razao
de intensidade entre as bandas D e G, indicativos de que os nanotubos sdo de
paredes simples e possuem boa qualidade estrutural. A analise dos NTCPM e
NTCPM-HY revelaram auséncia de picos de baixa frequéncia e intensidade
semelhante entre as bandas D e G. Esses dados podem indicar uma maior razao de
intensidade entre as bandas D e G e, portanto, maior quantidade de defeitos nessas
amostras. Outros trabalhos também descreveram espectros Raman semelhantes
aos observados no presente estudo (Maurin et al., 2001; Murphy et al., 2006;
Bokobza and Zhang, 2012), com bandas D e G exibindo intensidade semelhante.
Contudo, apesar da influéncia de fatores como método e temperatura de sintese,
além do processo de funcionalizacdo dos NTC que aumentam o numero de defeitos
dos tubos, a analise do espectro Raman depende muito do numero de paredes do
tubo analisado e de qual regido dessa amostra que esta sendo sondada pelo laser,
uma vez que maior concentragdo de defeitos ocorrem nas extremidades dessas
estruturas (Antunes et al., 2006). Essa hipotese é comprovada por Feng et al.
(2008), que caracterizaram nanotubos de poucas paredes e observaram baixa raz&o
de intensidade entre as bandas D e G, além de espectros de baixa frequéncia que
geralmente caracterizam os NTCPS. Outro dado importante foi a auséncia de
maiores diferencas entre os espectros dos NTCPS e NTCPM quando comparados
com as amostras associadas ao HY. Esse dado confirma uma associagdo nao
covalente entre os NTCPS ou NTCPM com HY e s&o corroborados por Mendes et
al. (2010) que também n&o observaram alteragdes nos espectros Raman de NTCPS
gquando comparados aos NTCPS-HY.

A analise por termogravimetria foi utilizada para confirmar a funcionalizagao
dos NTCPS ou NTCPM com o HY. Mais do que isso, essa técnica consegue
determinar a quantidade de HY estabilizada nos NTCPS ou NTCPM. Os resultados
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do presente trabalho demonstraram que a decomposi¢cdo do HY ocorre a uma
temperatura média de 221°C. Esse resultado corrobora os achados de Cui et al,
(2014) que observaram a decomposicdao do HY a aproximadamente 224°C. As
amostras de NTCPS-HY e NTCPM-HY apresentaram perda de massa em
temperatura proxima a essa, sugerindo que o HY estava estabilizado nos NTCPS ou
NTCPM.

A viabilidade celular foi investigada utilizando-se, inicialmente, a técnica de
MTT. Esse ensaio baseia-se na capacidade das desidrogenases mitocondriais de
células viaveis de reduzir o MTT formando cristais de formazan. Os resultados do
presente estudo monstraram que os NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM, NTCPM-HY e
HY em baixas concentracbes ndo comprometem a viabilidade celular de
osteoblastos primarios apdés 48 horas de incubagado. Altas concentragcbes desses
biocompdsitos (1 mg/mL) reduziram a viabilidade celular causando a morte de
células apds 48 horas quando observado ao microscopio. Contudo, a leitura dos
valores de absorbancia dos pogos tratados com NTC, funcionalizados ou ndo com o
HY, na concentracdo de 1 mg/mL, demonstrou valores semelhantes ao do grupo
controle, sugerindo um falso resultado negativo. Alguns autores investigaram varios
testes de viabilidade e sugeriram que NTCPS podem interagir com o MTT impedindo
a dissolugao dos cristais de formazan (Warle-Knirsch et al., 2006; Monteiro-Riviere
et al, 2009). Qi et al. (2011) também destacaram a possibilidade de falsos
resultados negativos ao se utilizar a técnica de MTT para avaliar a viabilidade celular
em modelos que utilizam arcabougos porosos devido a forte capacidade de
absorgdo de corantes desses materiais. Hipotetizamos que esse falso negativo
tenha ocorrido devido a alta concentragdo dos NTC (1 mg/mL), uma vez que, ao final
de 48 horas, apenas aglomerados de NTC eram visiveis nos pogos tratados com
essa concentragcdo, nao existindo células viaveis. Dessa forma, optou-se pela
realizagdo de outro ensaio de viabilidade celular, utilizando baixa concentragdo dos
biocompdsitos (100 ng/mL), para confirmar a auséncia de toxicidade em culturas de
osteoblastos primarios.

A técnica de dupla marcacido com iodeto de propidio e Hoechst foi utilizada
para confirmar os resultados obtidos com o MTT. De fato, os biocompdsitos testados
(NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM, NTCPM-HY e HY), na concentragdo de 100 ng/mL,
nao comprometeram a viabilidade celular conforme demonstrado pelo ensaio de

MTT. Pan et al, (2012) avaliou um compdsito de policaprolactona e NTCPM e, para
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investigar a viabilidade de células tronco mesenquimais sobre esse compdsito,
utilizou MTT e o ensaio live/dead, o qual é similar a dupla marcacao utilizada no
presente estudo, e ndo encontraram alteragcdes na viabilidade celular, corroborando
0S nossos resultados.

O estagio de mineralizagcdo da matriz sintetizada pelos osteoblastos foi
investigado neste trabalho através da técnica de von Kossa, que avalia
especificamente regides de deposigao de calcio. Os resultados mostraram que todos
os biocompdsitos (NTCPS-HY, NTCPM, NTCPM-HY e HY), com exceg¢do dos
NTCPS, foram capazes de induzir significativo aumento da area de matriz éssea
mineralizada apds 7 dias de incubacgao. Esses resultados confirmam estudos prévios
realizados por nosso grupo de pesquisa em modelos in vivo, que demonstraram uma
aceleracao do processo de neoformagao 6ssea em alvéolos dentarios 7 dias apds o
tratamento dessa regido com HY ou NTCPS-HY (Mendes et al., 2008; Mendes et al.,
2010). Estudos in vitro utilizando os NTC isolados ou associados a outros polimeros
também revelaram resultados promissores (Nayak et al., 2010; Hirata et al., 2011;
Shimizu et al., 2012). Células tronco mesenquimais humanas, cultivadas em meio
osteogénico sobre filmes finos de polietilenoglicol associados com NTCPM, foram
capazes de acelerar significativamente a deposigdo de calcio investigada pela
técnica de vermelho de alizarina (Nayak et al., 2010). Hirata et al. (2011) cultivaram
osteoblastos primarios sobre um compdsito de colageno coberto com NTCPM e
também observaram significativo aumento na deposigado de calcio apds 7 dias de
cultura. Em ensaio semelhante aquele realizado no presente estudo, Shimizu et al.
(2012) avaliaram os efeitos dos NTCPM diluidos em meio de cultura osteogénico no
comportamento de osteoblastos primarios e observaram significativo aumento na
deposicdo de calcio apos 21 e 42 dias de incubacdo com os tratamentos. O HY
isoladamente também foi capaz de estimular culturas de osteoblastos primarios a
aumentar significativamente a area de matriz mineralizada (Huang et al., 2003).
Dessa forma, o proximo passo no nosso trabalho foi investigar se proteinas
envolvidas no processo de formagao Ossea estariam contribuindo para estimular
osteoblastos primarios a aumentar da deposi¢cdo de matriz mineralizada.

Assim, avaliamos a expressao génica dos colagenos | e lll, OCN, BPM-2 e
BMP-4. De maneira geral, todos os biocompdsitos testados foram capazes de
aumentar mais precocemente (apds 3 dias de incubag&o) a expressédo génica das
proteinas testadas, em especial NTCPS, NTCPM e HY. Apds 5 dias de incubacao
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com os biocompdsitos, houve uma tendéncia de queda da expressédo génica dos
colagenos | e lll e as proteinas OCN, BMP-2 e BMP-4 mantiveram sua expressao
aumentada. Esses dados sugerem que os tratamentos propostos provocaram uma
estimulagdo precoce da expressdo génica das proteinas testadas. Outros trabalhos
anteriores demonstraram a capacidade dos NTC ou do HY, associados ou ndo com
outros polimeros, de estimular o aumento da expressdo génica de proteinas
envolvidas na formagdo da matriz éssea (Huang et al., 2003; Nayak et al., 2010;
Hirata et al., 2011; Shimizu et al., 2012). Huang et al. (2003) observaram significativo
aumento na expressdo génica de OCN em culturas de osteoblastos primarios
tratadas com HY. Outro estudo investigou os efeitos dos NTCPM no comportamento
de osteoblastos primarios e observaram significativo aumento na expressao génica
de OCN apos 5 dias (Shimizu et al., 2012), resultado semelhante ao encontrado no
presente trabalho onde a expressdo de OCN em culturas de osteoblastos tratadas
com NTCPM ou NTCPM-HY também apresentaram significativo aumento apos 5
dias de incubagao.

Em resumo, nossos resultados mostram que os biocompoésitos testados
(NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM, NTCPM-HY e HY) em baixas concentragbes nao
reduzem a viabilidade celular de osteoblastos primarios e estimulam o aumento da
expressdo génica de proteinas envolvidas na sintese e mineralizagdo da matriz
O0ssea. Além disso, observou-se que todos os biocompdsitos avaliados, com
excecdo dos NTCPS, induziram significativo aumento da area de nodulos
mineralizados corados pela técnica citoquimica de von Kossa. Esses dados
fornecem avancgos para o entendimento do efeito desses biocompdsitos no processo
de formacédo e reparo 6sseo. Contudo, novos estudos devem ser realizados no
sentido de compreender melhor o exato mecanismo pelo qual ocorre a interagcédo das
células com os NTC, HY ou NTC-HY.
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VIl. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstraram que os NTCPS ou NTCPM
possuem boa qualidade estrutural e a associacao deles com o HY foi ndo covalente.
Além disso, NTCPS, NTCPS-HY, NTCPM, NTCPM-HY e HY ndo comprometeram a
viabilidade de culturas de osteoblastos primarios e estimularam essas células a
aumentar a deposicdo de nodulos mineralizados, o que pode ser parcialmente
explicado pelo fato de os biocompdsitos terem induzido o aumento da expressao
génica de proteinas envolvidas na sintese e mineralizacdo da matriz 6ssea. Esses
achados reforcam a hipotese de que esses biocompdsitos podem ser
potencialmente uteis para o desenvolvimento de novas estratégias em engenharia

tecidual 6ssea.
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XI. ANEXOS

Anexo 1: Aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA).

O presente trabalho resultou nas seguintes produgoes:

* Anexo 2: Artigo 1

Sa MA, Andrade VB, Mendes RM, Caliari MV, Ladeira LO, Silva EE, Silva GAB,
Corréa-Junior JD, Ferreira AJ. Carbon nanotubes functionalized with sodium
hyaluronate restore bone repair in diabetic rat sockets. Oral Dis 2013; 19:484-493.

* Anexo 3: Artigo 2

Sa MA, Ribeiro HJ, Valverde TM, Sousa BR, Martins-Junior PA, Mendes RM,
Ladeira LO, Resende RR, Kitten GT, Ferreira AJ. Single-walled carbon nanotubes

functionalized with sodium hyaluronate enhance bone mineralization.

O primeiro artigo, publicado em 2013 no periodico Oral Diseases, contém uma
parte dos dados de caracterizagdo dos NTCPS, NTCPS-HY e HY, material este

usado em grande parte dos experimentos descritos neste trabalho.

O segundo artigo, que contém a maior parte dos dados da Tese de Doutorado
foi submetido no periddico Brazilian Journal of Medical and Biological Research e

aceito com consideragdes textuais a serem respondidas.
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