Marcos Augusto de Sa

Efeitos do Hialuronato de Sé6dio e dos Nanotubos de
Carbono Funcionalizados com Hialuronato de Sédio no
Reparo Osseo de Alvéolos Dentéarios de Ratos

Diabéticos

Universidade Federal de Minas Gerais
Belo Horizonte - MG

Fevereiro — 2011



Marcos Augusto de Sa

Efeitos do Hialuronato de Sé6dio e dos Nanotubos de
Carbono Funcionalizados com Hialuronato de Sédio no
Reparo Osseo de Alvéolos Dentéarios de Ratos

Diabéticos

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-Graduacdo em
Biologia Celular do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Minas Gerais como requisito parcial

para a obtencao do titulo de Mestre em Biologia Celular.

Orientador: Prof. Dr. Anderson José Ferreira

Co-orientador: Prof. Dr. José Dias Corréa Junior

Universidade Federal de Minas Gerais
Belo Horizonte — MG

Fevereiro — 2011



043 S4, Marcos Augusto de.
Efeitos do hialuronato de sédio e dos nanotubos de carbono funcionalizados

com hialuronato de s6dio no reparo 6sseo de alvéolos dentarios de ratos
diabéticos. [manuscrito] / Marcos Augusto de Sa. - 2011.

63 f.: il.; 29,5 cm.

Orientador: Anderson José Ferreira. Co-orientador: José Dias Corréa Janior.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biolégicas.

1. Diabetes - Teses. 2. Hialuronato de sédio - Teses. 2. Nanotubos de
carbono - Teses. 3. Reparo 6sseo. 4. Alvéolo dental. 5. Biologia celular - Teses. I.
Ferreira, Anderson José. II. Corréa Junior, José Dias. III. Universidade Federal de
Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.

CDU: 576.3




Universidade Federal de Minas Gerais - Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Programa de Pés-Graduacio em Biologia Celular
ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO ~ 200/2011/03

DFE ) entrada
MARCOS AUGUSTO DE SA 1°/2009
2009692920

As quatorze horas do dia 28 de fevereiro de 2011 reuniu-se no Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG a Comissdo Examinadora da Dissertagdo, indicada pelo Colegiado
do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho final intitulado: “Efeitos do
hialuronato de sédio e dos nanotubos de carbono funcionalizados com hialuronato
de sédio no reparo ésseo de alvéolos dentirios de ratos diabéticos”, requisito final
para obteng¢do do Grau de Mestre em Biologia Celular, drea de concentrago: Biologia
Celular. Abrindo a sessdo, o Presidente da Comissdo, Dr. Anderson José Ferreira,
apés dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho Final,
passou a palavra ao candidato, para apresentagdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguicéo
pelos examinadores, com a respectiva defesa do candidato. Logo apés, a Comissio se
reuniu, sem a presenga do candidato e do publico, para julgamento ¢ expedi¢io do
resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagGes:

Prof./Pesq. Instituicio Indica¢éio
Dr. Anderson José Ferreira UFMG A FLDVA L
Dr. José Dias Corréa Jnior UFMG AP RouvADO
Dr. Antdnio LicioTeixeira Junior UFMG NPRIVADO
Dra. Walderez Ornelas Dutra UFMG APEOeADO
Pelas indicagGes, o candidato foi considerado:  Ap2.0 /and

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato, pelo Presidente da
Comissdo. Nada mais havendo a tratar o Presidente encerrou a reunido e lavrou a
presente ATA, que serd assinada por todos os membros participantes da Comissdo
Examinadora. Belo Horizonte, 28 de fevereiro de 2011,

Dr. Anderson José Ferreira /

(Orientad or) V(i C ix% k ( " S &g’l/:\
Dr. José Dias Corréa Jinior o M

(Co-orientad or) C\ ; ]/\
Dr. Anténio Licio Teixeira Junior ; 47[/u WAA j Ui -MV A

i . ;"_j
Dra.Walderez Ornelas Dutra ] )1\; j}@‘x/(

.4"’-‘"" g §

B @ e
Profa. Deruse Carmona (o Hacgaéo {

Cogrdenadora do Programa de Pos-Gr
am Bistogre Cetuler, ICBIUFUG

Obs: Este documento néo terd validade sem a assinatura e carimbo do Coordenador



Este trabalho foi realizado nos seguintes laboratorios:

Laboratério de Biologia do Desenvolvimento do Departamento de
Morfologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG);

Laboratério de Protozoozes do Departamento de Patologia Geral do ICB
- UFMG;

Laboratério de Nanomateriais do Departamento de Fisica do Instituto de
Ciéncias Exatas — UFMG.

Contou com o auxilio das seguintes agéncias de fomento:

Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES);

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPaq);

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
(FAPEMIG).



A Deus, que nos d& a chance de evoluir através do
educandario da existéncia fisica e aos meus pais
Guilherme Augusto de S& e Lucia Faria Oliveira de
S&4, que com amor e compreensdo, sempre me

apoiaram ao longo dessa ardua caminhada.



Vi

“As lutas chegam e passam, as provagcdes aparecem e
desaparecem, as incompreensoes se fazem nuvens e se
dissipam, os desafios do mundo gritam e se calam... Tudo
vai passando na Terra, mas o Senhor esta imutavel nos

recessos de nosso espirito”.

Francisco Candido Xavier



vii

AGRADECIMENTOS

A Deus, por nos dar a oportunidade de evoluir através da existéncia fisica e
das provacodes nela implicitas, com vistas a nossa edificacdo moral;

Aos meus amados pais, Guilherme Augusto de Sa e Lucia Faria Oliveira de Sa,
gue com amor e carinho, apoiam todos 0s meus projetos de vida;

Ao Prof. Anderson José Ferreira, sua lideranca, objetividade e planejamento
impecavel para execucdo das atividades foram fundamentais para o sucesso
deste trabalho;

Ao Prof. José Dias Corréa Janior, que me recebeu como estagiario em seu
laboratorio e acreditou em meu potencial;

Ao Prof. Marcelo Vidigal Caliari, por possibilitar as analises morfométricas;

A Profa. Gerluza Aparecida Borges Silva, seus conselhos contribuiram muito
para a execucédo do trabalho e para minha formacéao;

Aos amigos Hermann Rodrigues e Flavio Mourdo, que me incentivaram a
ingressar na pés-graduacao e me ajudaram ao longo desses dois anos;

Ao Dr. Renato de Melo Mendes, pelos ensinamentos e pelo apoio com os
experimentos. Sua experiéncia é fundamental para o sucesso desta equipe;

A Vanessa Barbosa Andrade, pelo auxilio com os experimentos e por dar
sequéncia a linha de pesquisa;

A Julliane Joviano, por também estar contribuindo com a sequéncia dos
experimentos;

Aos amigos do Laboratério de Biologia do Desenvolvimento, em especial as
amigas Iria, Cristiane e Cynthia e ao amigo Fernando. Aos amigos Heder,
Marcela, Fabricio e Luana;

A todos os colegas do Programa de PoOs-graduacdo em Biologia Celular, em
especial, aos colegas Luiz Henrique e Monica;

A Sibele Abreu, pelo carinho e compreensdo com todos os alunos da Pds-
graduacéao;

A CAPES, FAPEMIG E CNPq, o apoio financeiro destas instituicdes transforma
projetos em ferramentas importantes para o desenvolvimento tecnolégico

brasileiro.



viii

RESUMO
O diabetes mellitus altera o metabolismo 6sseo levando a reducdo nas taxas
de seu remodelamento. O hialuronato de sédio (HY) facilita a migracéo,
adeséao, proliferacdo e diferenciacdo celular. Ja os nanotubos de carbono
(NTC) atuam nos processos de reparo tecidual por servirem como sitio de
nucleacdo para a deposicdo de matriz 6ssea e proliferacdo celular. O objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos do HY e dos NTC funcionalizados com HY
(NTC-HY) no reparo 0sseo de alvéolos dentéarios de ratos com diabetes do tipo
| apds exodontia dos primeiros molares superiores. O diabetes foi induzido
através da aplicacdo de uma dose Unica de 50mg/Kg de estreptozotocina na
veia peniana. As exodontias foram realizadas, os alvéolos preenchidos com
carbopol (veiculo), HY ou NTC-HY e os animais divididos nos seguintes
grupos: (i) normais controle; (ii) diabéticos controle; (iii) diabéticos tratados com
HY (1%) e (iv) diabéticos tratados com NTC-HY (100 pg/mL). Os animais
controle foram tratados com carbopol. Apos sete e quatorze dias, os animais
foram eutanasiados e as andlises dos alvéolos foram realizadas através da
quantificacdo do percentual de formacdo déssea e do numero de nucleos
celulares. Observou-se, quatorze dias apds as exodontias, um percentual de
trabéculas 6sseas significativamente menor nos alvéolos de animais diabéticos
controle em relacdo aos alvéolos de animais normais controle. O tratamento
dos alvéolos de animais diabéticos com HY ou com NTC-HY aumentou
significativamente o percentual de trabéculas neoformadas em relagdo aos
alvéolos dos animais diabéticos controle. Além disso, os alvéolos de animais
diabéticos controle apresentaram um aumento significativo no numero de
ndcleos celulares em relacdo aos animais normais controle. O tratamento dos
alvéolos de animais diabéticos com HY ou com NTC-HY reduziu
significativamente o nimero de nucleos celulares em relagdo aos diabéticos
controle. Assim, os resultados deste estudo mostraram que o tratamento com
HY ou NTC-HY foi capaz de acelerar o reparo 6sseo em alvéolos dentarios de
ratos diabéticos, sugerindo que estes biomateriais possuem potencial

terapéutico em pacientes diabéticos.

Palavras chave: Hialuronato de sodio, Nanotubos de carbono, Diabetes

mellitus, Reparo 6sseo



ABSTRACT

Diabetes mellitus alters the bone metabolism leading to a reduction in the rate
of its remodeling. Sodium hyaluronate (HY) facilitates cell migration, adhesion,
proliferation and differentiation. Additionally, carbon nanotubes (CNT) is also
thought to promote the tissue repair by serving as nucleation site for deposition
of bone matrix and cell proliferation. The aim of this study was to evaluate the
effects of HY and CNT functionalized with HY (CNT-HY) on the bone repair of
tooth sockets of rats with type | diabetes after extraction of first molars.
Diabetes was induced by a single injection of streptozotocin (50 mg/Kg) in the
penile vein. The surgeries were performed, the sockets filled with carbopol
(vehicle), HY or CNT-HY and the animals were divided into the following
groups: (i) normal control, (ii) diabetic control, (iii) diabetic treated with HY (1%)
and (iv) diabetic treated with CNT-HY (100 pg/mL). Control animals were
treated with carbopol. After seven and fourteen days, the rats were euthanized
and the analysis of the sockets was performed by quantifying the percentage of
bone formation and the number of cell nuclei. Fourteen days after the surgeries,
the percentage of trabecular bone was markedly lower in sockets of diabetic
control animals when compared with sockets of normal control animals. The
treatment of sockets of diabetic animals with HY or CNT-HY significantly
increased the deposition of bone trabeculae when compared with sockets of
diabetic control animals. Moreover, the sockets of diabetic control animals
showed a significantly increase in the number of cell nuclei in relation to normal
control rats. The treatment of sockets of diabetic animals with HY or CNT-HY
significantly reduced the number of cell nuclei when compared with diabetic
control sockets. Thus, these results showed that the treatment with HY or CNT-
HY accelerates the bone repair in tooth sockets of diabetic rats, suggesting that

these biomaterials hold a potential therapeutic application in diabetic patients.

Keywords: sodium hyaluronate, Carbon Nanotubes, Diabetes mellitus, Bone

repair.
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l. INTRODUCAO

1. Biologia do reparo alveolar

O processo de reparo 0sseo pode ser dividido em fases sequenciais de
inflamacéo, migracdo, diferenciacdo e proliferacdo de células osteogénicas,
resultando em sintese de matriz extracelular (MEC), mineralizagdo do osteoide,
maturacdo e remodelacdo 6ssea (Sasaki & Watanabe, 1995; Siqueira Jr. &
Dantas, 2000; Lalani et al., 2005). O reparo tecidual observado apds uma
exodontia inicia-se com a hemostasia, responsavel por bloquear a perda de
sangue através de vasos rompidos. A formacao da rede de fibrina auxilia
inicialmente o influxo de neutréfilos, macrofagos e linfécitos, caracteristicos da
resposta inflamatéria aguda (Siqueira Jr. & Dantas, 2000; Yugoshi et al., 2002).
Fibroblastos e células osteoprogenitoras oriundas do ligamento periodontal
(LP) (Devlin & Sloan, 2002; Yugoshi et al., 2002), da medula éssea (Shyng et
al., 1999; Devlin & Sloan, 2002) e do periosteo (Siqueira Jr. & Dantas, 2000;
Rasubala et al., 2004) sao essenciais para a remodelacdo e formacao 6ssea
inicial em processos de reparo tecidual alveolar (Lekic et al., 1997).

Macréfagos e fibroblastos imaturos parecem ser atraidos para areas
com baixa concentracdo de oxigénio e altos niveis de lactato, observados nas
fases iniciais do reparo alveolar, em consequéncia do metabolismo de células
inflamatdrias. Macrofagos liberam vérias substancias, dentre elas um fator de
crescimento chamado fator angiogénico dependente de macréfago,
guimiotaxico para células endoteliais. Estas secretam o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), que auxilia a angiogénese e vasculogénese,
essenciais nos processos de cicatrizacao de feridas (Savani et al., 2001; Lalani
et al., 2005). Paralelamente, fibroblastos sintetizam uma delicada matriz de
colageno que, junto com os capilares neoformados, caracteriza o tecido de
granulacao (Yugoshi et al., 2002). As fibras colagenas inicialmente depositadas
formam uma trama preliminar na qual ocorre a deposi¢céo de 0sso neoformado
(Shyng et al., 1999). Por fim, os eventos de reparo alveolar culminam no

preenchimento do alvéolo com tecido ¢sseo trabecular (Devlin & Sloan, 2002).



Analises histologicas do processo de reparo tecidual de alvéolos
dentarios de ratos demonstraram que, dois dias ap0s as exodontias, 0 alvéolo
encontra-se preenchido com coagulo sanguineo (Kanyama et al., 2003;
Mendes et al., 2008). Aos trés dias de reparo, macréfagos, capilares
neoformados e fibroblastos estdo presentes em grande quantidade, sendo
estes Ultimos, claramente visiveis no LP remanescente (Pinto et al., 2001).
Observa-se reabsorcdo do septo 6sseo interradicular por osteoclastos, uma
etapa importante no processo de reparo alveolar (Shyng et al., 1999; Kurihashi
et al., 2002), e proliferacdo do epitélio da mucosa oral nas bordas da ferida
cirdrgica, com invaginacao em direcado ao interior do alvéolo (Zied et al., 2005).
ApoOs quatro dias de reparo tecidual, observa-se a migracdo de células
endoteliais e fibroblastos para o tecido de granulacdo e a presenca de
osteoclastos e pré-osteoblastos na superficie do osso trabecular adjacente ao
alvéolo (Kanyama et al.,, 2003). Ainda € possivel observar a presenca de
pequenas espiculas 6sseas apds quatro a sete dias de reparo (Boeck et al.,
1999). Encerrada a primeira semana do processo de reparo alveolar, este se
encontra preenchido com um tecido conjuntivo imaturo, rico em fibroblastos e
exibindo pronunciada rede vascular (Pinto et al., 2001; Yugoshi et al., 2002;
Kanyama et al., 2003; Mendes et al., 2008). A deposi¢do de matriz 6ssea bem
como a presenca de grande quantidade de células com aspecto morfolégico
semelhante a osteoblastos € mais pronunciada aos sete dias no terco apical do
alvéolo (Mendes et al., 2008). O epitélio da mucosa gengival apresenta solucao
de continuidade com a presenca de linfécitos e macrofagos no conjuntivo
subjacente (Yugoshi et al., 2002; Kanyama et al., 2003; Mendes et al., 2008).
Entretanto, alguns autores relatam que, nesta fase, o epitélio quase recobre o
alvéolo (Pinto et al.,, 2001) ou o oblitera completamente (Zied et al., 2005).
Além disso, observa-se diminuicdo do infiltrado inflamatério em relacdo aos
periodos iniciais de reparo tecidual (Kurihashi et al., 2002; Mendes et al., 2008).
Dez dias ap0s a exodontia, o alvéolo exibe grande quantidade de trabéculas
Osseas e, ap0s quatorze dias de reparo tecidual, apresenta-se quase
completamente preenchido por tecido 0sseo que sofreu remodelacéo
(Kanyama et al., 2003) e maturacdo quase idéntica ao tecido O0sseo pré-
existente (Kurihashi et al., 2002). Entretanto, alguns autores relatam que o

alvéolo encontra-se, neste periodo, igualmente ocupado por tecido conjuntivo e



trabécula 6ssea (Teofilo et al., 2001). Apés quinze dias de reparo, observa-se a
ferida recoberta com epitélio da mucosa gengival (Boeck et al., 1999; Pinto et
al., 2001) e os septos Osseos interradicular e interdental completamente
remodelados (Zied et al., 2005; Mendes et al., 2008). Ao final da terceira
semana de reparo tecidual, o alvéolo encontra-se preenchido por uma espessa
rede de trabéculas 6sseas, circundando pequenos espacos medulares (Tedfilo
et al., 2001; Mendes et al., 2008). O preenchimento do alvéolo com trabéculas
0sseas bem definidas, vinte e quatro dias apos a extracao, praticamente define

o estagio final do processo de reparo alveolar (Zied et al., 2005).

2. Hialuronana

Hialuronana (HA) ou hialuronato de sédio (&cido hialurdnico - HY) foi
isolada inicialmente em 1934 (Meyer & Palmer, 1934) e teve sua estrutura
primaria descrita em 1955 (Linker et al., 1955). E um polissacarideo de alto
peso molecular (10%-10” Da) e composto de repetidas unidades dissacaridicas
de &cido D-glucorénico e N-acetilglicosamina (Figura 1). A HA 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).

A HA é capaz de influenciar o comportamento celular pela interacédo
direta com receptores de superficie celular (Turley et al., 1991; Dechert et al.,
2006), especialmente CD44 (Lesley et al., 2000; Sugahara et al., 2003; Lesley
et al., 2004) e receptores para mobilidade mediada por HA (RHAMM) (Toole,
1997; Savani et al., 2001; Turley et al., 2002; Nedvetzki et al., 2004; Ghatak et
al., 2005) via ativacao de proteinas quinases (Zhang et al., 1998; Bourguignon
et al.,, 2002; Slevin et al., 2002; Ghatak et al.,, 2005). RHAMM, descrito
inicialmente em 1992 (Hardwick et al., 1992), € expresso em superficie celular,
citoplasma, nucleo e citoesqueleto (Nedvetzki et al., 2004). A transducdo do
sinal, apos ligagéo a HA, acarreta rearranjos estruturais do citoesqueleto (Toole
et al., 2002; Bourguignon et al., 2002). O blogueio especifico destes receptores

indica que RHAMM regula a migracdo de células endoteliais, enquanto CD44



influencia a proliferacdo destas células (Savani et al., 2001), fornecendo
evidéncias do envolvimento de HA na angiogénese (Savani et al., 2001; Slevin
et al., 2002; Giavaresi et al., 2005). A interacdo entre CD44 e HA é implicada
na adesédo primaria de leucocitos ao endotélio em sitios de inflamacao (Lesley
et al., 2004). CD44 e RHAMM desempenham, também, papel critico na
migracdo e proliferacdo de células normais e tumorais (Annabi et al., 2004;
Nedvetzki et al., 2004; Ghatak et al., 2005).

Unidades Dissacaridicas Repetidas

CH (“
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CH,

Acido D-glucorénico N-acetilglicosamina

Figura 1: Estrutura da hialuronana contendo repetidas unidades dissacaridicas de N-
acetilglicosamina e 4cido D-glucordnico (Alberts et al., 2004).

A HA desempenha um papel crucial no reparo tecidual durante a
cicatrizacdo de feridas e em processos inflamatdrios por estimular a migracao,
adesao e proliferacdo de células mesenquimais indiferenciadas, bem como por
induzir sua diferenciacdo em células osteoblasticas (Grigolo et al., 2001;
Lisignoli et al., 2002; Toole et al., 2002; Arosarena & Collins, 2005; Aslan et al.,
2006; Dechert et al., 2006; David-Raoudi et al., 2008; Pasquinelli et al., 2008).
Uma vez que a formacdo tecidual esteja completa, sua concentracdo €
reduzida, sendo substituida por glicosaminoglicanas (GAGSs) sulfatadas (Gerdin
& Hallgren, 1997; Toole, 1997; Pilloni & Bernard, 1998; Dechert et al., 2006). O
alto peso molecular da HA é um fator chave em sua habilidade de atuar como
antioxidante por competir diretamente com sitios de ligacdo celulares e

moleculares para fixagao de radicais livres (Moseley et al., 2002). A aplicacao



topica de HA em feridas dérmicas, além da remocdo de radicais livres, tem
como beneficios a hidratacdo da ferida e o bloqueio do excesso de
hialuronidase que possa estar presente (Dechert et al., 2006). Como resultado
da acdo de hialuronidases e radicais livres, a HA de alto peso molecular é
seccionada em fragmentos menores (Liu et al., 1999; Takahashi et al., 2005). O
tamanho da cadeia de HA influencia sua ligacdo aos receptores celulares,
alterando a proliferagcdo e migracao celular (Lesley et al., 2000; Slevin et al.,
2002; Sugahara et al., 2003).

Durante os processos de reparo 0sseo, a HA pode atuar na retencao
de fatores de crescimento osteoindutores dentro do ambiente local, em virtude
de suas propriedades fisico-quimicas (Sasaki & Watanabe, 1995), além de
mediar a adesdo de osteoclastos a superficie 6ssea (Prince, 2004) e acelerar a
revascularizacdo (Giavaresi et al., 2005) e a formacdo Ossea (Sasaki &
Watanabe, 1995; Pilloni & Bernard, 1998). A insercdo de grande quantidade de
HA em é&reas de injaria tecidual previne inicialmente a agregacdo celular,
possibilitando intensa migracdo e divisdo celular. A acdo de hialuronidases
liberadas por fibroblastos e células mesenquimais indiferenciadas, presentes
na regido de reparo, € responsavel por regular os niveis de HA, permitindo a
formacdo de pontes de ligacdo entre HA e seus receptores celulares, um
mecanismo importante na agregacao celular (Pilloni & Bernard, 1998). Desta
forma, matrizes a base de HA podem ser potencialmente Gteis para o reparo de
defeitos teciduais 6sseos acelerando a formacao e deposicdo de matriz 6ssea
(Pasquinelli et al., 2008). Géis a base de HA tém sido utilizados em modelos de
defeitos 6sseos, isoladamente ou como carreadores para BMP-2 (Itoh et al.,
2001; Arosarena & Collins, 2005), matriz 6ssea desmineralizada (Colnot et al.,
2005), compdsitos de hidroxiapatita (Bakos et al., 1999) e enxertos 0sseos
(Giavaresi et al., 2005; Aslan et al., 2006), além do tratamento de osteoartrite
(Barbucci et al., 2002).



3. Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono (NTC) sdo formas metaestaveis de carbono
resultantes do enrolamento de um plano de atomos de carbono (Dresselhaus et
al., 1996; Ajayan, 1999). Estao divididos em duas categorias: NTC de paredes
simples (NTCPS) com diametro variando entre 0,7 e 2,0nm (Figura 2A) e NTC
de paredes multiplas (NTCPM) que podem ter didametro acima de 100nm
(Figura 2B) (MacDonald et al., 2005; Smart et al., 2005; Zhao et al., 2005;
Boccaccini et al., 2006). A forte ligacdo covalente de seus atomos proporciona
aos NTC alta resisténcia mecéanica e, devido ao seu carater metalico, alta
condutividade térmica e elétrica. Além disso, a auséncia de ligac6es pendentes
da a este material uma grande inércia quimica, fundamental para o seu uso em
aplicacdes biotecnolégicas e bioquimicas (Dresselhaus et al., 1996). As suas
extraordinarias propriedades fisico-quimicas despertaram grande interesse nos
mais diversos ramos da ciéncia, permitindo supor uma variada gama de
aplicacbes que vao desde o armazenamento de energia e hidrogénio até
utilizacdo em aplicagcbes médicas (Terrones, 2004).

Figura 2: Representacéo esquematica de (A) NTC de paredes simples e (B) NTC de paredes
multiplas.

No tecido 6sseo durante o processo de sintese de matriz Gssea e

organizacdo de um sistema trabecular, as triplas hélices de colageno formam,



espontaneamente, feixes que atuam como um sitio de nucleacdo para a
deposicdo de nanocristais de hidroxiapatita. NTC podem, da mesma forma,
controlar eventos de nucleacdo de cristais e crescimento do componente
inorganico (Zhao et al., 2005). Estudos demonstraram que NTC promovem a
proliferacdo de osteoblastos e a formacdo Ossea, portanto, representam um
enorme avanco tecnologico no campo da bioengenharia (Price et al.,, 2004;
Zanello et al., 2006; Tutak et al., 2009).

Matrizes a base de NTC permitem boa adesdo, espalhamento e
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). A associacdo de NTC a outros
polimeros, 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). Além disso, a interacdo entre NTC e polimeros pode
resultar em biomateriais com a capacidade aumentada de nucleacdo e
crescimento de cristais de hidroxiapatita (Silva et al. 2009), assim como de
osteogénese (Sitharaman et al. 2008), em relacdo a utilizacdo dos polimeros
de forma isolada. Assim, a combinacdo dos NTC com polimeros pode permitir
sua utilizacdo como suporte para proliferacdo celular e reconstrucdo tecidual
(MacDonald et al., 2005).

4. Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus € uma desordem metabdlica de etiologia multipla,
caracterizada por uma hiperglicemia crbnica, que leva a distdrbios no
metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas, devido a deficiéncias na
secrecdo ou sensibilidade a insulina por destruicdo das células beta do
pancreas, resisténcia a acao da insulina perifericamente ou ambas as causas
(OMS, 1999).

O diabetes mellitus € uma das principais causas de morbimortalidade
em sociedades ocidentais (Rosa, 2008). Sdo 4 milhdes de mortes por ano
relativas ao diabetes e suas complicacbes, o0 que representa 9% da

mortalidade mundial total. Essa doenca configura-se, atualmente, como uma



epidemia mundial e fatores como o envelhecimento da populacdo, crescente
urbanizacdo, sedentarismo, dieta inadequada e obesidade sdo os grandes
responsaveis pelo aumento da incidéncia e prevaléncia do diabetes em todo o
mundo. Estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) evidenciam que
0 numero de portadores da doenca em todo o mundo era de 177 milhdes em
2000, com expectativa de alcancar 350 milhdes de pessoas em 2025. No
Brasil, eram cerca de 6 milh6es de portadores da doenca em 2006, numero
gue deve alcancar os 10 milhdes de pessoas em 2010 (Ministério da saude,
2006).

O diabetes pode apresentar-se atraves de sintomas caracteristicos
como polidipsia, polifagia, polidria e perda involuntaria de peso. Outros
sintomas como fadiga, fraqueza, letargia, prurido cutaneo e vulvar,
balanopostite e infeccdes de repeticdo levam a suspeita clinica (Ministério da
saude, 2006). Complicac6es caracteristicas dessa patologia a longo prazo sao:
retinopatia, neuropatia, nefropatia e maior risco para desenvolver cardiopatias,
doencas vasculares periféricas e acidente vascular encefalico (OMS, 1999;
Monti et al., 2007).

E amplamente difundido na literatura que o diabetes mellitus altera o
metabolismo 0sseo, reduzindo de forma expressiva tanto a neoformacao
quanto a reabsorcdo 6ssea (Devlin et al., 1996; Shyng et al., 2001; Mishima et
al., 2002; Liu et al., 2006; Hamada et al., 2007), o que compromete e prolonga
o0 processo de reparo tecidual 6sseo. Também é quase consenso que O
tratamento crénico de animais diabéticos com insulina reverte quase totalmente
os efeitos da doenca (Devlin et al., 1996; Shyng et al., 2001; Mishima et al.,
2002; Hamada et al., 2007; Javed et al., 2009; Retzepi et al., 2010). Alguns
mecanismos que podem explicar tal comprometimento sdo descritos na
literatura (Devlin et al., 1996; Hamada et al., 2007; de Amorim et al., 2008;
Ogasawara et al., 2008; Stolzing et al., 2010). Por exemplo, Devlin et al. (1996),
em estudo qualitativo e temporal do reparo 6sseo em alvéolos dentarios de
animais diabéticos ap0s exodontia de dentes molares maxilares, observaram
que o diabetes ndo controlado pode prejudicar a formacdo do colageno,
retardando o reparo Osseo. Em defeitos Osseos fechados de fémures,
observou-se proliferacéo significativamente menor de condrdcitos e expressao

reduzida de colageno Il e X e OPN em animais diabéticos, o que atrasa de



forma importante o reparo de fraturas (Ogasawara, et al., 2008). Também
foram observadas relacdes do stress oxidativo com a reducéo dos parametros
histomorfométricos de formacédo e reabsorcdo 6ssea em animais diabéticos
(Hamada et al.,, 2007). Outro mecanismo importante € o0 controle da
osteoclastogénese que parece ser influenciada pelo diabetes mellitus. Foi
demonstrada uma reducdo na expressdo dos receptores que compdem o
sistema RANK/RANKL/OPG, em animais diabéticos, comprometendo o reparo
0sseo de fraturas de tibia (de Amorim et al., 2008). RANKL (receptor activator
of NF-Kappap ligand) € um receptor presente na superficie de osteoblastos, e a
Osteoprotegerina (OPG), um receptor solivel, associa-se a RANKL, impedindo
sua ligacdo a RANK (receptor activator of NF-Kappaf), um receptor presente
na superficie de mondcitos, células precursoras dos osteoclastos. (Krakauer et
al., 1995; Wetzler et al., 2000); de Amorim et al., 2008). Estudos in vitro
demonstraram que células mesenquimais extraidas de animais diabéticos ou
células diferenciadas cultivadas em meios com alto teor de glicose tem
comprometidas as funcdes de diferenciacéo, proliferacdo ou mesmo de sintese
dos fatores de crescimento, fundamentais para o processo de neoformacao
0ssea (Inaba et al., 1995; Stolzing et al., 2010). A formacao de produtos finais
de glicosilacdo avancada (AGESs) e a interacdo com seus receptores (RAGE)
parece contribuir para a formacdo de espécies reativas de oxigénio,
comprometendo a diferenciacéo celular (Stolzing et al., 2010).

O modelo experimental de inducdo do diabetes mellitus pela
estreptozotocina é bem descrito e amplamente utilizado (Devlin et al., 1996;
Shyng et al., 2001; Szkudelski, 2001; Mishima et al., 2002; Hamada et al.,
2007). Essa droga acessa o interior da célula através do transportador de
glicose, o GLUT 2, gerando alquilagcdo do DNA (Szkudelski, 2001). A alquilac&o
do DNA induz a ativacdo da poli ribosilacdo do ADP, processo que leva a
deplecdo do NAD" e do ATP celular (Szkudelski, 2001). O aumento da
desfosforilacdo do ATP apds tratamento com estreptozotocina fornece
substrato para a enzima xantina oxidase, resultando na formagéo de radicais
superéxido. JA4 o aumento da formacdo de Oxido nitrico intracelular, devido a
metabolizacdo da estreptozotocina, inibe a atividade da enzima aconitase
gerando danos ao DNA. Em sintese, a agdo da estreptozotocina leva a morte

por necrose das células B (Szkudelski, 2001).
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II. JUSTIFICATIVA

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa vém investigando ha
algum tempo os efeitos do HY e dos NTC-HY no reparo 6sseo de alvéolos
dentarios de ratos, obtendo resultados significativos (Mendes et al., 2008;
Mendes et al.,, 2010). Contudo, esses resultados foram obtidos em animais
normais, sem evidéncias de comprometimento do processo de reparo 0sseo.
No presente trabalho, o reparo 0sseo dos alvéolos pds-exodontia foi
reproduzido em animais diabéticos induzidos por estreptozotocina, de modo a
verificar se o tratamento dos alvéolos com HY ou NTC-HY também é efetivo

em condi¢cdes metabdlicas adversas.
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[ll. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do HY e dos NTC funcionalizados com o HY (NTC-

HY) no reparo ésseo de alvéolos dentarios de ratos com diabetes tipo 1

induzido por estreptozotocina apds exodontia dos primeiros molares

superiores.

2. Objetivos especificos

Determinar a melhor concentracdo de HY capaz de acelerar o reparo 0sseo

7 dias ap06s a exodontia dos primeiros molares superiores;

Avaliar, através de analise macromorfométrica, a area de lesdo pOs-
cirdrgica 14 dias ap0s a exodontia dos primeiros molares superiores de

ratos diabéticos controle ou tratados com HY ou NTC-HY;

Avaliar histomorfometricamente o percentual de trabéculas Osseas
neoformadas nos alvéolos 7 e 14 dias ap06s a exodontia dos primeiros
molares superiores de ratos diabéticos controle ou tratados com HY ou
NTC-HY;

Avaliar histomorfometricamente o nimero de nucleos celulares presentes
nos alvéolos 7 e 14 dias apds a exodontia dos primeiros molares superiores

de ratos diabéticos controle ou tratados com HY ou NTC-HY.
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IV. METODOLOGIA

1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar (2 meses de idade) pesando entre 180 e
230g, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB-UFMG. Os
animais foram acondicionados em biotério apropriado com controle de
temperatura e luminosidade (7-19h). Os ratos tiveram acesso ad libitum a agua
e racdo para animais de laboratorio, exceto em trés periodos: (i) antes dos
procedimentos de inducdo do diabetes, (ii) antes da mensuracédo da glicemia,
quando eles foram mantidos em jejum (= 8h) e (iii) apds a cirurgia de exodontia
dos primeiros molares, quando os animais permaneceram por dois dias em
dieta pastosa (racdo moida). Os experimentos foram realizados em
conformidade com as orientacbes para o0 uso humanitario de animais de
laboratério e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da UFMG (protocolo numero 217/2009 — ANEXO 1).

2. Modelo experimental de inducéao do Diabetes Mellitus tipo |

O diabetes mellitus tipo 1 foi induzido através de injecdo endovenosa
de estreptozotocina (50 mg/Kg de peso corporal) na veia peniana dos animais
em jejum (= 8h) (Frazan et al., 1997). A estreptozotocina foi diluida em tampéo
citrato (10 mmol/L, pH 4,5) no dia da inducdo. Para acesso a veia peniana, 0s
animais foram anestesiados com uma associa¢ao de ketamina 10% e xilazina
2% (1:1, 0,2 mL/100 g de peso corporal, i.m.). Uma vez anestesiados, 0s
animais foram posicionados em decubito dorsal e o pénis dos mesmos foi
exposto manualmente. A veia peniana foi localizada na face ventral do corpo
do pénis. Em seguida, a seringa contendo a droga diluida foi posicionada de
modo que a agulha ficasse com o bisel para cima. Dessa forma, a agulha foi
introduzida na veia e a droga administrada (Figura 3). Os animais do grupo
controle (normais controle) foram submetidos ao mesmo procedimento, sendo
injetado apenas tampéo citrato em volume equivalente ao de estreptozotocina.

A confirmacgéo do diabetes foi realizada com a mensuracéo da glicemia capilar
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de jejum (valor de referéncia: = 126 mg/dL) doze dias apds a indugédo. Outros
sinais clinicos importantes, como polidria e polidipsia, foram avaliados com o
objetivo de auxiliar no diagnéstico do diabetes. Ap6s a confirmacdo do
diabetes, os animais foram divididos em 8 grupos: Grupo controle (animais néo
diabéticos) tratado com carbopol, diabéticos controle tratados com carbopol,
diabéticos tratados com HY e diabéticos tratados com NTC-HY, com o
tratamento durando 7 ou 14 dias apods as exodontias dos primeiros molares
(Tabela 1). O carbopol foi utilizado como controle por apresentar consisténcia
semelhante a do HY. Em um estudo prévio, foi demonstrado que o carbopol
nao interfere no reparo 6sseo de alvéolos dentarios de ratos (Mendes et al.,
2008).

Figura 3: Procedimento de inducdo do diabetes mellitus através de administracdo endovenosa
de estreptozotocina.
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Tabela 1 Grupos experimentais e os tratamentos administrados nos alvéolos.

Normais Controle Carbopol (veiculo)
Diabéticos Controle Carbopol (veiculo) 7 dias
Diabéticos — HY HY 1%

Diabéticos — NTC-HY  NTC-HY 100 pg/mL de Carbopol

Normais Controle Carbopol (veiculo)
Diabéticos Controle Carbopol (veiculo) 14 dias
Diabéticos — HY HY 1%

Diabéticos — NTC-HY  NTC-HY 100 pg/mL de Carbopol

3. Procedimentos cirurgicos de exodontia

As exodontias dos dentes primeiros molares foram realizadas 14 dias
apos o procedimento de inducdo do diabetes mellitus. Para a realizacdo das
cirurgias, os animais foram anestesiados com uma associacdo de ketamina
10% e xilazina 2% (1:1, 0,1 mL/100 g de peso corporal, i.m.). Uma vez
anestesiados, os animais foram posicionados em decubito dorsal e a
visualizacdo do campo cirtrgico foi possivel através do tracionamento da
mandibula e da lingua superiormente (Figura 4A). Foram realizadas as
exodontias dos dentes primeiros molares superiores utilizando-se um
instrumento de Hollemback para sindesmotomia e uma pinca dente de rato
para luxacdo e remocdo dos dentes (Figura 4B). Apds confirmacdo da
integridade dos dentes removidos, os alvéolos dos animais controle e
diabéticos foram divididos aleatoriamente (através de sorteio prévio) e
imediatamente tratados com carbopol 0,5% (veiculo), HY 1% (NIKKOL, Galena,
Brasil) ou NTC-HY (100 pg/mL). O gel de HY continha menos de 2 ppm de
metais pesados e arsénio, 0% de proteina, 5,2 mg/mL de acido glucordnico e
1% de acido hialurénico (pH=6,1). O hialuronato de sddio, na concentracdo de

1%, apresenta-se na forma de gel devido a sua alta capacidade higroscopica.
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Os processos de sintese e caracterizagdo dos NTCPS, bem como a sua
funcionalizacdo com o HY, foram previamente descritos na literatura (Mendes
et al., 2010). O po resultante desse processo (NTC-HY) foi diluido em carbopol
para ser posteriormente administrado nos alvéolos. Foi injetado nos alvéolos,
aproximadamente, 0,1 mL dos compostos citados acima com o auxilio de uma
pequena agulha (26G). A concentracdo dos NTC-HY utilizada neste trabalho foi
baseada na literatura (Mendes et al., 2008, 2010). Para que os tratamentos
administrados permanecessem 0 maior tempo possivel na cavidade alveolar
apos a realizacdo das exodontias, os animais foram posicionados em decubito
dorsal por aproximadamente 4 horas, periodo de duragdo da anestesia. Nao
foram realizados procedimentos de sutura das bordas palatina e vestibular da
gengiva apés a realizacdo das cirurgias. Como ja foi citado no topico de
caracterizagdo dos animais experimentais, os ratos foram submetidos a dieta
pastosa por 48 horas apés as exodontias, com objetivo de reduzir a impactacao

de alimentos rigidos na area operada.

Figura 4: Procedimento cirdrgico de exodontia dos dentes primeiros molares superiores. Em
(A) é possivel observar o campo cirdrgico apés o tracionamento superior da mandibula e da
lingua. Centralmente observa-se o palato e mais lateralmente, em ambos os lados, os dentes
molares, sendo o primeiro molar o mais anterior deles. Em (B) observa-se o posicionamento da
pinca para luxacdo e remoc¢éao do primeiro molar.
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4. Analises histol6égica e morfométrica

Sete e quatorze dias apds as exodontias, 0s animais foram
eutanasiados por decapitacdo, as maxilas foram dissecadas e imediatamente
fixadas em formalina neutra tamponada 10% por 48h a temperatura ambiente.
Apos a fixacdo, as maxilas foram fotografadas para analise macromorfométrica
da area de lesdo pos-cirargica (Figura 5A). As pecas foram posicionadas em
um suporte com distancia padronizada de 4 cm entre a mesa de suporte e a
lente da camera (Figura 5B). As fotos foram obtidas com o auxilio de uma
camera Sony DSC — H50. A analise macromorfométrica foi feita com o auxilio
do programa KS300. A area de lesdo poés-cirurgica era delimitada manualmente
pelo examinador e o programa calculava a area, com os valores sendo
expressos em mm?. Em seguida, as maxilas foram desmineralizadas em &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 10% (pH entre 7,2 e 7,4) por cerca de 40
dias, divididas no plano sagital mediano para separar os alvéolos direitos e
esquerdos, desidratadas através de solucdes graduadas e crescentes de
alcool, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina. Foram obtidos cortes
seriados com espessura de 6 um no plano sagital e, posteriormente, corados
pelo Tricrbmico de Masson para analises histologica e morfométrica. Os
alvéolos das raizes distais (Figuras 6A e 6B) foram divididos anatomicamente
em tercos apical, médio e cervical (Figura 7). Foram obtidas 12 imagens (40X)
de cada terco (apical e médio) de trés cortes do mesmo alvéolo, obtidos de trés
laminas diferentes, totalizando uma &rea de 6,4 X 10° pm? por terco. Esses
alvéolos distais foram incluidos nas andlises quando seus limites
apresentavam-se bem definidos e ndo era detectada a presenca de restos
radiculares. O percentual de trabéculas ésseas neoformadas obtido em cada
terco do alvéolo foi calculado dividindo a area trabecular presente nas doze
imagens capturadas pela area total analisada (Quadro 1). Essa andlise foi
realizada com o auxilio do programa KS300. Com o auxilio desse mesmo
programa, foi quantificado o nimero de nucleos celulares presente na area

total dos tercos apical e médio.
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Figura 5: Analise macromorfométrica da lesdo pos-cirirgica. Em (A) observa-se o suporte
onde a maxila (destacada pela seta) é posicionada para a obtencdo das fotos. Em (B) observa-
se a maxila do animal, os segundos e terceiros molares e, anteriormente a eles, a area de
les&@o pds-cirdrgica, na regido do primeiro molar (destacada pela seta vermelha).

A Foto: Dr. Fernando Mauad Foto: Dr. Fernando Mauad

Figura 6: Maxilas de rato dissecadas. Em (A) observa-se, anteriormente ao segundo molar,
todos os alvéolos das raizes do primeiro molar. Sdo dois alvéolos distais, dois mediais e um
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grande alvéolo mesial, mais anteriormente. A seta azul indica o alvéolo distal mais préximo da
regido vestibular, que é a regido de interesse para o estudo. Em (B) observa-se o
posicionamento do dente primeiro molar e suas raizes contidas nos alvéolos.

Figura 7: Divisdo anatémica do alvéolo da raiz distal do primeiro molar superior em tercos
apical, médio e cervical. A: terco apical; M: terco médio; C: terco cervical; 2°M: segundo molar;
B: osso basal; S: septo 6sseo. Barra = 400pum. Coloragéo pelo Tricrbmico de Masson. Figura
adaptada de Mendes et al., 2008.

Quadro 1: Célculo para determinar o percentual de trabéculas ésseas neoformadas nos tergos
apical e médio dos alvéolos distais.

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

Area Total Avaliada por Tergo (6.4 x 105 pm?)
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5. Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + EPM. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando os testes t de Student ndo pareado,
One-way ANOVA seguido pelo teste de comparacdo multipla de Newman-
Keuls e Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni, com o auxilio do
programa GraphPad Prism 5. Resultados com p<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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V. RESULTADOS

1. Glicemia capilar de jejum e peso corporal

Como era esperado, foi observado um aumento significativo nos
valores de glicemia capilar de jejum nos animais diabéticos induzidos por
estreptozotocina quando comparados aos animais controle (animais dos
grupos de 7 dias: 254,1 + 37,57 nos animais diabéticos vs. 81,00 + 4,90 nos
controles, Figura 8A; animais dos grupos de 14 dias: 275,2 + 34,32 nos animais
diabéticos vs. 81,00 + 8,19 nos controles, Figura 9A). Entre os ratos dos grupos
de 7 dias, os animais controle apresentaram um ganho progressivo de peso ao
longo do periodo experimental, atingindo um valor médio de 300 g ao final da
guarta semana. Ja os grupos de animais diabéticos apresentaram um discreto
ganho de peso ao longo do periodo experimental, atingindo um valor médio de
205 g ao final da quarta semana, valor esse significativamente menor quando
comparado aos controles (Figura 8B). Os animais dos grupos de 14 dias
apresentaram curvas de evolucdo de peso semelhantes agueles animais dos
grupos de 7 dias, ou seja, foi observado um ganho progressivo de peso nos
animais controle ao longo do periodo experimental, que atingiu um valor médio
de 348 g ao final da quinta semana e 0s grupos de ratos diabéticos
apresentaram um discreto ganho de peso ao longo do experimento,
alcancando um valor médio de 244 g ao final da quinta semana, valor esse
significativamente menor quando comparado aos controles (Figura 9B). Esse
conjunto de dados evidencia o sucesso do modelo experimental de inducédo do

diabetes mellitus.
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Figura 8: Glicemia capilar de jejum e variacdo do peso corporal dos animais expostos ao
protocolo de sete dias. (A) Os valores glicémicos dos animais diabéticos séo significativamente
maiores do que os dos animais controle. (B) A variacdo da massa corporal ao longo do tempo
mostra um ganho de peso progressivo nos animais normais enquanto os diabéticos
apresentam um ganho de peso inexpressivo, significativamente menor em relacdo aos animais
nao diabéticos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. Em (A), * p<0,05 vs. controles
e em (B), * p<0,05 vs. diabéticos. (A) Teste t de student ndo pareado; (B) Two-way ANOVA
seguido do pOs-teste de Bonferroni.
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Figura 9: Glicemia capilar de jejum e variacdo do peso corporal dos animais expostos ao
protocolo de quatorze dias. (A) Os valores glicémicos dos animais diabéticos sao
significativamente maiores do que os dos animais controle. (B) A variacdo da massa corporal
ao longo do tempo mostra um ganho de peso progressivo nos animais normais enquanto os
diabéticos apresentam um ganho de peso inexpressivo, significativamente menor em relagéo
aos animais ndo diabéticos. Os dados estao expressos como média + E.P.M. Em (A), * p<0,05
vs. controles e em (B), * p<0,05 vs. diabéticos. (A) teste t de student ndo pareado; (B) Two-way
ANOVA seguido do pés-teste de Bonferroni.
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2. Andlise histoldgica

2.1 Efeitos de diferentes concentracdes de HY

Sete dias ap0s as exodontias, os alvéolos controle, tratados com
carbopol, apresentavam-se preenchidos com um denso tecido conjuntivo.
Observou-se a presenca de vasos sanguineos e numerosos nucleos celulares,
além de poucas trabéculas neoformadas (Figura 10A e B). Alvéolos tratados
com HY, nas concentracdes de 0,25% e 0,5% apresentaram maior quantidade
de vasos sanguineos e menor quantidade de nucleos celulares em relagdo aos
alvéolos controle. A reducdo do numero de nucleos celulares foi mais evidente
nos alvéolos tratados com a concentracdo de 0,25% (Figura 10C e D — HY
0,25% e Figura 10E e F — HY 0,5%). Com relacao a neoformacao de trabéculas
Osseas, 0s alvéolos tratados com HY nas concentracdes de 0,25% e 0,5%
apresentaram um padrdo de formacdo semelhante, com maior formacao de
trabéculas no interior dos alvéolos em relacdo aos controles, embora essa
diferenca nédo tenha sido expressiva (Figura 10C e D — HY 0,25% e Figura 10E
e F — HY 0,5%). Andlise histolégica de alvéolos tratados com HY na
concentracdo de 1% demonstrou deposi¢cdo 6ssea marcante, principalmente no
terco apical dos mesmos. Essas trabéculas mostraram-se muito mais
numerosas, organizadas e espessas em relacdo ao padrao demonstrado nos
alvéolos controle (Figura 10G e H). Além disso, os alvéolos tratados com HY
1% apresentaram uma quantidade de nucleos celulares em seu interior bem
menor do que aquela apresentada pelos alvéolos controle, acompanhando de
forma inversa, o padrdo de neoformacdo 6ssea (Figura 10G e H). Alvéolos
tratados com HY nas concentracdes de 2% e 4% nédo apresentaram diferencas
histoldgicas importantes quando comparados aos alvéolos controle. Nesses
alvéolos, houve pouca deposicao de trabéculas neoformadas e uma reducédo
no numero de nudcleos celulares que ndo foi histologicamente importante
(Figura1l0le J—HY 2% e Ke L — HY 4%).
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Figura 10: Fotomicrografias representativas de secc¢fes histolégicas de alvéolos de animais
tratados com diferentes concentracGes de HY sete dias apds as exodontias. Alvéolos de
animais normais controle (tratados com carbopol) - (A) baixa magnitude e (B) alta magnitude;
Alvéolos tratados com HY 0,25% — (C) baixa e (D) alta magnitude; Alvéolos tratados com HY
0,5% — (E) baixa e (F) alta magnitude; Alvéolos tratados com HY 1% — (G) baixa e (H) alta
magnitude; Alvéolos tratados com HY 2% - (I) baixa e (J) alta magnitude; Alvéolos tratados
com HY 4% - (K) baixa e (L) alta magnitude. Os alvéolos de animais normais controle exibiram
uma pequena formacdo de trabéculas Osseas, o que também € observado nos alvéolos
tratados HY 2% e 4%. Os alvéolos tratados com HY 0,25%, HY 0,5% e HY 1% foram capazes
de aumentar progressivamente o nimero de trabéculas dsseas neoformadas, com destaque
para a concentragdo de 1%, que induziu a uma expressiva neoformacao 0ssea em relagédo a
alvéolos controles.
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2.2 Efeitos do HY e dos NTC-HY no reparo 6sseo de animais diabéticos
sete dias apds as exodontias

As analises histolégicas de alvéolos dentarios de animais normais e
diabéticos tratados ou ndo com HY ou com NTC-HY demonstraram um padrédo
histol6gico semelhante. Os alvéolos de animais normais controle, como ja foi
descrito acima, apresentaram-se preenchidos com um denso tecido conjuntivo
e exibiram neoformacéo 6ssea escassa, com trabéculas imaturas e localizadas
principalmente no terco apical dos alvéolos, proximas ao osso basal (Figura
11A e B). Os alvéolos de animais diabéticos ndo tratados apresentaram padrao
histol6gico semelhante (Figura 11C e D), com uma formacgdo 6ssea um pouco
menos pronunciada em relacdo aos animais normais controle. O tratamento
dos alvéolos de animais diabéticos com HY (Figura 11E e F) ou NTC-HY
(Figura 11G e H) nao alterou este padrao, sendo observadas trabéculas 6sseas
escassas no terco apical dos alvéolos. O numero de ndcleos celulares nos
alvéolos de animais normais controle apresentou-se elevado, com essa
populacdo celular concentrando-se, principalmente, no terco médio desses
alvéolos (Figura 12A). Os alvéolos de animais diabéticos controle
apresentaram padrao histolégico semelhante (Figura 12B) e o tratamento de
animais diabéticos com HY ou NTC-HY também nao alterou este padrédo
(Figura 12C e D).

Analises qualitativas dos alvéolos demonstraram, em todos 0s grupos,
reabsorcdo Ossea do septo interradicular por osteoclastos (Figura 13A), além
da presenca de células com aspecto morfolégico de osteoblastos depositando
matriz 6ssea no interior dos alvéolos (Figura 13B). Além disso, foi observada a
presenca de vasos sanguineos no interior de alvéolos de animais normais e
diabéticos (Figura 13C).
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Figura 11: Fotomicrografias representativas de secg¢fes histolégicas de alvéolos de animais
normais e diabéticos sete dias apds as exodontias. Alvéolos de animais normais controle
(tratados com carbopol) - (A) baixa magnitude e (B) alta magnitude; Alvéolos de animais
diabéticos controle (tratados com carbopol) — (C) baixa e (D) alta magnitude; Alvéolos de
animais diabéticos tratados com HY 1% — (E) baixa e (F) alta magnitude; Alvéolos tratados com
NTC-HY 100 pg/mL — (G) baixa e (H) alta magnitude. Os alvéolos de animais normais controle
exibiram uma pequena formacdo de trabéculas dsseas, o que também é observado nos
alvéolos de animais diabéticos controle e o tratamento dos alvéolos de animais diabéticos com
HY ou NTC-HY néo foi capaz de alterar este padréo.



Figura 12: Andlise de secc¢des histoldgicas de alvéolos sete dias apOs as exodontias. Em (A)
imagem representativa do nimero de nucleos celulares em alvéolos de animais normais
controle, os quais apresentaram um ndmero elevado de nucleos celulares. Os alvéolos de
animais diabéticos controle (B), também apresentaram um elevado numero de nucleos
celulares no interior dos alvéolos. O tratamento dos alvéolos de animais diabéticos com HY (C)
ou NTC-HY (D) néo foi capaz de reduzir o nimero de nucleos celulares qguando comparados
aos grupos normal controle (A) e diabético controle (B).
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Figura 13: Andlise histoldgica de alvéolos sete dias apds as exodontias. (A) A reabsorcéo do
septo interradicular por osteoclastos (indicados pelas setas) foi observada em todos os
alvéolos (normais controle, diabéticos controle e diabéticos tratados com HY ou com NTC-HY).
Em (B) células com aspecto morfolégico de osteoblastos sintetizando matriz 6ssea no interior
dos alvéolos, conforme indicado pelas setas, e em (C) presenca de vasos sanguineos
neoformados no espaco medular dos alvéolos.
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2.3Efeitos do HY e dos NTC-HY no reparo 6sseo de animais diabéticos
guatorze dias ap6s as exodontias

Andlises macroscopicas da epitelizagdo das lesdes cirdrgicas
demonstraram uma epitelizacdo bem mais pronunciada e acelerada em
animais normais controle (Figura 14A), quando comparados aos diabéticos
controle (Figura 14B). O tratamento de animais diabéticos com HY (Figura 14C
— lado direito) ou NTC-HY (Figura 14D - lado direito) foi capaz de acelerar a
epitelizacdo da lesdo cirargica quando comparado aos animais diabéticos
controle, com destaque para os animais tratados com NTC-HY. O efeito de
epitelizacdo pode ser observado através do fechamento das bordas da leséo e
consequente reducao da area da mesma.

Microscopicamente, observou-se que os alvéolos de animais normais
controle apresentavam-se tomados por uma grande trama de trabéculas
O0sseas maduras, espessas e bem organizadas, sendo observado espaco
medular restrito no interior destes alvéolos (Figura 15A e B). Por outro lado, os
alvéolos de animais diabéticos controle demonstravam severa reducdo da
neoformacdo O0ssea em seu interior, sendo observadas trabéculas imaturas,
gue se concentravam preferencialmente no terco apical destes alvéolos,
proximas aos septos interdental e interradicular (Figura 15C e D). O tratamento
dos alvéolos de animais diabéticos com HY (Figura 15E e F) ou NTC-HY
(Figura 15G e H) foi capaz de acelerar de forma contundente o reparo 0sseo,
sendo observada no interior destes alvéolos a presenca de grande quantidade
de trabéculas Osseas, maduras, espessas e bem organizadas. Essa
neoformacdo O0ssea em alvéolos tratados ocorreu preferencialmente no terco
apical dos mesmos, embora ambos os tratamentos tenham induzido uma
formacdo d&ssea consideravel também no terco médio dos alvéolos,
principalmente o tratamento com NTC-HY.

Os alvéolos de animais diabéticos controle exibiram uma grande
populacao celular em seu interior (Figura 16B), principalmente no terco médio
dos mesmos, quando comparados com o0s alvéolos de animais normais
controle (Figura 16A). O tratamento dos alvéolos com HY ou NTC-HY reduziu
de forma significativa o numero de nucleos celulares no interior dos mesmos
(Figura 16C e D), demonstrando um padréo histologico semelhante aos de

alvéolos de animais normais controle. Essas analises histoldgicas sugerem que
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0 processo de reparo tecidual encontra-se mais atrasado em animais
diabéticos ndo tratados e que o tratamento com HY ou NTC-HY é capaz de
acelerar de forma expressiva esse processo. Corroborando com as primeiras
observacdes histologicas descritas acima, foi observado que alvéolos de
animais diabéticos controle apresentavam pronunciada rede de vasos
neoformados em seu interior (Figura 17B), sugerindo atraso importante no
processo de reparo tecidual, uma vez que 0s animais normais controle e os
diabéticos tratados com HY ou NTC-HY apresentaram, quatorze dias ap0s as
exodontias, uma menor quantidade de vasos sanguineos e espaco medular
restrito no interior dos alvéolos, decorrente da pronunciada neoformacéo 6ssea
neste local (Figura 17C). Contudo estas foram observacdes histologicas, de
carater qualitativo, uma vez que nao foi realizada quantificacdo de vasos
sanguineos no interior dos alvéolos. Além disso, também foi observada de
forma qualitativa, em todos os alvéolos, reabsorcdo importante do septo

interradicular por osteoclastos (Figura 17A).
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Figura 14: Analise macroscoépica da epitelizacdo das lesGes cirlrgicas quatorze dias apés as
exodontias. Observou-se uma epitelizacdo reduzida nos animais diabéticos controle (B)
quando comparados com 0s animais normais controle (A). Os tratamentos com HY 1% (C) e
NTC-HY (100 pg/mL) (D) aceleraram a epitelizacao das lesdes pos-cirdrgicas, com destaque
para o tratamento com NTC-HY. As setas estao destacando as &reas de leséo.
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Figura 15: Fotomicrografias representativas de seccdes histolégicas de alvéolos de animais
normais e diabéticos quatorze dias apés as exodontias. Alvéolos de animais normais controle
(tratados com carbopol) - (A) baixa magnitude e (B) alta magnitude; Alvéolos de animais
diabéticos controle (tratados com carbopol) — (C) baixa e (D) alta magnitude; Alvéolos de
animais diabéticos tratados com HY 1% — (E) baixa e (F) alta magnitude; Alvéolos tratados com
NTC-HY 100 pg/mL — (G) baixa e (H) alta magnitude. Os alvéolos de animais diabéticos
controle apresentaram uma formacdo de trabéculas dsseas significativamente menor em
relagdo aos alvéolos dos animais normais controle e os tratamentos dos alvéolos de animais
diabéticos com HY ou NTC-HY aumentou de forma significativa a neoformacéo dssea quando
comparados aos alvéolos de animais diabéticos controle.
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Figura 16: Analise de seccdes histoldgicas de alvéolos quatorze dias apés as exodontias. Em
(B) imagem representativa de alvéolos de animais diabéticos controle, os quais apresentavam
um ndmero de nucleos celulares muito elevado em relagdo aos alvéolos dos animais normais
controle (A). O tratamento dos alvéolos de animais diabéticos com HY (C) ou NTC-HY (D) foi
capaz de reduzir significativamente o nimero de nucleos celulares, sendo que esses animais
apresentavam um padrao histologico semelhante aos animais normais controle (A).
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Figura 17: Analise histoldgica de alvéolos quatorze dias ap6s as exodontias. (A) A reabsorgéo
do septo interradicular por osteoclastos, indicados pelas setas, foi observada em todos os
alvéolos (normais controle e diabéticos controle e tratados com HY ou NTC-HY) e apresenta-se
bem pronunciada nesta cronologia. Em (B) € ilustrada a cavidade alveolar de um animal
diabético controle, onde foi observada pouca formacdo O6ssea e pronunciada rede vascular,
sugerindo um atraso no processo de reparo tecidual. Em (C — diabético tratado com NTC-HY)
estdo representadas em conjunto as cavidades alveolares de animais normais controles e dos
diabéticos tratados com HY ou NTC-HY, onde foi observada expressiva neoformacéo 6ssea e
espacgo medular reduzido.
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3. Andlise morfométrica

3.1Definicdo da concentracédo do HY

Previamente a execucao dos experimentos com os animais diabéticos,
foi realizado em animais normais uma avaliacdo dos efeitos de diferentes
concentracbes do HY (0,25%, 0,5%, 1%, 2% e 4%) no reparo 6sseo de
alvéolos dentarios 7 dias apos as exodontias. Foi observado um percentual
médio de neoformacéo de trabéculas O0sseas de 6,15 + 1,96% nos alvéolos
tratados com carbopol (controle) e os tratamentos com as concentracdes de
0,25% (9,74 £ 1,90%), 0,5% (9,60 + 3,26%) e 1% (15,21 £+ 2,00%) de HY foram
capazes de aumentar progressivamente a formacao de novas trabéculas nos
alvéolos. Contudo, apenas os alvéolos tratados com a concentracdo de 1%
apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relacdo aqueles
tratados com carbopol. Os alvéolos tratados com as concentragbes de 2%
(6,72 £ 1,78%) e 4% (8,31 £ 1,49%) de HY apresentaram valores semelhantes
de formacdo de novas trabéculas O6sseas quando comparado aos alvéolos
controle (Figura 18A). Em relacdo ao numero de nucleos celulares, o valor
médio nos alvéolos controle foi de 8.243 + 0,58 nucleos e o tratamento com as
diferentes concentracdes de HY foi capaz de reduzir o numero de nucleos
celulares no interior dos alvéolos, com destaque para as concentracdes de
0,25% (5.943 + 0,31 nucleos) e 1% (5.671 £ 0,38 nucleos), que apresentaram
reducdo estatisticamente significativa em relacédo aos alvéolos controles (Figura
18B). Ao analisar o terco apical dos alvéolos, foi observado um percentual
médio de neoformacdo de trabéculas 6sseas de 8,21 + 2,99% nos alvéolos
tratados com carbopol e os tratamentos com as concentracdes de 0,25%
(12,53 * 3,18%) e 0,5% (12,85 + 3,42%) de HY aumentaram discretamente a
neoformacédo 6ssea em relacdo aos alvéolos controles. Ja a concentracao de
1% de HY (21,07 + 2,90 %) foi capaz de aumentar significativamente a
formacdo d6ssea no terco apical dos alvéolos. Em relacdo ao numero de
nacleos celulares, o valor médio nos alvéolos controles foi de 8.130 + 0,47
nacleos, e o tratamento com as diferentes concentracdes de HY reduziu o
namero de nucleos no interior dos alvéolos, com destaque para a concentracao
de 1% (5.530 £+ 0,50 ndcleos), que apresentou valores estatisticamente

menores que aqueles observados nos alvéolos controles (Tabela 2). Na analise
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do terco médio, observou-se um percentual médio de trabéculas neoformadas
de 4,10 + 2,11% nos alvéolos controle e os tratamentos com as diferentes
concentracfes de HY nédo foram capazes de aumentar de forma significativa a
formacdo 6ssea no interior dos alvéolos. Contudo, € importante destacar que
os alvéolos tratados com HY na concentragcdo de 1%, apresentaram uma maior
média de neoformacdo 6ssea em comparacdo aos demais grupos também no
terco médio, embora os valores ndo sejam diferentes estatisticamente. O valor
meédio de nucleos celulares no terco médio de alvéolos controles foi de 8.390 +
0,82 nucleos e os tratamentos com as referidas concentragbes de HY
reduziram o numero de ndcleos no interior dos alvéolos, com destaque para as
concentracfes de 0,25 % (5.843 + 0,32 nucleos) e 1% (5.800 + 0,42 nucleos).

No entanto, ndo existiram diferencas significativas entre os grupos (Tabela 2).
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Figura 18: Efeitos de diferentes concentracdes de HY no reparo 6sseo de alvéolos dentarios
de ratos normais, sete dias ap0s as exodontias. (A) Quantificacdo do percentual de trabéculas
Osseas. (B) Nimero de nucleos celulares. O tratamento com as concentragées de 0,25%, 0,5%
e 1% foram capazes de aumentar progressivamente o nimero de trabéculas neoformadas
guando comparado aos alvéolos controle. Os tratamentos também foram capazes de reduzir o
namero de ndcleos celulares no interior dos alvéolos. Os dados estdo expressos como média +
E.P.M. * p<0,05 vs. Carbopol. One-way ANOVA seguido pelo teste de comparacdo multipla de
Newman-Keuls.
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Tabela 2: Percentual de trabéculas 6sseas e numero de ndcleos celulares nos
tercos apical e médio dos animais controle (tratados com carbopol) e tratados
com diferentes concentragdes de HY.

Ter¢o Apical Ter¢o Médio
Trabéculas (%) Nucleos Trabéculas (%) Nucleos
Celulares (x103) Celulares (x103)
Carbopol 8,21+299 8,13+0,47 41021 8,39+0,82
HY 0,25% 1253+ 3,18 6,06 £ 0,38 6,95+223 5,84 +0,32
HY 0,5% 12,85+ 3,42 6,21+0,86 6,85+3,09 6,64 + 1,03
HY 1% 21,07+£290~ 553+050% 9,35+ 4,86 5,80+0,42
HY 2% 9,15+2,01 6,65+ 0,81 429+2722 7,25+0,49
HY 4% 10,08 + 1,93 6,54 £0,45 6,55+ 1,91 6,30 £ 0,57

Os dados estdo expressos como média + E.P.M. * p<0,05 vs. carbopol, HY 2% e HY 4%, *

p<0,05 vs. Carbopol.

3.2 Efeitos do HY e dos NTC-HY no reparo de alvéolos dentarios de ratos

diabéticos apds sete dias da exodontia

Apos 7 dias da extracdo dentaria, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os alvéolos de animais normais controle e diabéticos
controle, ambos tratados com carbopol, na neoformacéo de trabéculas dsseas
(5,97 £ 2,34% em normais controle vs. 3,24 + 0,86% em diabéticos controle,
Figura 19A) e no numero de nucleos celulares (7.633 £ 0,75 nucleos em
normais controle vs. 7.133 + 0,28 nucleos em diabéticos controle, Figura 19B).
O tratamento dos alvéolos de animais diabéticos com HY ou com NTC-HY né&o
foi capaz de alterar a formacédo de trabéculas (1,64 + 0,55% em diabéticos
tratados com HY e 5,02 + 3,01% em diabéticos tratados com NTC-HY, Figura
19A) e o numero de nucleos celulares (7.217 + 0,43 nucleos em diabéticos
tratados com HY e 7.550 = 0,41 nucleos em diabéticos tratados com NTC-HY,
Figura 19B) em relacédo aos alvéolos de animais diabéticos controle 7 dias apos
as exodontias dos primeiros molares. Ao analisar o terco apical dos alvéolos,
0S animais normais controle apresentaram um percentual médio de 8,81 +

3,48% de neoformacdo de trabéculas ésseas no interior dos alvéolos. Os
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animais diabéticos controle apresentaram uma discreta reducdo na formacéao
Ossea (5,87 + 1,48%) quando comparado com o0s animais normais. O
tratamento dos alvéolos de animais diabéticos com HY (2,72 + 0,94%) ou NTC-
HY (3,99 = 1,63%) nao foi capaz de aumentar os parametros de formacao
0ssea no terco apical. O numero medio de nudcleos celulares no terco apical
dos alvéolos de animais controle foi 7.733 = 0,75 ndcleos e os animais
diabéticos controle (7.350 = 0,35 nucleos) ou tratados com HY (7.717 + 0,45
ndcleos) ou com NTC-HY (7.825 + 0,27 nucleos) apresentaram valores
semelhantes (Tabela 3). No terco médio dos alvéolos, o percentual médio de
neoformagéo 0ssea nos animais normais controle foi de 3,12 + 2,22% e o0s
animais diabéticos controle (0,62 + 0,40%) ou tratados com HY (0,55 + 0,34%)
apresentaram valores bem reduzidos de formacdo 6ssea nessa regidao do
alvéolo. Ja os animais diabéticos tratados com NTC-HY apresentaram um
discreto aumento (6,06 + 4,60%) da formacdo 6ssea nessa regiao, superando
inclusive os valores de formacao apresentados pelos animais normais controle.
O numero médio de nudcleos celulares nos alvéolos de animais normais
controle foi 7.517 £ 0,80 nucleos e os animais diabéticos controle (6.917 + 0,20
ndcleos) ou tratados com HY (6.733 £ 0,39 ndcleos) ou com NTC-HY (7.225 +

0,66 nucleos) apresentaram valores semelhantes (Tabela 3).
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Figura 19: Efeitos do HY 1% e dos NTC-HY 100 pg/ml no reparo 6sseo de alvéolos dentérios
sete dias apOs as exodontias. (A) Quantificacdo do percentual de trabéculas dsseas. (B)
NuUmero de nudcleos celulares. O diabetes mellitus provoca uma discreta reducédo na formagéo
de trabéculas em relacdo aos controles normais e os tratamentos propostos ndo foram capazes
de aumentar esse parametro. Os dados estdo expressos como média + E.P.M. One-way
ANOVA seguido pelo teste de comparagédo multipla de Newman-Keuls.
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Tabela 3: Percentual de trabéculas 6sseas e numero de nucleos celulares nos
tercos apical e médio dos animais normais controle, diabéticos controle e
tratados com HY ou NTC-HY, sete dias ap0s as exodontias.

Tergo Apical Tergo Médio
i Nucleos i Nucleos
Trabéculas (%) Trabéculas (%)
Celulares (x103) Celulares (x103)
Normal Controle 881+348 773+075 312+222 751 +0.80
Diabético Controle 587+148 7.35+035 062040 6,91 £0,20
Diabético tratado (HY) 272+094 771045 055+034 6,73+039
Diabético tratado (NTC-HY) 3,99+1863 7.82+027 6,06 +4 60 7,22 +0,66

Os dados estdo expressos como média + E.P.M.

3.3Efeitos do HY e dos NTC-HY no reparo de alvéolos dentarios de ratos

diabéticos apds quatorze dias da exodontia

A andlise macroscépica da é&rea de lesdo externa pds-cirirgica
demonstrou uma grande diferenca, estatisticamente significativa, entre a
epitelizacdo nos animais normais controle e diabéticos controle (0,79 + 0,40
mm?2 nos animais normais controle vs. 6,49 + 0,62 mm?2 nos animais diabéticos
controle, Figura 20) 14 dias apds as exodontias. Apenas o tratamento de ratos
diabéticos com NTC-HY foi capaz de acelerar de forma significativa a
epitelizacdo das éareas de lesdo (2,63 £ 0,94 mm2) em relacdo aos ratos
diabéticos controle. Apesar do tratamento de ratos diabéticos com HY (4,00 +
1,24 mm?) também ter estimulado a aceleracédo da epitelizacéo, este efeito nao
alcancou diferenca estatistica (Figura 20).

Microscopicamente, foram observadas diferencas significativas entre
os alvéolos de animais normais controle e diabéticos controle na neoformacéo
de trabéculas 6sseas (41,92 + 6,34 % em normais controle vs. 11,16 =+ 5,10 %
em diabéticos controle, Figura 21A) e no numero de nucleos celulares (5.033 +
0,46 nucleos em normais controle vs. 7.540 + 0,78 nucleos em diabéticos
controle, Figura 21B) 14 dias apés as exodontias. O tratamento dos alvéolos de

animais diabéticos com HY ou com NTC-HY acelerou de forma significativa a
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formacdo de trabéculas (29,43 = 3,29 % em diabéticos tratados com HY e
36,90 + 3,07 % em diabéticos tratados com NTC-HY, Figura 21A) e reduziu
também significativamente o numero de nucleos celulares (5.740 = 0,42
nacleos em diabéticos tratados com HY e 5.460 + 0,33 nucleos em diabéticos
tratados com NTC-HY, Figura 21B) em relacdo aos alvéolos de animais
diabéticos controle 14 dias apds as exodontias. Ao analisar isoladamente o
terco apical dos alvéolos, observou-se uma diferenca significativa no percentual
de trabéculas Osseas entre os alvéolos de animais normais controle e
diabéticos controle (40,60 + 4,86 % em normais controle vs. 16,56 + 7,19 % em
diabéticos controle) e no niumero de nucleos celulares (5.000 £+ 0,44 ndcleos
em normais controle vs. 7.580 + 0,75 nucleos em diabéticos controle). O
tratamento de animais diabéticos com HY ou NTC-HY acelerou de forma
significativa a neoformacdo de trabéculas ésseas (34,89 + 5,33 % em
diabéticos tratados com HY e 38,20 + 1,13 % em diabéticos tratados com NTC-
HY) e reduziu também significativamente o nimero de nucleos celulares (5.320
t+ 0,53 nucleos em diabéticos tratados com HY e 5.440 + 0,26 ndcleos em
diabéticos tratados com NTC-HY) (Tabela 4). Ja no terco médio, também se
observou uma diferenca significativa no percentual de neoformacdo 6ssea
entre os alvéolos de animais normais controle e diabéticos controle (43,25 +
8,38 % em animais normais controle vs. 5,76 + 3,45 % em diabéticos controle)
e no numero de nucleos celulares (5.033 + 0,54 nucleos em animais normais
controle vs. 7.520 + 0,88 nucleos em animais diabéticos controle). O tratamento
de animais diabéticos com HY ou NTC-HY foi capaz de aumentar a formacéo
de trabéculas 6sseas (23,96 *+ 4,32 % em diabéticos tratados com HY e 35,59 +
6,30 % em diabéticos tratados com NTC-HY), sendo que apenas o tratamento
com NTC-HY foi capaz de aumentar significativamente esse parametro em
relacdo aos animais diabéticos controle. Além disso, o tratamento de animais
diabéticos com HY ou NTC-HY foi capaz de reduzir o nimero de nudcleos
celulares (6.220 + 0,52 nucleos em diabéticos tratados com HY e 5.480 + 0,45
ndcleos em diabéticos tratados com NTC-HY), embora esses valores nao
tenham apresentado diferenca estatistica em relacdo aos diabéticos controle
(Tabela 4).
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Figura 20: Efeitos do HY e dos NTC-HY na epitelizacdo da lesdo externa pdés-cirirgica
quatorze dias apés a exodontia. A epitelizacdo mostrou-se significativamente reduzida nos
animais diabéticos controle quando comparados com 0s animais normais controle. Os
tratamentos de alvéolos de animais diabéticos com HY ou com NTC-HY foram capazes de
acelerar a epitelizacdo das lesbes, sendo que apenas o grupo tratado com NTC-HY apresentou
reducdo significativa quando comparado ao grupo diabético controle. Os dados estédo
expressos como média + E.P.M. * p<0,05 vs. Normais controle; # p<0,05 vs. Diabéticos
controle. One-way ANOVA seguido pelo teste de comparagédo multipla de Newman-Keuls.
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Figura 21: Efeitos do HY 1% e dos NTC-HY 100 pg/ml no reparo 4sseo de alvéolos dentarios
quatorze dias apOs as exodontias. (A) Quantificacdo do percentual de trabéculas 6sseas. (B)
Ndmero de nucleos celulares. O diabetes mellitus causou uma reducdo significativa na
formacgédo de trabéculas em relacdo aos animais normais controle e os tratamentos propostos
aumentaram significativamente a neoformacéo de trabéculas no interior dos alvéolos de ratos
diabéticos. Em relacdo ao numero de nucleos celulares, os animais diabéticos apresentaram
uma contagem significativamente maior em relacdo aos normais controle e os tratamentos
foram capazes de reduzir também de forma significativa essa contagem, atingindo valores
semelhantes aqueles apresentados pelos animais normais controle. Os dados estéo expressos
como média + E.P.M. * p<0,05 vs. Normais controle; # p<0,05 vs. Diabéticos controle. One-way
ANOVA seguido pelo teste de comparagdo multipla de Newman-Keuls.
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Tabela 4: Percentual de trabéculas ésseas e numero de nucleos celulares nos
tercos apical e médio dos animais normais controle, diabéticos controle e
tratados com HY ou NTC-HY, quatorze dias apds as exodontias.

Terco Apical Terco Médio
) Nucleos ) Nucleos
Trabéculas (%) Trabeéculas (%)
Celulares (x10%) Celulares (x10%)
Normal Controle 40,60 £4,86° 5,00+0,44" 43,25+£8,38° 5,03+0,54°
Diabético Controle 16,56 £ 7,19 7,58+0,75 5,76 £ 3,45 7,52+0,88
Diabético tratado (HY) 3483+533" 5,32+0,53" 23,96 £ 4,32 6,22 + 0,52
Diabéticotratado (NTC-HY) 3820+ 1,13~ 544+0,26" 3559+£6,30° 5,48+ 0,45

Os dados estédo expressos como média + E.P.M. * p<0,05 vs. Diabéticos controle.
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VI. DISCUSSAO

Nosso grupo de pesquisa vem estudando ha algum tempo os efeitos do
HY e dos NTC-HY no reparo 0sseo de alvéolos dentarios de ratos, obtendo
resultados expressivos (Mendes et al., 2008; Mendes et al., 2010). Contudo,
esses resultados foram obtidos em animais normais. O objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos do HY e dos NTC-HY no reparo 6sseo de alvéolos
dentarios de ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Esta bem
estabelecido na literatura que o diabetes mellitus altera significativamente o
metabolismo 6sseo, comprometendo a formagéo e a reabsorgdo 6ssea (Devlin
et al., 1996; Shyng et al., 2001; Mishima et al., 2002; Liu et al., 2006; Hamada
et al., 2007). Essas observacdes sdo importantes uma vez que apés a perda de
um dente, 0 0sso alveolar na area edéntula é reabsorvido de forma progressiva
e irreversivel (Bodic et al., 2005). Os efeitos deletérios do diabetes mellitus
podem agravar ainda mais o comprometimento do osso alveolar, dificultando e
prolongando procedimentos de reabilitacdo protética. Dessa forma, nossos
resultados obtidos com o uso do HY/NTC-HY em alvéolos de ratos diabéticos
ampliam as perspectivas da aplicabilidade destes biomateriais em Odontologia,
pois estamos incluindo em suas indicac6es uma situacdo (diabetes) onde ha
uma dificuldade no reparo 6sseo.

Neste estudo, foi utilizado o modelo de inducdo quimica do diabetes
mellitus através do uso da estreptozotocina. O sucesso do modelo
experimental foi confirmado através dos altos valores de glicemia observados e
da evolucdo de peso pouco expressiva nos grupos de animais diabéticos.
Estes dados corroboram com a literatura, que relata o0 aumento significativo dos
valores glicémicos e uma tendéncia de manutencdo ou perda de peso em
animais diabéticos (Mishima et al., 2002; Hamada et al., 2007).

Demonstramos de forma inédita o efeito de varias concentracfes de
HY (0,25%, 0,5%, 1%, 2% e 4%) no reparo 0sseo de alvéolos dentarios de
ratos normais, sete dias apos as exodontias. As concentracdes de 0,25%, 0,5%
e 1% foram capazes de aumentar a neoformacgdo de trabéculas 0sseas no
interior dos alvéolos tratados, sendo a concentracdo de 1% a Unica a

apresentar diferenca significativa em relacdo aos alvéolos controle, tratados
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com carbopol. As concentracdes de 2% e 4% induziram uma discreta alteracéo
na neoformacdo Ossea, apresentando valores semelhantes aqueles
apresentados nos alvéolos controle. Estes resultados corroboram com estudos
prévios realizados em nosso laboratério, onde a utilizacdo do HY na
concentragdo de 1% foi efetivo em acelerar a neoformacdo 6ssea em alvéolos
dentarios de animais normais (Mendes et al., 2008; Mendes et al., 2010). No
entanto, nesses trabalhos n&o foi investigada a influéncia de outras
concentracbes de HY no reparo 6sseo. Em relacdo ao numero de nucleos
celulares, todas as concentracdbes de HY foram capazes de reduzir a
populacdo celular no interior dos alvéolos tratados, quando comparados aos
alvéolos controles, com destaque para as concentracdes de 0,25% e 1%. A
eficacia da concentracdo de 1% na reducdo do numero de nudcleos foi descrita
previamente e corrobora com nossos dados (Mendes et al., 2008; Mendes et
al., 2010). Estes resultados evidenciam que o reparo tecidual encontra-se mais
acelerado nos alvéolos tratados, em comparacao aos controles. A reducdo das
concentracfes de HY para valores abaixo de 1% tornaram o gel mais fluido, o
que pode ter dificultado a permanéncia do mesmo no interior dos alvéolos apés
as exodontias. De forma inversa, o aumento das concentragdes de HY para
valores acima de 1% tornaram o gel bem mais viscoso, 0 que pode ter
comprometido o preenchimento correto dos alvéolos com o0s géis apos as
exodontias. Os géis mais viscosos (2% e 4%) também podem ter funcionado
como uma barreira mecénica, prejudicando o0s processos de migracao,
proliferacdo e diferenciacdo celular, comprometendo assim, o processo de
reparo tecidual. Portanto, apés a analise destes dados, podemos concluir que o
HY na concentracdo de 1% foi o mais efetivo para promover a aceleracdo do
reparo 6sseo no modelo de alvéolos dentarios de ratos.

Os resultados referentes ao efeito do HY e dos NTC-HY no reparo
tecidual de animais diabéticos sete dias apds as exodontias demonstram que o
diabetes mellitus foi capaz de inibir a neoformacdo 6ssea, sendo observados
resultados distintos daqueles obtidos nos animais normais (Mendes et al.,
2008; Mendes et al., 2010). Conforme descrito previamente na literatura, os
animais normais (ndo diabéticos) cujos alvéolos ndo sao tratados com HY ou
NTC-HY apresentam discreta neoformacdo 6ssea no interior dos alvéolos

(Mendes et al., 2008; Mendes et al.,, 2010). Andlises histolégicas desses
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animais demonstraram que o0s alvéolos apresentam-se preenchidos por uma
trama de tecido conjuntivo, exibindo poucas trabéculas Osseas, que se
concentram mais frequentemente no terco apical desses alvéolos (Mendes et
al., 2008; Mendes et al., 2010). Nossos resultados corroboram esses achados.
Ja nos animais diabéticos tratados com carbopol, foi observada uma discreta
reducdo na neoformacdo 6ssea em comparacdo com os alvéolos de animais
normais. Estes resultados estdo de acordo com a literatura, que relata um
comprometimento no processo de remodelacdo 6ssea decorrente do diabetes
mellitus em tecidos periodontais. Analises histomorfométricas da parede do
alvéolo da raiz distal do primeiro molar mandibular revelaram uma reducéo
significativa tanto na formacdo quanto na reabsorcdo Ossea em animais
diabéticos ndo controlados quando comparados com animais normais (Mishima
et al., 2002). Analises histolégicas de alvéolos dentarios de animais diabéticos
sete dias apoOs exodontias de dentes molares maxilares demonstraram
extensiva reabsorcdo dos septos alveolares, presenca de infiltrado inflamatorio
ativo, crénico e denso, além de auséncia de formacdo dssea intramembranosa
evidente (Devlin et al., 1996). Nossos resultados também mostraram a
presenca de grande populacdo celular no interior de alvéolos de animais
diabéticos, assim como reabsorcdo Ossea evidente dos septos alveolares,
principalmente do septo interradicular. Entretanto, o tratamento dos alvéolos de
animais diabéticos com HY ou NTC-HY ndo foi capaz de acelerar a
neoformacédo 6ssea e reduzir o numero de células nessa regidao. Uma possivel
explicacdo para este resultado € que o periodo de sete dias foi muito curto para
permitir o aparecimento de um nitido efeito do diabetes no reparo alveolar.
ApoOs quatorze dias da realizacdo das exodontias, observamos
resultados significativos decorrentes do tratamento dos alvéolos com HY ou
NTC-HY. Macroscopicamente, observou-se uma menor epitelizacdo da lesao
cirdrgica nos animais diabéticos controle em relacdo aos normais controle,
ambos tratados com carbopol. J& os animais diabéticos tratados com HY ou
NTC-HY exibiram uma epitelizacdo da lesdo cirirgica mais acelerada em
comparagcdo com os animais diabéticos controle. Entretanto, apenas aqueles
tratados com NTC-HY mostraram diferenca estatisticamente significativa.
Mendes, (2006) realizou uma avaliacdo qualitativa do grau de epitelizagcéo das

regides cirurgicas e observou que o HY acelerou de forma significativa o reparo
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tecidual vinte e um dias ap0s as exodontias. Essa analise corrobora com
nossos dados, mostrando um efeito positivo dos tratamentos, quando avaliado
macroscopicamente.

As analises histomorfométricas dos alvéolos de animais normais e
diabéticos quatorze dias ap0s as exodontias demonstraram que o diabetes
mellitus também reduz significativamente a neoformacdo d&ssea nessa
cronologia. O grande aumento na neoformacédo 6ssea em animais normais nao
tratados entre a primeira (7 dias) e a segunda (14 dias) semana ja foi
previamente descrito (Mendes, 2006) e corrobora nossos achados. Quando
comparamos os valores de neoformacdo 6ssea nos mesmos periodos para 0s
animais diabéticos nao tratados, observamos apenas uma discreta evolucdo na
formacdo Ossea. Estes dados histomorfométricos estdo de acordo com
achados histologicos de Devlin et al., (1996), que dez dias apds a exodontia de
dentes molares de animais diabéticos observaram grande reabsorcdo da
parede do alvéolo e uma reducédo severa na formacao éssea intramembranosa
no interior dos alvéolos. Os alvéolos de animais diabéticos tratados com HY ou
NTC-HY apresentaram significativo aumento da neoformacdo 6ssea quando
comparado com os alvéolos de animais diabéticos controle quatorze dias apos
as exodontias, atingindo valores bem proximos daqueles observados em
animais normais. Este conjunto de dados demonstra que o0s tratamentos
propostos foram capazes de acelerar de forma significativa o reparo tecidual
0sseo em alvéolos dentérios de animais diabéticos. Mendes, (2006) observou
que, quatorze dias apds as exodontias, alvéolos de animais normais tratados
com HY apresentavam um padrdo semelhante de neoformacao 6ssea quando
comparado a alvéolos controle no terco apical dos mesmos, mas no terco
médio, alvéolos tratados com HY apresentavam um percentual
significativamente maior de trabéculas quando comparados aos controles.
Esses dados, quando comparados aos nossos, mostram que, mesmo sendo
observado um efeito de aceleragdo da neoformacdo Ossea em alvéolos de
animais diabéticos tratados com HY ou NTC-HY, a doenca ainda foi capaz de
comprometer a formagdo 6ssea, uma vez que 0S animais normais controle
ainda assim possuem uma meédia superior nessa regido do alvéolo (terco
médio). Com relagdo ao numero de nucleos celulares, os animais normais

controle apresentaram uma reducdo expressiva de nucleos no interior dos
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alvéolos da primeira (7 dias) para a segunda (14 dias) semana apds as
exodontias, acompanhando o0 aumento no percentual de trabéculas
neoformadas. Ja os animais diabéticos controle apresentaram um discreto
aumento do numero de nucleos celulares observados na primeira semana,
indicando um atraso no reparo tecidual alveolar. O tratamento dos animais
diabéticos com HY ou NTC-HY foi capaz de reduzir significativamente o
namero de ndcleos celulares, apresentando valores similares aos dos animais
normais, evidenciando um papel importante dos tratamentos na aceleracdo do
reparo tecidual em alvéolos dentarios. Devlin et al., 1996 observaram infiltrado
inflamatorio extenso 17 dias apds a exodontia de dentes molares em alvéolos
de animais diabéticos, o que vai de encontro com nossos achados.

Alguns mecanismos que explicam os efeitos deletérios do diabetes
mellitus no metabolismo 6sseo sdo descritos na literatura (Inaba et al., 1995;
Santana et al., 2003; McCarthy et al., 2004; Stolzing et al.,, 2010). Foi
demonstrado que osteoblastos mantidos em meio de cultura com alta
concentracdo de glicose tem funcdes importantes, como a sintese de
osteocalcina, inibidas, o que pode explicar em parte o desenvolvimento da
osteopenia diabética (Inaba et al., 1995). Também tem sido investigada a
interacdo dos produtos finais de glicosilacdo avancada (AGEs), que sao
proteinas modificadas quimicamente, na patogenia da osteopenia provocada
pelo diabetes mellitus (McCarthy et al., 2004; Stolzing et al., 2010). Foi
observado que células de medula 6ssea, extraidas a partir de fémures e tibias
de animais diabéticos, foram menos confluentes e, tanto o numero total de
colénias quanto o tamanho das mesmas, além do numero de células tronco
mesenquimais comprometidas com a formacéo 0ssea, foram significativamente
menores quando comparado com células provenientes de animais normais
(Stolzing et al.,, 2010). Além disso, foi demonstrado que o numero de
receptores para AGEs (RAGE) encontrava-se quase 90% mais expresso em
células tronco mesenquimais provenientes de animais diabéticos quando
comparado com as mesmas células extraidas de animais normais (Stolzing et
al., 2010). A interacdo AGE-RAGE estimula a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), que podem induzir apoptose (Stolzing et al., 2010). Santana et
al., (2003) também observaram, em experimentos utilizando defeitos 6sseos de

calvarias, que a interacdo AGE-RAGE em osteoblastos inibe a funcéo
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osteoblastica e reduz os parametros de formagdo Ossea. Também foi
observado em estudos in vitro que a glicosilacdo de matrizes de colageno tipo |
reduz a capacidade de adesdo de células osteoblasticas a essas matrizes
devido ao comprometimento da interacdo de integrinas especificas com a
matriz glicosilada (McCarthy et al., 2004). Em nosso estudo n&o investigamos
quais mecanismos estariam envolvidos na reducdo da formacdo 6ssea no
interior de alvéolos dentarios de animais diabéticos, mas 0os mecanismos
citados acima sdo importantes candidatos a serem analisados em
experimentos futuros. Outra questdo importante € elucidar os mecanismos de
acdo do HY e dos NTC-HY na aceleracdo do reparo ésseo de alvéolos
dentéarios de animais normais e diabéticos.

Em sintese, demonstramos, de forma inédita, os efeitos de varias
concentracbes de HY no reparo 0sseo de alvéolos dentarios de animais
normais e confirmamos que a concentracdo de 1% é a mais efetiva,
corroborando com estudos prévios realizados em nosso laboratério (Mendes et
al., 2008; Mendes et al., 2010). Mais importante, demonstramos a eficacia do
HY e dos NTC-HY em acelerar o reparo tecidual 6sseo em alvéolos dentérios
de animais diabéticos 14 dias ap6s exodontias dos primeiros molares,
comprovando o efeito positivo dos biomateriais avaliados também em

condicBes metabdlicas adversas.
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VIl. SUMARIO

1. O tratamento dos alvéolos de animais normais com diferentes
concentragbes de HY demonstrou ser a concentragdo de 1% a mais efetiva
para promover a aceleracdo do reparo 6sseo no modelo de alvéolos dentarios

de ratos;

2. Os tratamentos de alvéolos de animais diabéticos com HY ou com NTC-HY
foram capazes de acelerar a epitelizacdo da leséo cirargica quatorze dias apds

as exodontias, com destaque para os NTC-HY (100 pg/mL);

3. O tratamento dos alvéolos de animais diabéticos com HY 1% ou com NTC-
HY (100 pg/mL) nédo foi capaz de acelerar o reparo 0sseo de alvéolos dentarios
gquando comparados a animais diabéticos ndo tratados, sete dias apos as

exodontias dos primeiros molares superiores;

4. NTC-HY (100pg/mL) e HY 1% foram capazes de acelerar de forma
significativa o reparo 6sseo em alvéolos dentarios de animais diabéticos

guatorze dias apés as exodontias dos primeiros molares;

5. A funcionalizacdo de NTC com HY permitiu o carreamento do HY,
preservando os efeitos bioldégicos dessa molécula, confirmando estudos

prévios.
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VIIl. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que o HY e os NTC-HY
aceleram de forma expressiva o reparo 6sseo em alvéolos dentérios de ratos
diabéticos. Desta forma, estas formulacdes podem ser potencialmente Uteis em
terapias de reconstrucao tecidual 0ssea, seja em condicbfes normais ou em

estados metabolicamente adversos.



55

IX. PERSPECTIVAS

1. Elucidar os mecanismos de acdo pelos quais o HY e os NTC-HY sao

capazes de acelerar o reparo 0sseo através de ensaios in Vitro;
2. Avaliar, através de ensaios in vitro, a qualidade do osso neoformado;

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

maiores;

4. Avaliar a toxicidade sistémica dos NTC e dos NTC-HY através de

analises histoldgicas e fisioldgicas;

5. Avaliar os efeitos da radiacdo gama na esterilizacdo do HY e dos NTC-
HY;

6. Caracterizar o infiltrado inflamatério, destacando os diferentes tipos
celulares e realizando a contagem diferencial destas células, com
objetivo de avaliar quais sdo 0s possiveis tipos celulares que sofrem
influéncia do tratamento com HY ou com NTC-HY durante o reparo

tecidual dos alvéolos dentarios.
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