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Figural Foto do procedimento cirdrgico realizado no fémur esquerdo de ratos Wistar.
Observa-se o defeito de 2mm de diametro na diafise média, perfurando a
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Figura2 Maédias e desvio padrdo referentes a porcentagem de ganho de peso em ratos
Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur e tratados com carbopol (CP),
colageno (CL), nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de
carbono associados a colageno (NTCL) 15 dias ap6s a realizacdo do defeito. 36
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tempos (p<0,05).

Fotomicroscopia (20x) de seccdes transversais do figado de ratos Wistar
corados com hematoxilina e eosina, 15 dias apés a realizagdo do defeito 6sseo
no fémur. Observa-se a integridade dos hepatécitos em torno de uma vénula
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Fotomicroscopia (20x) de sec¢des transversais do figado de ratos Wistar
corados com hematoxilina e eosina, 45 dias apés a realizagdo do defeito 6sseo
no fémur. Observa-se a integridade dos hepatécitos em torno de uma vénula
central (F) nos grupos (A) grupo carbopol associado a nanotubos de carbono
(NT), (B) nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL), (C) colageno
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Fotomicroscopia (20x) de seccbes transversais do rim coradas com
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no fémur. Observa-se a integridade dos glomérulos e dos tubulos renais nos
grupos (A) grupo carbopol associado a nanotubos de carbono (NT),
(B)nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL), (C) colageno (CL) e
(D) carbopol (CP).

Radiografia latero medial do fémur esquerdo de rato Wistar submetidos a
defeito 6sseo na diafise média do fémur apds sobrecarga das placas de titanio
usadas na estabilizagdo Gssea.

Grafico da analise qualitativa da expressdo dos genes de resposta imediata em
ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur tratados com carbopol (CP),
colageno (CL), nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de
carbono associados a colageno (NTCL) 15 dias ap06s a realizacdo do defeito.

Gréfico da andlise qualitativa da expressdo dos genes reguladores da resposta
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carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono associado a carbopol (NT)
e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL) 15 dias ap6s a
realizacdo do defeito.

Gréafico da andlise qualitativa da expressdo dos genes marcadores da
diferenciacdo de osteoblastos em ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no
fémur tratados com carbopol (CP), coldgeno (CL), nanotubos de carbono
associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno
(NTCL) 15 dias ap0s a realizacdo do defeito.

Gréafico da andlise qualitativa da expressdao dos genes marcadores da
diferenciacdo de osteoblastos em ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no
fémur tratados com carbopol (CP), coldgeno (CL), nanotubos de carbono
associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a Colageno
(NTCL) 15 dias ap6s a realizacéo do defeito.

Gréfico da analise qualitativa da expressao dos genes reguladores da formacéo
de tecido conjuntivo em ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur
tratados com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono associado a
carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL) 15 dias
apos a realizacdo do defeito.

Fotomicroscopia de sec¢des longitudinais do fémur de ratos Wistar corados com
hematoxilina e eosina 15 dias apds a realizacdo do defeito 6sseo no grupo CP.
Observa-se regido de descontinuidade Ossea com regides de tecido 0sseo
neoformado (ON) e tecido mielofibroso (TM) localizados na regido do defeito,
entre 0 0sso cortical (OC).

Fotomicroscopia de sec¢bes longitudinais do fémur de ratos Wistar coradas com
hematoxilina e eosina 15 dias ap0s a realizacdo do defeito 6sseo no grupo NT.
Observa-se regido de descontinuidade dssea com regides de tecido Gsseo
neoformado (ON) e tecido mielofibroso (TM) localizados na regido do defeito,
entre o0 osso cortical (OC).

Fotomicroscopia de sec¢bes longitudinais do fémur de ratos Wistar coradas com
hematoxilina e eosina, 15 dias ap6s a realizacdo do defeito 6sseo no grupo CL.
Observa-se regido de descontinuidade do osso cortical (OC) e abundante
material eosinofilico sugestivo de fibras colagenas (FC).

Fotomicroscopia de sec¢des longitudinais do fémur de ratos Wistar coradas com
hematoxilina e eosina, 15 dias apo0s a realizagdo do defeito 6sseo no grupo
NTCL. Observa-se regido de descontinuidade do osso cortical (OC) com
regides de tecido 6sseo neoformado (ON) e tecido em processo de diferenciacdo
(TD) entremeado com nanotubos de carbono (NTC).

Foto do procedimento cirdrgico realizado no fémur esquerdo de ratos Wistar.
Observam-se duas placas de titanio sobrepostas, posicionadas na face dorsal do
0SS0.
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Esquema representativo da segunda analise tomogréafica realizada na regido de
interesse (diafise média do fémur). A regido de interesse foi dividida em trés
porg¢des: proximal, média e distal, determinada pela divisdo do nimero total de
cortes gerados na regido do defeito por trés.

Fotomicroscopia de secgdes transversais do fémur de ratos Wistar coradas com
hematoxilina e eosina 45 dias ap0s a realizacdo do defeito 6sseo no grupo CT.
Observa-se uma area de descontinuidade de osso cortical preenchida por tecido
mielofibroso (TM), com regides de tecido 6sseo neoformado (ON) e em suas
laterais, osso cortical (OC). Em destaque observa-se regido de transicdo do
tecido mielofibroso (TM) e tecido 6sseo neoformado (ON).

Fotomicroscopia de secgdes transversais do fémur de ratos Wistar coradas com
hematoxilina e eosina 45 dias apds a realizacdo do defeito 6sseo no grupo CP.
Observa-se regido de descontinuidade déssea com regides de tecido 06sseo
neoformado (ON) localizados entre as extremidades de osso cortical (OC). Em
destaque observa-se regido de transi¢do entre osso cortical pré-existente (OC) e
tecido 6sseo neoformado (ON).

Fotomicroscopia de secgdes transversais do fémur de ratos Wistar coradas com
hematoxilina e eosina 45 dias ap0s a realizagdo do defeito 6sseo no grupo CL.
Observa-se regido de tecido 6sseo neoformado (ON) localizados entre as
extremidades de osso cortical (OC). Em destaque observa-se regido de transicao
entre 0sso cortical pré-existente (OC) e tecido 6sseo neoformado (ON).

Fotomicroscopia de seccOes transversais do fémur de ratos Wistar coradas com
hematoxilina e eosina 45 dias apos a realizagdo do defeito 6sseo no grupo NT.
Observa-se regido de descontinuidade dssea com regides de tecido Gsseo
neoformado (ON) localizados entre as extremidades de osso cortical (OC). Em
destaque observa-se regido de tecido 6sseo neoformado (ON) circundado por
material amorfo impregnado com nanotubos de carbono (NTC).

Fotomicroscopia de secgOes transversais do fémur de ratos Wistar coradas com
hematoxilina e eosina 45 dias apds a realizacdo do defeito 6sseo no grupo
NTCL. Observa-se regido de tecido 6sseo neoformado (ON) com presenca de
tecido amorfo (TD) entremeado com nanotubos de carbono(NTC). Em destaque
observa-se regido de tecido em fase de diferenciagdo (TD) impregnado com
nanotubos de carbono (NTC).

Médias e erros-padrdo dos escores atribuidos na avaliagdo microscépica do
fémur de ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo. Grupo controle (CT), tratados
com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono associado a carbopol
(NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL) 45 dias ap6s a
realizacdo do defeito (T1). Escores variaram de 1 a 3 sendo 1 leve, 2 moderado
e 3 intenso. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (p<0,05)

Médias e erros-padrdo dos valores referentes a avaliagdo microtomogréafica do
fémur de ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo. Grupo controle (CT), tratados
com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono associado a carbopol
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Figura 36

(NT) e nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL) 45 dias ap6s a
realizacdo do defeito (T1).Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p <
0,05)

Médias e erros-padrdo dos valores referentes a avaliagdo microtomogréafica do
fémur de ratos Wistar submetidos a defeito dsseo. Grupo controle (CT), tratados
com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono associado a carbopol
(NT) e nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL) 45 dias ap6s a
realizacdo do defeito (T1). Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p <
0,05)

Médias e erros-padrdo dos valores referentes a avaliacdo microtomogréfica do
fémur de ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo. Grupo controle (CT), tratados
com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono associado a carbopol
(NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL) 45 dias ap6s a
realizacdo do defeito (T1). Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p <
0,05)

Sequéncia de cortes tomogréaficos transversais da regido de interesse realizados
em uma amostra, nos diferentes grupos avaliados neste estudo.
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RESUMO

Nos ultimos anos os Nanotubos de carbono (NTCs) destacaram-se como biomaterial. Eles
possuem propriedades Unicas e atrativas para as aplicacbes biomédicas. Entretanto, apesar do
grande potencial apresentado pelo NTCs, pouco se sabe sobre os efeitos de sua implantacdo em
organismos vivos, principalmente em relacdo a sua citotoxicidade e seu efeito osteoindutor.
Esse trabalho teve com objetivo avaliar a regeneracdo 6ssea sob influéncia dos nanotubos de
carbono assim como o efeito citotéxico do mesmo no organismo. O experimento foi dividido
em 3 etapas. Em todas elas ratos Wistar foram submetidos a defeito 6sseo no fémur,
preenchidos com diferentes tratamentos, contendo ou ndo NTCs. Na primeira etapa esses
animais foram avaliados quanto ao potencial citotoxico dos NTCs por meio de analises
hematolégicas, bioquimicas e histoldgicas dos tecidos sanguineo, hepatico e renal. Esta
avaliagdo ocorreu em dois momentos, 15 (T1) e 45 dias (T2) ap0s a realizagdo do defeito 6sseo.
Na segunda etapa, a expressdo génica de fatos de crescimento e mediadores inflamatorios
envolvidos na regeneracdo 6ssea foi avaliada 15 dias ap6s a realizacdo do defeito. Na terceira
etapa, 45 dias apo0s a realizagdo do defeito a regeneracéo 6ssea foi avaliada por meio de analises
de microtomografia computadorizada e histologia 6ssea. Os resultados demostraram uma 6tima
biocompatibilidade dos NTCs. Sua presenga ndo induziu reagdes inflamatérias locais ou
sisttmicas. Permitiu o suporte, proliferacdo e diferenciagdo celular, além do aumento da
expressao de genes envolvidos no reparo 6sseo, 0 que gera boas expectativas quanto ao seu uso
como biomaterial.

Palavras chave: biomaterial; osteoinducéo; PCR; citotoxicidade
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ABSTRACT

In recent years, carbon nanotubes ( CNTs ) stood out as a biomaterial. They have unique and
attractive properties for biomedical applications. However, despite the huge potential presented
by CNTs, knowledge regarding their cytotoxicity and osteoinductive effect on living organisms
is small. Objective with this study was to evaluate bone regeneration under the influence of
carbon nanotubes as well as the cytotoxic in the body. The experiment was divided into 3
stages. In all of them Wistar rats underwent a bone defect in the femur, filled with different
treatments, with or without CNTSs. In the first stage these animals were evaluated for cytotoxic
potential of CNTs by haematological, biochemical and histological analyzes of the blood, liver
and kidney tissues. This evaluation took place in two stages, 15 (T1) and 45 days (T2) after the
osseous defect was made. In the second step, the gene expression of growth and inflammatory
mediators involved in bone regeneration was evaluated 15 days after the completion of the
defect. In the third stage, 45 days after the realization of the defect, bone regeneration was
evaluated by analysis of computed microtomography and bone histology. Results demonstrated
an excellent biocompatibility of CNTs. His presence did not induce local or systemic
inflammatory reactions. Allowed support, cell proliferation and differentiation, and increased
expression of genes involved in bone repair, which generates great expectations as to its use as a
biomaterial .

Keywords: biomaterial; osteoinduction; PCR; cytotoxicity
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1. INTRODUCAO

As afeccGes ortopédicas tém papel de
destaque na rotina dos hospitais veterinarios
e assim como nos humanos, ndo € raro que
0 ortopedista se depare com fraturas de
dificil resolugdo causadas por traumas
graves, infeccdo e remocdo cirdrgica de
tumores (Alievi et al., 2007). A necessidade
de materiais, como alternativa para essas
grandes perdas teciduais, que ndo oferecam
riscos em relagdo a contaminacdo e que
sejam obtidos de forma féacil e na
quantidade necessaria, contribui para o
desenvolvimento de biomateriais. Estes séo
definidos como qualquer substancia natural
ou ndo, que ndo sejam drogas ou farmacos,
utilizados em aplicagbes biomédicas,
capazes de interagir com  sistemas
biolégicos, tratando ou substituindo
quaisquer tecidos, o6rgdo ou funcles
corporais (Oliveira et al., 2010).

Investimentos realizados nas pesquisas de
engenharia tecidual tém como obijetivo,
além da regeneracdo, a recuperacgao
funcional da regido afetada. Na ortopedia,
as principais funcdes a serem recuperadas
sd0 a sustentacdo e a mobilidade. Para que
isso aconteca, a utilizacdo de métodos de
estabilizacdo Ossea € necessaria. Placas e
parafusos para fixacdo interna sdo
amplamente usados no tratamento de
fraturas de 0ssos longos, especialmente nos
casos onde houve extensa perda de massa
Ossea e que requer uso de enxertos ou
biomateriais que auxiliem na recuperacdo
Ossea. Nesses casos, um periodo de
protecdo de cargas € necessdrio para
prevenir carga excessiva nas fases iniciais
da recuperacao da fratura e
consequentemente a reabsor¢do prematura
do enxerto ou biomaterial (Karnezis, 2000).
Entretanto, para que a regeneracdo 0ssea
ocorra € necessario um ambiente onde haja
estimulos mecanicos fisiologicos. As placas
causam a diminuicdo desses estimulos,
promovendo retardo da regeneracéo 0ssea e
consequentemente da funcionalidade do

membro. Sendo assim, a0 mesmo tempo em
que as placas de fixacdo interna s&o
necessarias nas fases iniciais de
recuperacao da fratura, estas causam efeitos
colaterais indesejaveis ao longo do tempo.
Por isso, a pesquisa por novos materiais
osteoindutores, que contraponham o efeito
da blindagem de tenses, ou seja, que
possam acelerar a regeneracdo 0ssea
mesmo na auséncia de estimulos mecéanicos
fisioldgicos, € extremamente desejavel
nesses casos (Babis e Soucacos, 2005;
Completo et al., 2008; Fan et al., 2008).

Nos dltimos 20 anos a ciéncia de
biomateriais se expandiu rapidamente. No
campo da engenharia tecidual, essa
expansdo tem melhorado os materiais e 0
entendimento das interagfes destes com 0s
tecidos (Kretlow e Mikos, 2011). Novos
materiais estdo sendo descobertos e
estudados, proporcionando a comunidade
cientifica grandes expectativas para o futuro
da engenharia tecidual. Dentre estes
materiais destaca-se o uso dos nanotubos de
carbono (NTC). Os NTC consistem em
atomos de carbono arranjados em anéis
aromaticos condensados, formando lengois
de grafeno, enrolados em cilindros (lijima,
1991). Eles possuem grande area de
superficie em relacdo ao volume em funcao
do seu didmetro em nanoescala. Essa
propriedade é atrativa para as aplicagdes
biomédicas onde uma grande razdo
area/volume é desejada, pois assim, mais
biomoléculas podem ser carreadas e
interagir com as células e tecidos (Veetil e
Ye, 2009). A capacidade que os NTC tém
de anexar grupos funcionais na prépria
superficie permite sua aplicacdo como
arcabouco para crescimento celular e, além
disso, a habilidade osteoindutora tem sido
demonstrada (Taton, 2001; Zhao et al.,
2005). A viabilidade de fibroblastos,
osteoblastos e concentracdes de
osteocalcina em culturas celulares de
osteoblastos na presenca de NTC, assim
como o grau de estimulacdo celular, foram
examinadas com base na producdo de
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colageno tipo 1, IL-6 e radicais livres de
oxigénio. O alto grau de viabilidade das
células examinadas em contato com o NTC,
o0 rapido aumento na formacdo de colageno
tipo 1 e a auséncia da produgéo de citocina
pro-inflamatéria IL-6, assim como de
radicais livres, confirmaram a excelente
compatibilidade dos NTC. A sintese de
colageno induzida pelos osteoblastos e
fibroblastos na presenca dos NTC,
funcionando como substrato na regeneragédo
de tecidos, pode representar um futuro
promissor nas aplicagbes médicas dos
NTCs (Chlopek et al., 2006).

Uma das limitagcBes para o uso dos NTC
como biomateriais € a auséncia de rigidez, o
que dificulta sua aplicacdo como implante
na regeneragdo Ossea. Estudo in vivo
demonstrou biocompatibilidade e atividade
osteocondutiva de polimeros associados aos
NTC (Sitharaman et al., 2008). Entretanto,
0 uso de polimeros naturais parece ter
maior potencial na engenharia tecidual,
dentre eles destaca-se o colageno, uma das
proteinas do tecido conectivo fundamental
na adesdo e migracdo celular e na
integridade e remodelacdo dos tecidos.
Pesquisas com géis compostos de colageno
e NTC tém demonstrado que essa
associagdo melhora as  propriedades
mecanicas, além de apresentar potencial
eletroestimulador ao biocomposto
(Bhattacharya et al., 2006; Cao et al., 2007).
Além disso, na presenca de concentragOes
fisioldgicas de calcio e fosforo, a
associacdo do gel de colageno com NTC
induz a mineralizagdo de cristais de
hidroxiapatita (Silva et al., 2009).

Apesar do grande potencial apresentado
pelo NTC na sua aplicagdo em engenharia
tecidual, pouco se sabe sobre os efeitos de
sua implantacdo em organismos Vivos,

especialmente  em relagdio a sua
citotoxicidade. Os resultados de estudos
prévios ainda sdo controversos (Usui et al.,
2008; Silva et al., 2009; Firme e Bandaru,
2010; Patlolla et al., 2011). Essa variacdo
pode ser atribuida a grande diversidade de
métodos, de materiais e de tipos celulares
aplicados nos estudos. Sabe-se que a
interacdo celular do NTC pode ser
influenciada por véarios fatores como tipo
celular, tipo de NTC, quantidade de
impurezas e o tipo de funcionalizagdo (Meg
et al., 2009). Por isso a realizacdo de mais
estudos se faz necesséaria para garantir a
seguranca e 0 sucesso do uso dos NTC
como biomateriais.

Objetiva-se com esse estudo, apresentar aos
médicos veterindrios um novo biomaterial
que possibilite a  osteoindugdo e
consequentemente a recuperacdo mais
rapida  de seus pacientes, evitando
complicacGes pds-operatdrias e melhorando
a qualidade de vida destes animais.

Objetivos Gerais:

- Avaliar o reparo de falhas dsseas tratadas
ou ndo por preenchimento com gel de
coldgeno, NTC (multiwall) ou pela
associacdo de ambos, em um modelo de
fémur murino estabilizado com placa de
titanio.

- Avaliar a citotoxicidade da aplicagcdo in
vivo do NTC multiwall, por meio de
monitoramento do perfil sanguineo e em
6rgdos como rins, pulmdes e figado.

-Avaliar qualitativamente a expresséo
génica de fatores de crescimento e citocinas
pré- inflamatdrias nos diferentes grupos
tratados com gel de coldgeno, NTC
(multiwall) ou pela associagdo de ambos.
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2. CAPITULO 1: REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tecido 6sseo

O tecido 06sseo possui  propriedades
interessantes gracas a sua estrutura,
composta por hidroxiapatita, colageno,
pequenas quantidades de proteoglicanos,
proteinas ndo colagénicas e agua (Weiner e
Wagenr, 1998; Lucchinetti, 2001). O
principal componente mineral é a
hidroxiapatita, que esta disposta como
pequenos cristais e o colageno € o principal
componente  organico. Os  minerais
presentes no 0sso proporcionam resisténcia
e rigidez, enquanto as proteinas,
flexibilidade e resisténcia a tracdo (Taneja
etal.,,2012). Do ponto de Vvista
macroscopico, 0 tecido 0sseo é, poroso,
anisotrépico e ndo homogéneo. Dois tipos
de tecido dsseo podem ser observados: O
primeiro é 0 0SSO esponjoso, que possui 50
- 95% de porosidade, geralmente
encontrados em 0ssos cuboidais, achatados
e nas extremidades proximal e distal dos
0ssos longos. Seus poros encontram-se
conectados uns aos outros e preenchidos
por medula Gssea. O segundo é 0 0SSO
cortical, que possui de 5 a 10% de
porosidade e é encontrado principalmente
em o0ssos longos. Sdo formados por
estruturas cilindricas conhecidas como
sistema Haversiano, que por sua vez sdo
formados por lamelas cilindricas dispostas
ao redor dos canais de Havers (Doblaré et
al., 2004).

O osso é um tecido metabolicamente ativo
que se encontra em constante renovacao
(Datta et al.,, 2008). Os componentes
celulares do osso consistem em células
progenitoras osteogénicas, osteoblastos,
ostedcitos e  osteoclastos, elementos
hematopoiéticos da medula 6ssea (Kalfas,
2001).

As células progenitoras estdo presentes ao
longo de toda superficie ndo absorvivel do
0sso e compdem a camada mais profunda
do peridsteo, que reveste a superficie
externa do 0sso, e do enddsteo, que reveste
a superficie do canal medular (Kalfas,
2001). Quando devidamente estimuladas,
elas possuem capacidade mitética e de se
diferenciarem em osteoblastos (Rosenberg,
1999)

Os osteoblastos tém origem a partir de
células osteoprogenitoras mesenguimais da
medula Ossea e periosteo (Kalfas, 2001;
Mackie 2003). Estdo localizados na
superficie das trabéculas, no canal de
Havers, no periésteo e no enddsteo
(Boeloni, 2012), participam da formagéo e
manutenc¢do da arquitetura esquelética. S&o
responsdveis pela deposicdo Ossea, por
meio da secre¢gdo de componentes
organicos da matriz 06ssea, também
chamado de ostedide, além de regular a
diferenciagdo e atividade de reabsorcéo
pelos osteoclastos e por esse motivo,
participam indiretamente da homeostase do
calcio (Mackie, 2003). O ostedide ¢&
constituido por colageno tipol, proteinas
ndo colagénicas, proteoglicanos, sulfato de
condroitina e outros (Mackie, 2003;
Boeloni, 2012). Depois de secretado, o
ostedide passa por um processo de
mineralizagdo, dando ao 0sso resisténcia e
rigidez (Kalfas, 2001)

A proliferagdo e a diferenciacdo das células
de linhagem osteoblastica ocorrem sob
influéncia de fatores de transcricdo, fatores
de crescimento e horménios (Datta et al.,
2008), sendo os principais: Runx2, Osterix,
Whnt, proteinas morfogénicas do 0sso
(BMP- 2 e BMP-4), fator de crescimento
transformante [ (TGF-B), fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1),
fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento fibroblastico
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2 (FGF-2), paratormbnio (PTH), 1,25-
diidroxicolecalciferol, estrogeno e
triiodotironina (Boeloni, 2012).

Os osteoblastos, ap6s se tornarem
maduros, deixam de sintetizar matriz 6ssea,
e passam a ser chamados de ostedcitos.
Eles ficam presos a matriz dssea e se
comunicam com outros ostedcitos e com 0s
osteoblastos  através  de  projecdes
intercanaliculares chamadas juncdes de gap,
gue permitem a difusdo de ions, metabolitos
e moléculas sinalizadoras intracelulares
(Mackie, 2003; Datta et al., 2008; Boeloni,
2012). Estudos mostram que essa rede de
comunicagdo criada entre os ostedcitos é
importante no controle da concentragdo
sérica de calcio e fosforo pela alteracdo da
concentragdo desses minerais no fluido
extracelular local (Rosenberg, 1999).
Supfe-se que 0s ostedcitos agem como
sensores  aferidores de tensdo de
deformagdo mecénica e transmitem esses
sinais aos osteoblastos e osteoclastos
(Saunders e Lee, 2008).

Os osteoclastos sdo células multinucleadas
derivadas da fusdo mononuclear de
precursores hematopoiéticos, mas sua
diferenciagdo e ativacdo dependem de uma
série de fatores locais liberados por células
de linhagem osteoblastica e citocinas
derivadas de células imunoldgicas, sendo as
principais: IL-1, IL-3, IL-6, IL-11 e TNF
(Rosenberg, 1999; Mackie, 2003; Sims e
Gooi, 2008). Apesar dos diferentes
mecanismos de sinalizagdo, a maioria
converge para uma maneira comum de
formacdo dos osteoclastos, que requer a
ativagdo do receptor RANKL como
mediador essencial para formagdo destes. A
linhagem osteobléstica, além de ser
responsavel pela expressdéo do RANKL,
também expressa 0 OPG, um receptor da
superfamilia  TNF, que funciona como
efetivo inibidor da formacdo dos
osteoclastos (Sims e Gooi, 2008). Sendo
assim, pode-se afirmar que, indiretamente,
0s osteoblastos sdo responsaveis pela

regulacdo da atividade de reabsorcdo dssea
(Mackie, 2003). Os osteoclastos estdo
localizados na superficie das trabéculas, nos
canais de Havers, periésteo e endosteo
(Datta et al., 2008). Tém como fungéo
promover a reabsor¢do 6ssea pela liberagdo
de enzimas hidroliticas capazes de dissolver
a matriz organica e inorganica do 0sso. Esse
processo resulta na formacdo de erosbes
superficiais na superficie dssea chamadas
de lacunas de Howship (Kalfas, 2001).

O 0ss0 por possuir natureza dindmica, pode
crescer, modificar sua forma, regenerar e se
renovar constantemente. Todos esses
processos sdo coordenados por mecanismos
hormonais, fisiolégicos e mecéanicos
(Doblaré et al., 2004) .

2.1.1. Regeneracdo 0ssea

O 0sso possui a capacidade intrinseca de
regeneracdo como parte do processo de
reparo em resposta a injdria. [Essa
regeneracdo € composta por uma série de
eventos biologicos orquestrados de inducéo
e conducdo, envolvendo grande nimero de
tipos celulares e sinalizadores moleculares
intra e extracelulares, na tentativa de
otimizarem o reparo Gsseo e restabelecer
sua fungdo (Kalfas, 2001; Dimitriou et al.,
2011). Ao contrario do que ocorre em
outros tecidos, a maioria das injurias dsseas
cicatriza sem a formagdo de tecido
cicatricial e 0 0sso se regenera com suas
propriedades pré-existentes restabelecidas
(Dimitriou et al., 2011).

A regeneragdo 0ssea pode ocorrer de forma
primaria ou direta, que requer redugdo
anatdmica correta das linhas de fratura, sem
a presenca de lacunas, mediante fixag&o
estavel. Esse tipo de cicatrizacdo sO €
possivel apds reducdo cirdrgica com o uso
de fixadores internos. Nesses casos, ha uma
tentativa direta do cdrtex em restabelecer o
sistema Haversiano, pela formacdo de
unidades de remodelamento, na ordem de
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restaurar a continuidade mecéanica do 0sso.
O endotélio wvascular e o sistema
perivascular provém as células
osteoprogenitoras que se transformardao em
osteoblastos. Durante esse  processo,
praticamente ndo se observa resposta
periosteal (Dimitriou et al., 2005; Marsell e
Einhorn, 2011).

Outra forma de regeneracdo, conhecida
como secundaria ou indireta, é a forma mais
comum de cicatrizacdo e consiste na
combinagdo da ossificacdo endocondral e
intramembranosa, com a subsequente
formagdo de calo. O canal medular e as
areas inter-corticais participam da formacéo
do calo mole, composto de tecido fibroso e
cartilagem, que em seguida, se torna 0sso
por meio da ossificacdo endocondral. A
regido subperiosteal e o tecido mole ao
redor do foco da fratura formam o calo duro
e, em seguida, 0sso, por meio da ossificacdo
intramembranosa. Essa forma ndo requer
redugdo anatdémica da fratura ou condi¢des
de fixacdo rigida, ao contréario, 0s
micromovimentos e a sustentacdo de peso
contribuem para sua ocorréncia. Entretanto,
0 excesso de micromovimentos ou peso
pode resultar em retardo na cicatrizagdo ou
ndo unido da fratura (Phillips, 2005;
Marsell e Einhorn, 2011).

O processo de regeneracdo ocorre em trés
etapas distintas, porém, interconectadas,
sendo elas: Inflamagdo, reparo e
remodelamento (Kalfas, 2001; Phillips,
2005). Imediatamente apdés o trauma, um
hematoma se forma no foco da fratura
sendo este formado por células sanguineas
da periferia e também da medula éssea.
Com a ativagdo das plaquetas pela trombina
e pelo coldgeno subendotelial, ha a
liberagdo de PDGF e TGF-B, fatores
essenciais na iniciacdo do reparo da fratura,
pois induzem migragdo, ativacdo e
proliferacdo de células mesenquimais,
angiogénese, quimiotaxia de células
inflamatdrias agudas e ativacdo plaquetéria
(Dimitriou et al., 2005). Assim, uma

resposta inflamatéria se inicia, resultando
na formacdo de tecido de granulagéo,
crescimento de tecido vascular e migracao
de ceélulas mesenquimais. Nesse estagio
inicial, os nutrientes primarios e o0
suprimento de oxigénio sdo fornecidos
pelos masculos e 0sso esponjoso adjacente
(Kalfas, 2001).

Apobs a formacdo do tecido de granulacgéo,
ocorre a formacdo endocondral entre as
extremidades distal e proximal do foco da
fratura, externamente ao periésteo. Devido
a instabilidade mecéanica, um calo
cartilaginoso se forma, conferindo a fratura
uma estrutura mais estavel (Marsell e
Einhorn, 2011). A formagéo desse calo
depende do recrutamento de células tronco
mesenquimais (CTMs), originadas de
tecidos moles adjacentes, medula 06ssea,
tecido de granulacdo e camadas mais
profundas do periésteo e endosteo
(Dimitriou et al., 2005). Achados recentes
mostram que um recrutamento sistémico de
CTM circulantes para o local da injuria
também desempenha grande importancia
para uma boa regeneracdo (Granero-Molto
et al., 2009; Marsell e Einhorn, 2011). Ap6s
o recrutamento das CTM, uma cascata de
eventos moleculares envolvendo producéo
de matriz de colageno tipo | e Il e ativacdo
de uma série de moléculas sinalizadoras
inicia o processo de condrogénese e
ossificagdo endocondral (Marsell e Einhorn,
2009). A medida que 0s vasos sanguineos
penetram a matriz cartilaginosa, 0s
condrécitos entram em apoptose e sdo
removidos do local juntamente com a
matriz extracelular, permitindo assim, que o
suprimento sanguineo chegue ao local da
injuria (Marsell e Einhorn, 2011). O VEGF
é indicado com um dos mediadores mais
importantes durante o0 processo de
angiogénese devido sua habilidade de
regular a invasdo de vasos sanguineos na
cartilagem hipertréfica. Junto aos demais
nutrientes, a invasdo vascular traz tamhém
células mesenquimais indiferenciadas a
regido de ossificacdo, que mais tarde se
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diferenciam em osteoblastos e da inicio a
osteogénese (Yang et al., 2012).

A sintese do ostedide pelos osteoblastos da
origem a dois tipos de 0sso: 0 ndo lamelar
ou primario, que é rapidamente formado e
possui fibras colagenas dispostas em vérias
direcOes, sem organizacdo definida, e o
0sso lamelar, que possui um padrdo de
fibras e é formado mais lentamente. Em
parte, 0 tipo de o0sso sintetizado ¢é
determinado de maneira pela qual as
proteinas colagénicas ou ndo colagénicas
sd0  depositadas pelos  osteoblastos.
Entretanto a forma como é determinada
essa deposicao ainda é desconhecida (Sims
e Gooi, 2008).

Apobs a ossificacdo do calo cartilaginoso,
inicia-se 0 processo de remodelamento
0sseo, que consiste na reabsorgdo do calo
0sseo pelos osteoclastos e deposicdo de
0sso lamelar pelos osteoblastos. Esse
remodelamento é resultante da polaridade
elétrica criada quando ha pressdo no eixo
axial dos 0ssos longos. Forcas pisoeletricas
ativam os osteoclastos e gradualmente o
calo 6sseo é substituido por osso lamelar,
restabelecendo a cavidade medular. Para
gue o remodelamento ocorra de forma
satisfatdria, sdo necessarios suprimento
sanguineo adequado e um aumento gradual
na estabilidade mecénica (Marsell e
Einhorn, 2011).

2.1.2.Aspectos moleculares da
regeneracao 0ssea

As moléculas sinalizadoras que participam
do processo de reparo 0sseo podem ser
dividias em trés grupos: Citocinas proé-
inflamatdrias, superfamilia do fator de
crescimento transformador beta e fatores
angiogénicos (Dimitriou et al., 2005).

As principais moléculas envolvidas no
processo de reparo 0sse0 sdo: TNF-a
(Marsell e Einhorn, 2011) IL-1, IL-6,

(Phillips, 2005; Marsell e Einhorn, 2011)
TGF-B, IGF, FGF, fator de crescimento
derivado de plaqueta (PDGF) e as BMP
(Phillips, 2005). A resposta inflamatoria
inicial envolve a secrecdo do TNF-a e
interleucinas IL-1, IL-6, IL-11 e IL-18.
Esses fatores aléem de recrutarem células
inflamatérias, também  promovem a
angiogénese.

O TNF-a ¢é expresso por macrofagos,
outras células inflamatérias e por células
mesenguimais presentes no peridsteo. Este
induz sinais inflamatorios secundarios e age
como agente quimiotatico no recrutamento
de células necessarias ao reparo. Além
disso, melhora a sintese de matriz
extracelular estimulando a angiogénese e
recrutando células fibrogénicas enddgenas
para o local da injaria. O TNF-a também
induz a apoptose de condrdcitos durante a
ossificagdo endocondral e estimula a funcéo
osteoclastica (Dimitriou et al., 2005).

A IL-1 ¢é expressa juntamente com o TNF-
a, ¢ também produzida por macréfagos na
fase aguda da inflamacdo. Esta interleucina
induz a producéo de IL-6 por osteoblastos,
promove a producéo do calo cartilaginoso e
também a angiogénese no local da injaria
pela ativacdo dos receptores IL-1RI e IL-
1RIl (Lee e Lorenzo, 2006; Marsell e
Einhorn, 2011). A IL-6 por sua vez,
estimula a angiogénese pela producdo do
fator de crescimento endotelial vascular
(VEGEF) e a diferenciacdo de osteoblastos e
osteoclastos. (Yang et al., 2007; Marsell e
Einhorn, 2011).

Os fatores de crescimento (FC)
normalmente estdo estocados na matriz
extracelular (MEC). Apds a injuria, sdo
ativados e liberados pela MEC, células e
plaquetas, atuando de maneira autocrina,
paracrina e endocrina. Os principais FC
com acao no esqueleto sdo as BMPs, TGF-
B, FDF, PDGF, VEGF e IGFs. Eles
possuem efeitos em multiplas células e
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podem  induzir  diferentes  funcGes
(Devescovi et al., 2008).

As BMPs sdo moléculas sinalizadoras, que
regulam  varios processos bioldgicos
durante o desenvolvimento embrioldgico e
na vida adulta (Yu et al.,, 2010). Sé&o
divididas em quatro subgrupos, dependendo
da sequéncia primaria do aminoécido. O
grupo um, consiste ha BMP-2 e BMP-4, o
grupo dois inclui a BMP-5, 6 e 7, o terceiro
grupo, as BMP-12 ou GDF-7, BMP-13 ou
GDF-6 e BMP-14 ou GDF-5 e finalmente o
quarto grupo, as BMP-3 e BMP-3b (Kalfas
, 2001; Dimitriou et al., 2005). Possuem
efeito pleiotropico, ou seja, controlam
varias agBes como: regulacdo do
crescimento, diferenciagdo e apoptose de
varios tipos celulares incluindo
osteoblastos, condroblastos, células neurais
e epiteliais. Cada uma delas atuam em
diferentes tempos durante o processo de
reparo 6sseo. As BMPs -2, 6 ¢ 9 sdo as
mais eficientes na inducdo da diferenciacdo
das CTM em células osteoprogenitoras,
engquanto as outras BMPs, exceto a BMP-3
e 13, promovem a diferenciacdo terminal
dos precursores de osteoblastos (Chen et al.,
2003; Phillips, 2005). Além disso, essas
proteinas também estimulam a sintese e
secrecdo de outros fatores de crescimento
angiogénico e 6sseo como VEGF e IGF
respectivamente (Dimitriou et al., 2005).

As BMPs tém sido testadas em estudos
clinicos com objetivo de provar sua eficacia
e seguranca para poderem ser usadas como
enxerto 6sseo. As BMP-7 e BMP-2 foram
liberadas para uso clinico nos anos de 2001
e 2002 respectivamente, especialmente em
casos de ndo unido, fraturas expostas e
defeitos criticos (Giannoudis e Einhorn,
2009). Além dos enxertos autélogos e
aldgenos, as BMPs 2 e 7 sdo 0s Unicos
métodos  biologicos  aprovados  no
tratamento da regeneracdo Ossea em seres
humanos (Yu et al., 2010).

O TGF-p ¢é liberado pelas plaquetas,
durante a fase inflamatdria inicial do reparo
0sseo. Também pode ser produzido por
osteoblastos, condrocitos, células
endoteliais, fibroblastos e macrofagos. E
armazenado na matriz 6ssea e funciona
como potente estimulador quimiotatico de
células mesenquimais e contribui para a
proliferacdo e diferenciagdo de pré-
osteoblastos, condrocitos e osteoblastos.
Além disso, induz a producdo de proteinas
extracelulares como: colageno,
proteoglicano, osteopontina, osteonectina e
fosfatase alcalina. Sua principal acdo é
durante o processo de condrogénese e
ossificacdo endocondral (Sandberg et al.,
1993; Dimitriou et al., 2005; Devescovi et
al., 2008).

O PDGF ¢é sintetizado por plaquetas,
mondcitos, macrofagos, células endoteliais
e osteoblastos. Funciona como potente
estimulador mitogénico de células de
origem mesenquimal e também como
agente quimiotatico estimulador de células
inflamatdrias. Além disso, contribui para
proliferagdo de mondcitos, macrofagos,
células do tecido conectivo e angiogénese
(Lieberman et al., 1999; Dimitiou et al.,
2005; Devescovi et al., 2008).

O FGF ¢ sintetizado por mondcitos,
macrofagos, celulas mesenquimais,
osteoblastos e condrdcitos. Promove o
crescimento e a diferenciacdo de varias
celulas como: fibroblastos, mondcitos,
osteoblastos e condrécitos. Atuam na
angiogénese e mitogénese de células
mesenquimais e também na inibicdo da
apoptose de osteoblastos imaturos e
indugdo da apoptose de ostedcitos maturos
(Dimitiou et al., 2005; Devescovi et al.,
2008).

Os IGFs sdo encontrados na matriz ssea,
células  endoteliais, osteoblastos e
condrécitos e atuam na regulacdo dos
efeitos dos hormodnios do crescimento. A

24



IGF-I promove a formagdo da matriz 6ssea
pela diferenciacdo dos osteoblastos. A IGF-
Il age mais tarde, na formacdo endocondral
e estimulando a producdo de colageno tipo
I, matriz cartilaginosa e proliferagédo
celular. (Dimitriou et al., 2005; Devescovi
etal., 2008)

O SDF-1 age no recrutamento e
posicionamento das CTM no foco da
fratura. Estudos mostram que sua expresséo
estd aumentada no local da lesdo,
especialmente no periosteo localizado nas
bordas da fratura. O SDF-1 também ¢é
responsavel pelo recrutamento das CTM.
Sua auséncia, ou de seu receptor CXCR-4,
faz com que as CTM percam a capacidade
de alojamento no foco da fratura (Granero-
Molto et al., 2009; Marsell e Einhorn,
2011).

O VEGF é um fator mitdgeno especifico
das células endoteliais vasculares, essencial
para a neo-angiogénese. Ele funciona no
processo de ossificagdo endocondral e
intramembranosa agindo como um
mediador essencial durante esses processos.
Esta envolvido também em outros aspectos
do  desenvolvimento  0sseo  como
diferenciagdo de condrocitos, osteoblastos e
no recrutamento de osteoclastos (Yang et
al., 2012).

A angiopoetina é um fator de crescimento
capaz de promover a regeneracao vascular.
Estad relacionada a formacdo de grandes
vasos e 0 desenvolvimento de ramos
colaterais de vasos pré-existentes. Sua
contribuicdo para regeneracdo 6ssea ainda
ndo foi  completamente  entendida
(Dimitriou et al., 2005; Cao et al., 2012).

2.2. Biomateriais na regeneragdo 0ssea

A regeneracdo Ossea quando ocorre de
forma inadequada pode ter consequéncias
devastadoras, indo desde desfiguracdo e a
perda da funcéo, até mesmo a amputagdo do

membro. Nos casos de grandes perdas
Osseas, onde 0 0sso ndo pode se regenerar
espontaneamente, 0s clinicos lancam méo
do uso de enxertos 0sseos oOu Seus
substitutos (Geiger et al., 2003)

Por vérios anos o enxerto autélogo foi
considerado o padrdo ouro para 0 manejo
de defeitos Gsseos por combinar todas as
propriedades necessarias para um enxerto
0sseo:  osteoinducdo,  osteogénese e
osteoconducdo (Dimitriou et al., 2011).
Essa técnica continua tendo os melhores
resultados, entretanto oferece alguns riscos
como dor, perda de sangue, risco de
infeccéo e alto custo devido ao aumento do
tempo cirdrgico. Além disso, 0s enxertos
autélogos sdo ineficientes, quando o
volume do defeito excede o volume do
material colhido. Esses casos sdo comuns,
especialmente em pacientes pediatricos ou
geriatricos (Geiger et al., 2003). Por isso, ha
uma crescente necessidade por meios
alternativos ao tradicional enxerto 6sseo.

Os biomateriais s&o definidos como
qualquer substancia ou combinacgao dessas,
natural ou ndo, que ndo seja droga ou
farmaco, utilizada em aplicagdes
biomédicas e que possa interagir com
sistemas bioldgicos, tratando, aumentando
ou substituindo tecidos, 6rgdo ou fungoes
corporais (Oliveira et al., 2010). Séo
classificados de acordo com a origem
(natural ou sintética) e a composi¢do
(metalicos, cerdmicas, polimeros ou
compositos) (Oliveira et al., 2009).

Nos ultimos 60 anos a evolugdo na pesquisa
dos biomateriais e sua viabilidade clinica
delimitou a existéncia de trés geracOes
distintas de materiais. Os bioinertes
compdem a primeira geracao, os bioativos e
biodegraddveis a segunda geracdo, e 0S
materiais destinados a estimular respostas
celulares especificas em nivel molecular
formam a terceira geracdo. Essas trés
geracGes ndo devem ser interpretadas de
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forma cronoldgica, mas sim conceitual, ja
que cada geracéo representa a evolucdo dos
requisitos e das propriedades de cada
material envolvido. Sendo assim, a terceira
geracdo promete novas possibilidades de
tratamento e aplicagdes, o que ndo significa
gue essa nova geracdo ird substituir as
geracOes anteriores (Navarro et al., 2008).

Nas ultimas décadas, a comunidade de
pesquisa ortopédica focou sua pesquisa na
busca de novos biomateriais considerando
0s quatro requisitos basicos da regeneracéo
6ssea: (1) o sinal morfogenético, fatores de
crescimento e diferenciacao; (2) células do
hospedeiro que responderdo aos sinais e
serdo capazes de se diferenciarem em
osteoblastos; (3) biomateriais capazes de
carrear estes sinais morfogenéticos a areas
especificas e que sirvam de arcabougo para
o crescimento celular; (4) ambiente viavel e
bem vascularizado (Geiger et al., 2003). Em
resumo, pode-se dizer que as caracteristicas
desejaveis aos biomateriais utilizados na
regeneracao Ossea sdo: biocompatibilidade
e degradacdo em produtos ndo toxicos;
biodegradabilidade e reabsor¢do na mesma
taxa do reparo tecidual; alta porosidade;
osteoconducgdo; resisténcia mecanica e
integridade estrutural nas primeiras fases da
formacdo dssea (Navarro et al., 2008;
Oliveira et al., 2010).

A biocompatibilidade reflete a natureza e o
grau de interacdo entre o biomaterial e 0
tecido do hospedeiro e é uma das principais
preocupacfes em pesquisas relacionadas
aos biomateriais (Morais et al., 2010). A
presenca de residuos durante o processo de
producdo ou a liberacdo de produtos
degradantes, sdo sempre citados como
limitantes para 0 uso de biomateriais
sintéticos. Por isso, os de origem natural
sdo considerados mais seguros, pois
possuem  composicdo,  estrutura e
propriedades  mecénicas  consideradas
adaptaveis as funcdes bioldgicas do
organismo (Neel et al., 2012).

A escolha do biomaterial depende do
objetivo de sua aplicacdo, entretanto, a
maioria deles é projetada para acrescentar a
funcdo da matriz extracelular permitindo
assim, o suporte, a jungdo, proliferagdo e
diferenciagdo celular (Neel et al., 2012).
Sendo assim, além de mimetizar o ambiente
e funcdo da MEC, novos biomateriais
também possibilitam a juncdo de moléculas
bioativas em sua superficie, fazendo com
qgue as células sejam orientadas e
estimuladas em direcdo a uma resposta
especifica (Navarro et al, 2008).

Os biomateriais podem atuar também como
sistemas de liberacdo de farmacos por meio
de mecanismos sensiveis a minimos
estimulos do meio, como alteracdo de
temperatura, forca ibnica e pH local.
AlteracOes nessas varidveis fazem com o
biomaterial saia de um estado estavel e
passa para um estado ativo, liberando
farmacos para o meio (Oliveira et al., 2010)

A ciéncia dos biomateriais evoluiu,
entretanto vérios desafios ainda precisam
ser vencidos. O desenvolvimento de
tecnologias que permitam a correta
integracdo entre  biomateriais, células,
fatores de crescimento e hospedeiros é
fundamental para um bom progndstico e
resultados mais adequados (Oliveira et al.,
2010)

2.2.1. Colageno

O colageno € o componente estrutural mais
comum do organismo, representando 20 a
30% da proteina total encontrada no corpo
(Friess, 1998). E sintetizado pelos
fibroblastos, que geralmente tém origem de
celulas pluripotentes. Possui  estrutura
Unica, assim como tamanho e sequéncia de
aminoacidos. Sua  molécula  possui
configuragdo de tripla hélice que consiste
em trés cadeias de polipeptideos torcidas
uma em volta da outra, como uma corda
(Friess, 1998; Lee et al., 2001). Tem
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importante participacdo na formacdo dos
tecidos e oOrgdos e esta envolvido na
expressdao funcional de vérias células.
Funciona também como arcabouco, e
participa do reparo tecidual, entretanto, sua
funcdo mecénica é a mais importante (Neel
et al., 2012). As fibras de colageno e suas
redes funcionam como MEC altamente
organizada e com arquitetura
tridimensional,  desempenhando  papel
fundamental na manutencdo da integridade
bioldgica dessa matriz, assim como em sua
dindmica de constante remodelamento (Cen
et al., 2008). Possui propriedades como:
biodegradabilidade, baixa antigenicidade e
biocompatibilidade superior quando
comparado a outros polimeros naturais
como albumina (Lee et al, 2001).
Apresenta também alta forca de tensdo,
induz a coagulacdo, além disso, possui boa
mobilidade e é facilmente purificado. Pode
ser extraido em meio aquoso e moldado em
diferentes formas como géis, filmes e po
(Fujioka et al., 1998)

Até agora 28 tipos de colagenos
geneticamente distintos foram descritos.
Baseado em sua estrutura e organizacdo
supramolecular, o colageno é dividido em
diferentes grupos, sendo esses
caracterizados pela complexidade e
diversidade de suas estruturas e fungoes.
Dentre os diferentes grupos, 0 maior e mais
abundante, com cerca de 90% do total de
colagenos, € o grupo das fibrilas. Fazem
parte desse grupo os colagenos: tipos I, II,
Il, V e XI. O colageno tipo | é o mais
abundante e estudado. Ele representa mais
de 90% da massa organica dos 0ssos e
predominam nos tenddes, pele, ligamentos,
clrnea, e varios outros tecidos conectivos
exceto cartilagem hialina, cérebro e humor
vitreo. In vivo, as fibras tripla hélice de
colageno tipo | estdo incorporadas em
compostos contendo também colageno tipo
Il (pele e fibras reticulares) ou tipo V
(ossos, tenddes e cornea) (Fleischmajer et
al., 1990). Na maioria dos organismos,
especialmente nos tendGes e fascias, o

colageno tipo | proporciona rigidez elastica,
e no 0sso, € quem define propriedades
biomecanicas relacionadas a sustentagdo de
peso, resisténcia e rigidez a torcao (Gelse et
al., 2003).

A excelente  biocompatibilidade e
seguranca, devido as caracteristicas
biolégicas ja mencionadas, fazem do
coldgeno um dos melhores biomateriais
para aplicagbes médicas. Os principais
motivos para usa-lo como biomaterial € sua
habilidade em formar fibras extras fortes e
estaveis, gracas a sua capacidade de
agregacao e reticulagdo, sua degradacdo em
componentes fisiol6gicos toleraveis e a
capacidade de penetracdo celular (Friess et
al., 1998; Lee et al., 2001). O colageno
pode funcionar como sistema de liberagdo
de farmacos, fatores de crescimento e
células, além disso, pode formar redes,
contribuindo para formagdo de arcabougos
e reparacdo tecidual (Gelse et al., 2003).

O colageno comercialmente disponivel é de
origem bovina ou suina, entretanto, pode
ser derivados de outras fontes como:
equinos, ovelhas, placenta humana e fontes
marinhas (Friess, 1998; Neel et al., 2012).

O colageno também pode ser associado a
outros biomateriais. Sua associacdo a
hidroxiapatita e nanotubos de carbono ja
foram relatadas na literatura com sucesso
(Itoh et al., 2001; Rodrigues et al., 2003;
Silva et al., 2009).

Apesar de todas as vantagens, ha alguns
fatores que dificultam o uso do colageno
como biomaterial. O alto custo de
purificacdo, baixa rigidez e efeitos
colaterais, como reacOes alérgicas e
transmisséo de patogenias, no caso do uso
de colageno derivado de animais (Lee et al.,
2001; Cen et al., 2008; Silva et al., 2009).
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2.2.2. Nanotubos de carbono

Nos ultimos anos, o mundo tem conhecido
as  inovagbes  proporcionadas  pela
nanotecnologia que abrangem desde a
medicina a eletronica. Esta ciéncia baseia-
se no desenvolvimento e aplicacdo de
estruturas em escala nanométria (Ribeiro e
Arauljo-Moreira, 2011). O carater inovador
dessas substancias, muitas vezes ja
conhecidas, se da por meio da manipulagéo
da forma e do tamanho do material, o que
leva a aquisicdo de novas propriedades
como resisténcia, condutividade elétrica e
reatividade quimica, além de outras
caracteristicas  épticas e  magnéticas
(Medeiros et al., 2006).

Vérios materiais tém sido trabalhados em
escala nanométria, dentre eles, destaca-se
0s nanotubos de carbono (NTC). A
existéncia desse material foi reportada pela
primeira vez em 1950, mas sua estrutura
atdmica s6 foi descrita em 1991 por Sumio
lijima (1991). Os NTCs consistem em
atomos de carbono arranjados em anéis
aromaticos condensados, formando lengois
de grafeno, enrolados em cilindros. O
grafeno é definido como uma folha planar
de 4atomos de carbono densamente
compactados em forma de grade
bidimensional (Boehm et al., 1994). De
acordo com o numero de camadas de
grafeno, os NTCs podem ser classificados
em nanotubos de carbono de parede simples
(1 camada de grafeno) ou de paredes
mdltiplas (multiplas camadas de grafeno
concéntricas) (lijima, 1991; Bianco et al.,
2011).

Os NTCs pertencem a familia dos
fulerenos, ou seja, a terceira forma
alotropica do carbono, juntamente com o
grafite e o diamante. A principal vantagem
tecnoldgica apresentada por esse material é
a resisténcia, mas também  possui
propriedades eletronicas, mecénicas e
quimicas unicas que facilitam sua aplicacéo

em associacdo com outros materiais. Ao ser
associado a outros materiais, os NTC séo
capazes de melhorar suas propriedades e
inserir novas funcBes aos mesmos. Isso
permite a utilizagdo dos NTCs em Varios
campos da ciéncia como quimica,
eletronica, biologia e outros (Berhanu, et
al., 2009 ; Saito et al., 2009; Bianco et al
2011).

Atualmente as trés principais formas de
producdo dos NTCs sdo: descarga de arco,
ablacdo a laser e deposicdo de vapor
quimico. Esses métodos geram uma
quantidade significativa de impurezas como
debris de grafite, particulas cataliticas e
outros fulerenos, que interferem nas
propriedades desejadas para 0s NTCs. Com
0 intuito de eliminar essas impurezas,
diferentes formas de purificacdo tém sido
desenvolvidos, dentre os quais se tém
destacado floculagéo, microfiltracéo,
cromatografia e centrifugacao
(\Vairavapandian et al., 2008).

Outra etapa de grande importancia para
viabilizar o uso dos NTCs nos campos
biolégico e médico é a adi¢do de grupos
guimicos funcionais a estrutura dos NTCs.
Esse processo, denominado de
funcionalizacdo, é fundamental, pois o0s
NTCs, em seu estado original, séo
completamente insolUveis na maioria dos
solventes organicos e meios agquosos
(Bianco et al, 2011). Além da
solubilizagdo, a funcionalizagdo traz outras
vantagens extremamente importantes para
as pesquisas biologicas, estando estas
relacionadas a capacidade de translocagdo
através de membranas celulares e a reducédo
de efeitos citotoxicos (Kostarelos et al.,
2007).

Em termos de diferencgas entre os NTCs de
camada simples e os de multiplas camadas,
no campo de aplicagcdes biomédicas, ainda
ndo estd evidente se um deles apresenta
mais vantagens que o outro. As diferencas
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entre eles se ddo devido a diferente
disposi¢do dos 4tomos de carbono. Ambos
sdo atrativos, pois possuem capacidade de
captacao celular e quando funcionalizados
se tornam capazes de atravessar barreiras
bioldgicas. Contudo, os de camada simples
possuem propriedades intrinsecas
fotoluminescentes que podem ser usadas no
desenvolvimento  de  diagndsticos e
deteccBes in vivo. J& o0s de camada
maultipla, ndo possuem tais propriedades,
mas apresentam didmetro interno maior,
gue pode ser explorado para envolvimento
de moléculas terapéuticas, e uma grande
superficie externa disponivel, que oferece a
possibilidade de conjugagdes ou interacBes
com moléculas ativas (Liu et al., 2009).

Considera-se que as principais formas de
aplicagdo dos NTCs na biologia e
biomedicina incluem seu wuso como
biossensores ultrassensitivos,
nanocompostos para préteses ortopédicas,
dispositivos  neurais e sistemas de
distribuicdo. Uma propriedade que os torna
atrativos para aplicacdes biomédicas é que,
devido ao seu didmetro em nanoescala,
esses possuem uma grande éarea de
superficie em relacdo ao seu volume. Essa
grande razdo area/volume é desejada, pois
permite que os NTCs sejam usados como
carreadores de biomoléculas, ou seja,
moléculas que possam interagir com as
celulas e tecidos (Ménard-Moyon et al.,
2010).

Os NTCs tém mostrado grande potencial de
uso na area de engenharia tecidual gracas a
sua alta resisténcia mecanica, flexibilidade,
elasticidade e baixa densidade. Além dessas
propriedades os NTCs também podem ser
incorporados em  outros  materiais
estruturais, promovendo reforgo estrutural
ou conferindo novas propriedades como
conducdo elétrica, que pode auxiliar
diretamente no crescimento celular (Saito et
al., 2009; Veetil e Ye, 2009).

Os NTCs tém sido explorados para o
crescimento de diferentes tecidos, dentre
eles destacam-se os tecidos 6sseo, muscular
e nervoso. Em relacdo ao tecido 0sseo,
vérias pesquisas ja foram realizadas
reportando a influéncia dos NTCs em
células osteoblasticas cultivadas in vitro
(Saito et al.,, 2009). Verificou-se que
culturas de fibroblastos e osteoblastos, na
presenca de NTC, apresentaram alto grau
de viabilidade das células, rapida sintese de
colageno tipo | e auséncia de citocina pro-
inflamatoria IL-6, radicais livres e auséncia
de mudancas nos niveis de osteocalcina
(Chlopek et al., 2006).

Estudos in vitro também demonstraram que
NTCs de parede multipla, ndo modificados
quimicamente, promoveram formagao 0ssea
por meio de sua interagdo com osteoblastos
(Shimizu et al, 2012). Os autores
atribuiram a aceleragdo na diferenciagdo de
osteoblastos ao acumulo de calcio
promovido pelos NTCs de parede multipla.
A presenca dos NTCs aumenta a
concentracdo de calcio e essa, quando
detectada pelos osteoblastos
indiferenciados, faz com que 0s mesmos se
diferenciem em osteoblastos maduros,
promovendo assim a calcificagdo. A
absorcdo de calcio pelos NTCs de parede
maltipla é justificada pelo seu potencial
negativo, que atrai os ions de célcio
(Yamamoto et al., 2008).

Outros autores defendem a hip6tese de que
essa aceleracdo na maturacdo  dos
osteoblastos  estaria  relacionada a
capacidade dos NTC em adsorver proteinas.
Essa capacidade € atribuida a sua estrutura
especifica e extensa area de superficie, além
das propriedades eletronicas e cataliticas.
Com uma éarea de superficie maior, a
guantidade de fatores de crescimento
absorvida é maior e consequentemente o
recrutamento e ativagdo celular (Li et al.,
2009)
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Os NTCs também mostraram efeitos
positivos quando associados a materiais
metalicos usados em implantes. Estudo
comparando o efeito dos NTCs ao titanio
puro em culturas de osteoblastos
demonstrou que, apesar de ndo existir
diferenca na proliferacdo celular entre os
grupos, a diferenciacdo celular, mensurada
por meio da dosagem da fosfatase alcalina e
da mineralizacdo da matriz Gssea, foi
melhor no grupo contendo NTCs
(Bhattacharya et al., 2010).

Resultados  promissores, demonstrando
biocompatibilidade,  osteointegracdo e
osteocondugdo, ou seja, condicOes
fundamentais para o sucesso do uso dos
NTCs como implantes 6sseos, também tém
sido demonstrados em estudos in vivo.
Particulas de NTCs de parede multipla se
aderiram diretamente no osso em defeitos
tibiais induzidos em ratos e se integraram a
matriz 6ssea, ndo interferindo no reparo
0sseo e se tornando integrada ao tecido
6sseo (Usui et al. 2008). Em coelhos, uma
mistura de polipropileno e NTCs de parede
maltipla foram usados para preencher
defeito no condilo do fémur. As analises
microtomogréaficas mostraram que, apés 12
semanas, a formacdo Ossea no defeito
preenchido com esse material foi
significativamente maior que nos outros
grupos, sendo de 200% maior que no grupo
preenchido apenas com propileno. Também
histologicamente, apds 12 semanas,
observou-se diferenca significativa na
resposta 6ssea do grupo tratado com NTCs
guando comparado aos outros Qrupos
(Sitharaman et al. 2008).

Apesar de todos os resultados positivos
encontrados, ainda ndo se conhece ao certo

a seguranca do emprego dos NTCs.
Pesquisas demonstraram influencia
biolégica dos NTC na proliferagdo e ciclo
celular de fibroblastos e na inducdo de
apoptose de forma dose dependente (Meg et
al., 2009). Ha também relatos de potencial
poder clastogénico e genotoxico de NTCs
de paredes multiplas funcionalizados e néo
funcionalizados, em células da medula
Ossea. Os resultados demonstraram que a
exposicdo ao NCTs aumentou
significativamente o nimero de aberragdes
estruturais cromossomais, a frequéncia de
células micro-nucleadas e o nivel de dano
ao DNA, além de diminuir o indice
mitético (Patlolla et al., 2010)

Apesar de todos esses estudos, os resultados
relacionados a seguranca do uso de NTCs
ainda é muito controverso. Os diferentes
tipos de funcionalizagdo, assim como as
diferentes concentragfes usadas, dificultam
a padronizacdo dos resultados assim como
sua interpretagdo. Apesar dos poucos
estudos realizados in vivo, os resultados séo
favoraveis ao uso dos NTCs. Entretanto,
mais estudos Sd80 necessarios  para
determinar sua seguranca e seu efeito como
implante ésseo, principalmente no que se
refere aos efeitos da permanéncia desse
material em longo prazo, no corpo. A
superficie quimica dos NTCs desempenha
papel fundamental em sua citotoxicidade.
Portanto, a funcionalizagdo da superficie
dos NTC com grupos quimicos especificos,
ou espécies biolégicas pode ser uma
alternativa viavel para o desenvolvimento
de sua biocompatibilidade (Liu et al.,
2010), assim como da viabilidade de sua
aplicagdo como biomaterial.
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3. CAPITULO 2: AVALIAGAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DO USO DE
NANOBIOGEIS COMO IMPLANTES OSSEOS EM RATOS WISTAR

RESUMO

Nos ultimos anos diversas areas medicas tém usado os NTCs com diferentes propositos e seu
uso na bioengenharia tecidual tem se destacado. Apesar das expectativas em torno de seu uso,
pouco se sabe a respeito de sua citotoxicidade. Com esse trabalho objetivou-se avaliar a resposta
do organismo a implantacdo de NTCs usados como biomateriais na regeneracao 6ssea por meio
da monitoragdo hematoldgica, bioquimica e histolégica dos tecidos sanguineo, hepatico e renal.
Foram usados 48 ratos Wistar submetidos a defeito ésseo na diafise média no fémur esquerdo,
com 2mm de diametro, estendendo-se da cortical lateral até a cortical medial. Os defeitos foram
preenchidos com carbopol 2%, colageno, NTCs associados ao carbopol e NTCs associados ao
colageno. Esses animais foram avaliados em dois momentos, 15 (T1) e 45 dias (T2) ap6s a
realizacdo do defeito 6sseo. Em T1 as diferencas observadas na avaliagdo hematoldgica e
bioguimica, entre os grupos, ocorreram independente da presenca dos NTCs, exceto para 0s
valores de neutréfilos, que diminuiram (p < 0,05) em relacdo a TO e calcio, que foram
superiores (p < 0,05) apenas nos grupos tratados com NTC. Em T2 as analises bioquimicas
demostraram um aumento nos niveis séricos de creatinina (p < 0,05) apenas nos grupos tratados
com NTCs. Nas avaliagfes histoldgicas do figado e rins em T1 e T2 ndo foram observados
sinais de inflamagdo, presenca de NTCs, ou outras alteracBes relevantes em relagdo a
citotoxicidade do material implantado. Os resultados demonstraram que a presenca dos NTCs
ndo induziram alteracGes significativas (p < 0,05) da hematologia e avaliagBes histoldgicas de
figado e rins. Entretanto mais estudos sdo necessarios para comprovacao da auséncia de efeitos
citotoxicos na utilizagdo dos NTCs como biomaterial na regeneracdo 0ssea.

Palavras Chave: nanotubos de carbono; biomaterial; hematologia; bioguimica; histopatologia.

3.1. Introducéo bioengenharia tecidual. Particularidades
como resisténcia mecanica, flexibilidade,

A nanotecnologia desenvolveu-se elasticidade e baixa densidade favorecem

rapidamente nos ultimos anos. Linhas de
pesquisas em diversas areas médicas tém
usado os nanotubos de carbono (NTCs)
com diferentes propdsitos, sendo 0s
principais: sistema de liberagdo de
farmacos, marcadores celulares e arcabouco
para crescimento celular. Esses trabalhos
despertam cada vez mais o interesse da
comunidade cientifica, gracas ao grande
potencial de aplicagdo dos NTCs. Destaque
especial se faz para o uso dos NTCs na

sua aplicagdo como arcabouco para o
crescimento de células. Além disso, o0s
NTCs também podem ser incorporados em
outros materiais estruturais, promovendo
reforco estrutural ou conferindo novas
propriedades como conducdo elétrica, que
podem auxiliar diretamente no crescimento
celular (Saito et al., 2009; Veetil e Ye,
2009). Gragas a essas propriedades fisicas,
mecanicas e quimicas a utilizacdo dos
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NTCs tém se mostrado promissora no
campo da engenharia tecidual.

Os NTCs, em seu estado natural s&o
insolGveis em &agua, assim, para que seja
possivel sua utilizacdo no campo médico, é
necessario que estes passem por um
processo chamado funcionalizagdo, no qual
grupos gquimicos funcionais sdo adicionados
a suas camadas externas, possibilitando a
solubilizagdo em meios aquosos. Além de
tornar possivel sua solubilizacdo, a
funcionalizacdo também ¢é capaz de
melhorar sua biocompatibilidade, reduzindo
os efeitos citotdxicos (Bianco et al., 2011).
Apesar desses avangos, pouco se sabe a
respeito da citotoxicidade dos
nanomaterias. Muitos estudos
demonstraram que algumas nanoparticulas
sdo citotoxicas em sistemas bioldgicos e
que a maioria delas libera espécies reativas
de oxigénio causando estresse oxidativo e
inflamagcdo (Ai et al., 2011).0 risco
toxicologico é diretamente influenciado
pela distribuicdo tecidual, acumulagdo e
retencdo dos NTCs (Bianco et al., 2011).
Além disso, a diversidade de tamanhos,
concentracdes e tipos de funcionalizagéo
dificultam uma conclusdo em relacdo a
citotoxicidade desse material e a seguranca
de sua aplicacho em seres Vvivos
(Boczkowski e Lanone, 2007). Por
exemplo, o uso dos NTCs como biomaterial
na regeneracdo Ossea demostrou sua
capacidade de adesdo e integracdo a matriz
Ossea, sem interferir no reparo 6sseo (Usui
et al., 2008). Por outro lado, ha relatos de
sua influéncia biol6gica na proliferacdo e
ciclo celular de fibroblastos e na inducéo de
apoptose de forma dose dependente (Meg et
al., 2009).

Os conflitos existentes entre os resultados
ja encontrados demonstram a necessidade
de mais pesquisas que comprovem a
seguranca do uso dos NTCs em organismos
vivos. E imperativo que se determine o
impacto da exposicdo dos NTCs em
componentes biolégicos em seu nivel

celular, tecidual e fisioldgico para que entdo
sua eficicia terapéutica possa  ser
comprovada.

O objetivo com este trabalho foi o de
avaliar a resposta do organismo a
implantagdo de NTCs usados como
biomateriais na regeneracdo 0ssea de
fémures de ratos Wistar, em diferentes
tempos, por meio da monitoragdo
hematologica, bioquimica e histologica dos
tecidos sanguineo, hepético e renal.

3.2. Material e método
3.2.1. Infraestrutura e animais

Utilizaram-se as bases fisicas e a
infraestrutura  dos  Departamentos de
Morfologia e de Bioguimica do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG e do
Laboratério de Nanomateriais do Instituto
de Ciéncias Exatas da UFMG. O protocolo
de experimentacdo desenvolveu-se nas
dependéncias fisicas dos Departamentos de
Clinica e Cirurgia Veterinarias, Biotério,
Laboratério de  Técnica  Cirdrgica
Veterindria, Laboratério de Patologia
Veterinaria e Laboratorio de Toxicologia,
todos na Escola de Veterindria — UFMG.
Utilizaram-se 48 ratos machos adultos da
espécie Rattus novergicus, variedade
Wistar, de trés meses de idade com média
de peso de 400g, provenientes do biotério
da Faculdade de Farmacia da UFMG. Os
animais foram mantidos no CEPA (Centro
Experimental de Pequenos Animais) da
EV/UFMG, acondicionados em caixas
plasticas com quatro ratos/caixa, sendo
submetidos a ciclos de claro-escuro de 12h,
em ambiente com temperatura controlada.
Os animais foram desverminados com
tiabendazol e submetidos a um periodo de
adaptacdo de 30 dias. Durante todo periodo
experimental, os animais receberam ragéo
comercial para roedores (22% de proteina
bruta, 1,4% de calcio, 0,6% de fosforo,
além de micronutrientes) e agua ad libitum.
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O projeto foi desenvolvido seguindo o0s
principios éticos preconizados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da
UFMG (projeto aprovado sob protocolo n®
236/2011 (Anexol).

3.2.2. Protocolos anestésico e
cirdrgico

Quinze minutos antes do procedimento
cirdrgico, 0S animais receberam
antibioticoterapia profilatica com cefalotina
sodica (30mg/kg, SC) e medicacdo pré-
anestésica com cloridrato de tramadol
(2mg/kg, SC). O isoflurano foi o farmaco
de escolha para inducdo e manutencédo
anestésica, sendo a primeira realizada em
caixa anestésica e a segunda por meio de
mascara em sistema semiaberto. Logo apds
a inducéo, o animal foi pesado em balanca
de precisdo. Para evitar a hipotermia, foram
colocadas bolsas de agua quente sob a mesa
onde o animal estava posicionado para
realizacéo do procedimento cirurgico.

Apos a tricotomia e antissepsia do membro
posterior esquerdo foi realizada incisdo de
pele e do tecido subcutaneo, na face lateral
da coxa, abrangendo desde a regido da
epifise proximal do fémur, até a distal.
Realizou-se a incisdo da fascia lateral,
seguida de divulsdo das porgdes cranial e
caudal do musculos biceps femoral e
deslocamento cranial do quadriceps lateral
no fémur, expondo-se sua diafise. Uma
placa de neutralizacdo de titanio, fixada por
quatro parafusos com espacamento no
meio, com 1,5 mm de espessura, foi
posicionada na por¢do dorso-lateral do
fémur para prevenir a fratura deste apds a
realizacdo do defeito. Ap6s a colocacdo da
placa foi realizado defeito 6sseo com 2mm
de didmetro na diafise média do fémur, se
estendendo da cortical lateral até a cortical
medial (Fig.1), produzidos por um broca de
aco montada em uma microrretifica. A fim
de se evitar 0 aquecimento dos tecidos, tal
procedimento foi realizado em constante

irrigacdo com solucdo salina 0,9%. O
defeito foi preenchido de acordo com o
tratamento estabelecido em cada grupo
experimental: carbopol 2%, colageno,
carbopol associado a NTCs e colageno
associado a NTCs. Em seguida, os
musculos foram aproximados empregando-
se padrdo de sutura simples continuo com
fio absorvivel de poligrecapone nimero 000
e a pele suturada com padrdo continuo
intradérmico, sendo utilizado o mesmo fio.

Ap0s a cirurgia, 0s animais foram mantidos
em caixas aquecidas até completa
recuperacdo anestésica, mantendo-se a
temperatura ambiente em 37°C. O controle
da dor foi realizado com cloridrato de
tramadol (2mg/kg, SC), administrado a
cada 8h, via oral, durante trés dias
consecutivos.

Fig. 1: Foto do procedimento cirlrgico realizado
no fémur esquerdo de ratos Wistar. Observa-se
0 defeito de 2mm de didmetro na diafise média,
perfurando a cortical lateral e medial. A placa
de titanio encontra-se na face dorsal do 0sso.

3.2.3. Grupos experimentais

Os animais foram alocados de forma
aleatéria, em quatro grupos conforme o
material usado para preenchimento do
defeito, cada um com 12 animais, sendo
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seis avaliados 15 dias apés a realiza¢do do
defeito (T1) e os outros seis, 45 dias depois
(T2).

e Grupo Carbopol (CP): carbopol (gel
inerte).

e Grupo Colageno (CL): gel de colageno

e Grupo Nanotubo de carbono (NT): NTC
multiwall na concentragdo de 8% em
carbopol.

e Grupo Nanotubo + coldgeno (NTCL):
NTC multiwall na concentracdo de 8% em
colageno

3.2.4. Sintese do composto gel de
colageno + NTC multiwall

O colageno foi cedido pelo Laboratério de
Matriz Extracelular e Desenvolvimento do
Departamento de Morfologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais. A obtencdo do
colageno tipo | foi realizada a partir de
caudas de ratos coletadas assepticamente,
lavadas trés vezes em agua e trés vezes em
alcool 70% e em seguida armazenadas em
freezer -70C, conforme descrito por Kitten
et al., (1996). Para extracdo do colageno as
caudas foram submersas em acido acético
na concentracdo 0.5 mol/L durante 48h a
temperatura de 4°C. A solucdo resultante
foi filtrada em véarias camadas e gaze para
remocdo de pequenos vasos e debris
teciduais. O filtrado resultante foi
centrifugado (14,000g) durante uma hora. O
sobrenadante foi coletado e dializado por
meio de trocas de é&cido acético (0,02
mol/L), mantidos em geladeira a 4°C
durante um periodo de trés dias. A
concentracdo final da solucdo de colageno
usada no presente estudo foi de 5,6 mg/mL
contendo mais de 98% de colageno Tipo 1.
Apos a adicdo dos meios para ajuste do pH
(~pH 7,4), as moléculas de colageno
solubilizadas nessa solucdo se associam
formando fibrilas que subsequentemente
formardo um gel tridimensional estavel.

Nanotubos de carbono de multiplas paredes
crescidos por CVD (deposicdo de vapor
guimico) usando como fonte precursora de
carbono o gas etileno C2H4 e gés de arraste
Ar (argonio) e como suporte de crescimento
Oxido de magnésio dopado com Fe e Co na
propor¢do 5% Fe 5%Co em peso. A
temperatura de crescimento foi de 750° C e
o tempo de 30 minutos. Ap6s a producdo o0s
NTCs passaram por um processo de
purificacdo no qual foram submetidos a um
tratamento térmico a 390° C durante 30
minutos sob atmosfera ambiente de modo a
queimar residuos de carbono amorfo. Em
seguida um tratamento com HCI/H20
50/50 durante 24 h, de modo a eliminar o
Oxido de magnésio, assim como as
particulas de 6xido de ferro e cobalto
presentes no material. Em seguida realizou-
se ultrafiltracdo e lavagem com &gua
deionizada usando filtro Millipore de 4
micra com varias passagens de agua para
ajuste do pH (~7). Para tornar os NTCs
hidrofilicos e possibilitar sua interacdo com
sistemas bioldgicos eles foram adicionados
a uma mistura de H2SO4/HNO3 1:3 sob
acdo de radiagdo de micro-ondas. Na
sequéncia 0os NTCs foram submetidos a
sucessivas lavagens com agua deionizada
para retirada do &acido e em seguida
centrifugados. Por se tratar de um material
em po, os NTCs precisaram de um veiculo
para tornar possivel sua implantagdo no
defeito realizado no fémur. Os veiculos
usados neste trabalho foram o carbopol 2%
e o gel de colageno. Inicialmente, os
MWNTC foram esterilizados em autoclave
a temperatura de 121°C, para logo apés,
serem diluidos em A&gua ultra pura na
concentracdo de 800pg/mL. A concentracéo
de NTCs foi determinada segundo
recomendagdes de MacDonald et al.,
(2008). A  diluicdo  foi  realizada
inicialmente em banho de ultrassom durante
30 minutos. Em seguida, a solugdo foi
diluida em sonicador de ponta, em ciclos de
30 segundos e intervalos de 10 segundos
imerso em gelo, repetidos cinco vezes.
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Apbs diluicdo em &gua, os NTCs foram
misturados ao colageno e/ou carbopol,
conforme a determinacao descrita a seguir:

e Para 1mL da solucdo de NT = 0,1ml de
solucdo de MWCNT + 0,656ml de agua
destilada + 0,25 ml de carbopol 2%.

e Para 1mL da solucéo de NTCL = 0,1ml de
solucdo de MWCNT + 0,41ml de 4gua +
0,36ml de colageno + 0,Iml de meio +
0,015 ml de NaOH o que resultou em uma
solucdo final de colageno na concentracéo
de 2mg/ml.

3.2.5. Coleta de sangue

Com o intuito de verificar possiveis efeitos
toxicos dos NTCs, amostras de sangue
venoso foram obtidas imediatamente apds a
anestesia dos animais para realizagdo do
procedimento cirurgico (T0), e ao final do
experimento, ap6s 15 dias no tempo T1 e
45 dias no tempo T2. A primeira coleta foi
realizada por meio de puncéo da veia lateral
da cauda, apés vasodilatagdo com animal
em caixa com luz amarela durante cinco
minutos, utilizando-se cateter intravenoso
BD n° 24. Para a segunda coleta (T1 e T2)
realizou-se puncdo intracardiaca com
agulha hipodérmica 0,80 x 25 mm e seringa
descartavel de 10ml, para obtencdo de um
maior volume de sangue. Imediatamente
apés a coleta, as amostras foram
transferidas para tubos Eppendorf com e
sem anticoagulante (EDTA). As amostras
de sangue com EDTA foram centrifugadas
e 0 plasma obtido congelado em freezer -
20°C até o dia da realizacdo das analises
bioguimicas.

3.2.6. Analises laboratoriais

As avaliacGes hematoldgicas e bioquimicas
foram realizadas no Laboratorio de
Toxicologia da Escola de Veterinaria da
UFMG. A avaliacdo hematolégica foi
determinada em contador eletrénico. O
volume globular foi avaliado utilizando

centrifuga para técnica do microhematocrito
e quantificacdo em tabela padrdo, e a
dosagem de proteinas totais foi estimada
por refratbmetro  analégico  portatil
(MASTER-a). O perfil bioguimico foi
realizado para avaliar a funcdo hepdtica e
foram dosadas fosfatase alcalina (ALP),
aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e gamaglutamil
transferase (GGT) e para fungdo renal, as
concentracdes de ureia e creatinina. Além
disso, também foram realizadas dosagens
de célcio e fosforo sérico utilizando-se
aparelho analisador automatico bioguimico,
seguindo protocolo de Kits comerciais de
diagndsticos.

3.2.7. Coleta de amostras

Os animais, respeitando-se 0s tempos
estipulados para as analise T1 (15 dias) e
T2 (45 dias), foram submetidos a eutanasia
com sobredose de tiopental sodico (100
mg/kg) por via intraperitoneal.
Imediatamente apo6s, realizou-se necropsia,
sendo colhidas amostras de figado e rins, as
quais foram imediatamente fixadas em
formalina a 10%, neutra e tamponada para
analises histopatoldgicas.

3.2.8. Processamento e analise
histopatoldgica

As amostras de figado e rins foram
processadas segundo técnicas rotineiras de
inclusdo em parafina e posteriormente
seccionadas em cortes de 5uM e coradas
com Hematoxilina e Eosina. Esses cortes
foram avaliados em microscopio de luz a
fim de se descrever possiveis lesdes
histopatoldgicas.

3.2.9. Delineamento experimental e
analise a estatistica

Utilizou-se delineamento do tipo parcela
subdividida, onde os tratamentos foram as
parcelas e os tempos as subparcelas. Para
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comparacdo entre grupos em cada tempo
utilizou-se analise de variéncia inteiramente
casualizada seguida do teste de Student
Neumann Keuls para comparagdo entre
médias utilizou-se de teste t de Student
pareado. Para todos os testes considerou-se
nivel de significancia p < 0,05.

3.3. Resultados e discussao

Todos o0s animais apresentaram boa
recuperacdo anestésica e ndo houve
complicacBes em relacdo ao procedimento
cirrgico ou ao tratamento recebido.
Nenhum animal apresentou sinais clinicos
de toxemia ou alteragBes comportamentais.
Durante o periodo pos-operatério 0s
animais ganharam peso, sem que houvesse
diferenca entre grupos (Fig. 2).

Ganho de Peso
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Fig. 2: Médias e desvio padrdo referentes a
porcentagem de ganho de peso em ratos Wistar
submetidos a defeito 6sseo no fémur e tratados
com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos
de carbono associado a carbopol (NT) e
nanotubos de carbono associados a colageno
(NTCL) 15 dias ap6s a realizagdo do defeito.

3.3.1. Analises hematoldgicas

Os resultados do hemograma em TO e T1
(Tab. 1) ndo mostraram diferencas
significativas (p<0,05) na comparacédo entre
0s grupos. O mesmo ocorreu na
comparagdo de tempos entre cada grupo,
exceto para os valores de hemoglobina,
leucocitos e proteina total (Fig. 3), que

apresentaram uma diminuicdo (p < 0,05)
em seus valores. Esse achado pode ser
justificado pela variacdo no método de
coleta do sangue em TO e T1. Segundo
Campbell (2012) a coleta de sangue por
meio da cardiopungdo resulta em
diminuicdo da contagem de eritrocitos e
leucdcitos, na concentragdo de hemoglobina
e hematécrito quando comparada a
amostras obtidas pela venopuncéo da cauda.
Além disso, coletas de sangue com volume
superior a 7,5% do volume total de sangue
possuem efeitos biologicos para o
organismo. O grau e o0 tempo de
recuperacdo dependem da quantidade de
sangue colhido. O volume sanguineo pode
ser reestabelecido em 48h, entretanto, pode
levar mais de duas semanas para que todos
0s constituintes sanguineos voltem ao
normal. No presente estudo, a média de
peso dos animais foi de 3869 e o volume de
sangue colhido para as andlises
hematoldgicas e bioquimicas foi de 3ml,
superando 0S 7.5% mencionados
anteriormente. Em animais saudaveis,
volumes superiores a 20% do volume total
de sangue sdo colhidos sem que haja
prejuizo a salde do animal. Somente uma
diminuicdo maior que 10 % nos parametros
eritrocitarios possuem significancia clinica.
Como a diminuicdo desses pardmetros
ocorreu em diferentes grupos, foi
descartada qualquer associagdo desses
achados com a presenca dos NTCs. Apesar
dessa diminuicdo ser significativa, o0s
valores encontrados estdo de acordo 0s
valores de referéncia citados para a espécie,
segundo dados de Giknis e Clifford (2008).

No leucograma (Tab. 2), a comparagdo
entre 0s grupos no momento TO, apresentou
diferenca significativa (p<0,05) nos valores
de eosindfilos para o grupo CP (Fig. 4). Na
comparacdo entre 0s tempos, houve
diminuicdo significativa nos valores de
eosinofilos no grupo CP, linfécitos em
todos os grupos, exceto NT e neutrofilos
nos grupos NT e NTCL (Fig. 5). A
concentracdo de leucdcitos em roedores
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Tab.1: Parametros hematoldgicos apresentados como média + desvio padrdo de ratos Wistar submetidos a
defeito 6sseo no fémur e tratados com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono associado a
carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL) imediatamente antes do
procedimento cirdrgico (TO) e 15 dias ap6s a realizagdo do defeito (T1).

CP CL NT NTCL REF1*
Hemécias (x10°  TO 6,0+0,9 6,0+0,9 57+05 6,1+12 6.0
células/pL) Tl 6,0+£0,8 59+17 65+1,5 62+1,0 s

TO 353+1,8 36+372 353+34  359+30
Hematocrito (%) 38,5-52
Tl 342+24 319+73 378+34 363+17
Hemoglobina  TO  133+05 132+10 135+08  13,6+10
13,6-17,4
(g/dL) TL  122+05 11,7+21 125+13 12,5+0,3
Leucdcitos totais  TO 8,1+1,0 6,5+138 74+19 69+15 19111
(X109/L) T1  36+11  40+17  49+17  42+09 o
Proteina Total TO  7,7+0,2 76+0,2 77402 78402 c676
(g/dL) T1  73+03 72402 75+0,1 74402 o

*Giknis e Clifford, 2008

pode ser influenciada por varios fatores
como método de coleta, estresse, ciclo
circadiano e idade (Thrall, 2006). Como o0s
valores encontrados permaneceram dentro
dos parametros de normalidade, acredita-se
que as alteracbes possam ter sido
influenciadas por fatores externos como
estresse no momento da coleta. Ndo houve
relagéo entre as alteracdes encontradas com
a presenca dos NTCs, exceto para 0S
valores de neutrofilos, que diminuiram em
T1 apenas nos animais que foram tratados
com NTCs. N&do foram encontrados
resultados semelhantes a esse na literatura,
ao contrario, a presenca dos NTCs
induziram um aumento no numeros de
neutréfilos (Shvedova et al., 2008). Uma
das causas apontadas para diminuicdo na
contagem de neutrdfilos é seu intenso
consumo durante a resposta inflamatoria,
entretanto, ndo houve evidéncia de processo
inflamatério em nenhum dos animais
tratados com NTCs (Weiser, 2012). Apesar

dessa diferenca encontrada nos grupos NT e
NTCL, os valores permaneceram dentro dos
parametros de normalidade da espécie e por
isso ndo foram considerados clinicamente
relevantes.

3.3.2. Analises bioquimicas T1

A andlise do perfil renal e hepético dos
animais em T1 (AST, ALT, GGT, ALP,
creatinina e fosforo), ndo apresentou
alteracdes na comparagdo entre 0s grupos e
entre tempos (Tab. 3), exceto para 0s
valores de ureia (Fig. 6), que aumentaram
(p < 0,05) ao final, nos grupos CP e NTCL,
ndo demostrando qualquer relacdo com a
presenca de NTCs. Os resultados da
biogquimica  sérica, assim como no
hemograma, podem variar com a idade,
estado nutricional, condi¢gbes ambientais
(fotoperiodo, temperatura, estresse) e sexo
(Campbell, 2012).
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Fig. 3: Gréficos das médias e erros-padrdo dos valores hematolégicos de hemoglobinas, leucdcitos,
proteinas totais e hematdcrito de ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur e tratados com
carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono
associados a colageno (NTCL) imediatamente antes do procedimento cirlrgico e 15 dias apés a
realizacdo do defeito (# Dentro do mesmo grupo, difere de TO, p < 0,05).

A funcdo renal € monitorada por meio
avaliacdo dos niveis séricos de creatinina e
ureia, sendo o primeiro um indicador mais
fidedigno por sofrer menor influéncias de
fatores extra renais ( Magro e Vattino,
2007). As concentragOes séricas de ureia
aumentam com dietas ricas em proteinas,

devido ao aumento no metabolismo de
nitrogénio, ao invés de doencas renais.
Além disso, 0 aumento nas concentracoes
plasmaticas de ureia e creatinina s ocorrem
quando mais de 75% das fungdes renais
estdo comprometidas (Campbell, 2012).
Apesar dos valores de ureia e fosfatase
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Alcalina (ALP) encontrados tanto em TO
como em T1 diferirem dos citados por Trall
et al. (2008), estdo préximos aos relatados

por Oliveira (2012) para ureia e Olfert et al.
(1993) para ALP.

Tab.2: Diferencial do leucograma apresentado como média + desvio padrdo de ratos Wistar submetidos a
defeito 6sseo no fémur e tratados com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono associado a
carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL) imediatamente antes do
procedimento cirdrgico (TO) e 15 dias ap6s a realizagdo do defeito (T1).

CP NT NTCL REF1*
Leucdcitos TO 8,1+1,0 6,5+£1,8 7419 6,9+£15
Totais (x10° 1,98 -11,1
) T1 3611 40=x1,7 49=x17 42+09
células/pL)
Neutrdfilos
R TO 1,57+0,79 1,75+080 252+100 1,67+0,65
(x10" células/pL) 0,33-1,89
T1 0,97 £ 0,43 1,06+068 1,39+0,60 1,09x0,29
Linfécitos TO 5,88 £ 1,36 459+1,19 4,70£1,82 4,99+0,96
s 1,19-9,45
(x10° células/pL)
T1 2,50+ 0,85 280+121 322+1,17 2,85+0,88
Mondécitos TO 0,14 £ 0,09 0,11+0,13 0,14+0,13 0,16x0,19
s 0,03 -0,27
(x10 células/pL)
T1 0,14+0,11 0,10+0,08 0,25+0,10 0,20+0,18
Eosinéfilos (x10°  TO 0,17+0,12 0,03+0,04 0,02+0,04 0,07+0,08
0,01-0,19

células/pL)
T1 0,04 +0,02

0,04 +0,04 0,06+0,09 0,07+0,08

*Giknis e Clifford, 2008

N&o houve diferenca na comparacdo entre
grupos e entre tempos nos niveis séricos de
creatinina, entretanto, observou-se que no
grupo NTCL este valor superou os limites
de normalidade da espécie. Sendo assim, se
faz necessario uma avaliacdo histolégica
para que se possa concluir a verdadeira
importancia das alteragbes nos niveis
séricos de ureia e para verificar se 0s
tratamentos utilizados tiveram ou néo
influencia nestes resultados.

Na comparagdo entre tempos, houve
aumento (p < 0,05) nos niveis séricos de
calcio nos grupos NT e NTCL (Fig. 6).
Apesar desse aumento, os valores
encontrados permaneceram dentro  dos
parametros de normalidade. Estudos in vitro
revelam que os NTCs de parede multiplas,
gracas ao seu potencial negativo, s&o
capazes de atrair ifons de célcio,
promovendo aumento de sua concentracao
em meios de cultura (Shimizu et al., 2012).

39



Eosinofilos - T0

0.25+

0.20- T

0.054 i
ol | T
o S o
&

10° Células/uL
e o
s @

R

Fig. 4: Grafico das médias e erros-padrdo dos valores hematolégicos de eosinéfilos de ratos Wistar
submetidos a defeito 6sseo no fémur e tratados com carbopol (CP), coladgeno (CL), nanotubos de carbono
associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL) imediatamente antes
do procedimento cirdrgico (TO) (# p < 0,05).
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Fig. 5: Graficos das médias e erros-padrdo dos valores hematologicos de eosindfilos, linfocitos e
neutrofilos de ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur e tratados com carbopol (CP), colageno
(CL), nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno
(NTCL) imediatamente antes do procedimento cirdrgico e 15 dias ap6s a realizagao do defeito (# Dentro
do mesmo grupo, difere de TO, p < 0,05).
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Embora os niveis séricos avaliados neste
estudo tenham aumentado somente nos
grupos tratados com NTCs, ndo ha
evidencias suficientes para afirmar que este
aumento foi desencadeado pelos NTCs.
Assim como 0s demais pardmetros
bioquimicos e hematolégicos avaliados, as
concentragdes dos hormdnios responsaveis
pela regulacdo dos niveis plasmaticos de
célcio (paratorménio, calcitonina e 1,25

dihidroxivitamina  D3)  podem  ser
influenciadas pelo fotoperiodo e estresse.
Além disso, pequenas varia¢bes (5 — 10%)
na concentracao dos niveis séricos de calcio
podem estimular ou inibir a secre¢do do
paratormonio (Campbell, 2012). Sendo
assim, sdo necessarios maiores estudos para
afirmar que o uso de implantes 6sseos com
NTCs pode causar aumento dos niveis
séricos de calcio.

Tab.3: Avaliacdo bioquimica hepética apresentada como média + desvio padrdo de ratos Wistar

submetidos a defeito dsseo no fémur e tratados com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono
associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL) imediatamente antes
do procedimento cirdrgico (TO) e 15 dias apds a realizagdo do defeito (T1).

CP CL NT NTCL REF1*
AST TO  766%59 855+ 21,1 803+ 155  76,0%249
54 -192
(UL) Tl 708%192 60,4 24,7 972914  727+137
ALT TO 417+123  407+188 59,9+ 14,8 550+ 17,4
52— 144
(UL) Tl 478%116  49,6+297 37,169 53,9+ 12,9
TO  32x16 45%33 33209 29%23
GGT (mg/dl) -
TL 26219 7171 16+1,2 4487
ALP TO 2972912 2444203  1976£615 2706+ 06,5
40191
(UL)  T1 2741+1129  177,0273,8  2402+57,1 2485+ 06,0

* Thrall et al., 2012

3.3.3. Anélises bioquimicas (T2)

Nos resultados das analises bioquimicas,
observou-se que as enzimas hepaticas AST,
ALT e GGT estiveram dentro do limite de
normalidade estabelecido para a espécie nos

tempos TO e T2. J& a ALP apresentou
valores acima dos citados como referéncia
no grupo CL em TO e nos grupo NT em T2
(Tab.5). A anélise estatistica mostrou que
houve diferenca significativa (p < 0,05) na
comparagado entre grupos.

41



Tab.4: Avaliacdo bioquimica dos valores de ureia, creatina, calcio e fosforo apresentados como médias +
desvio padrBes de ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur e tratados com carbopol (CP),
colageno (CL), nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a
colageno (NTCL) imediatamente antes do procedimento cirGrgico (TO) e 15 dias ap6s a realizagdo do

defeito (T1).

CP CL NT NTCL REF1*
Ureia TO 419+64 40,6+58 36,7 £4,0 40,0 % 6,0 515
(mgidl)  T1 49,8+58 429472 472+129 60,7 + 23,6
Creatinina  TO 070, 08+0,1 09+0,2 08+£0,1 05 14
(mgidl)  T1 1,0+0,7 0,9+0,2 08+0,2 16+272
Calcio  TO 94+28 71+14 74+20 59+17
(mg/dl)  T1 11,0+ 1,5 8,6 +4,0 103+12 83+18 76126
Fosforo 10 83+1,.2 8,2+1,0 73+1,0 75+0,7 613
(mg/idl)  T1 77+12 8,6+18 82+1,7 76+08
* Thrall et al., 2012
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Fig. 6: Graficos das médias e desvio padrdes dos valores séricos de ureia e célcio de ratos Wistar
submetidos a defeito 6sseo no fémur e tratados com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono
associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL) imediatamente antes
do procedimento cirdrgico e 15 dias ap0s a realizagdo do defeito (*) (# p<0,05).
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Tab. 5: Avaliagdo bioquimica hepatica apresentada como média + desvio padrdo de ratos Wistar
submetidos a defeito 6sseo no fémur e tratados com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos
de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL)
imediatamente antes do procedimento cirdrgico (T0) e 45 dias apds a realizagdo do defeito (T2).

CP CL NT NTCL REF1*

AST TO 81,03 +16,39 83,71 £ 17,67 99,96 + 33,95 86,37+ 32,53
ULy T2 55,93 + 3,98 70,44 + 21,69 56,71+ 8,26 56,68 + 7,18 >
ALT TO 41,98 + 4,61 38,55+8,71 37,18+ 2,78 34,94+ 2,72
(uL) T2 51,11+ 9,35 63,95 + 18,63 50,19 + 6,53 56,98 + 16,58 b2 dad
GGT TO 4,06 £2,13 3,64 £ 2,77 3,39+1,51 4,27 + 3,32

(mg/dl) T2 5,81+ 2,56 5,12+ 2,39 5,51+2,58 5,73+2,89
ALP TO  140,61+38,87 273,21+2423 184,77 +48,70 123,61+ 45,01 40- 191
(UL) T2 170,75%+60,63 172,36 £34,04  194,92+4154  123,33+4541

* Thrall et al., 2012

Em TO, o grupo CL apresentou valores
significativamente maiores (p < 0,05) que
0s grupos NTCL e CP. Entretanto, ndo
houve diferenca entre grupos no momento
T2 (Fig.7). Na comparagdo entre tempos
observou-se uma diminuicdo (p < 0,05) de
AST nos grupos NT, e CP e um aumento (p
< 0,05) de ALT nos grupos NT, NTCL e
CL (Fig. 8).
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Fig. 7: Gréafico das médias e erros-padrdo dos
valores séricos de fosfatase alcalina (ALP) de
ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no

fémur, tratados com carbopol (CP), coldgeno
(CL), nanotubos de carbono associado a
carbopol (NT) e nanotubos de carbono
associados a Colageno (NTCL) imediatamente
antes do procedimento cirargico ( TO) e 45 dias
apés a realizacdo do defeito (T2). Letras
diferentes indicam diferenca (p<0,05). Na
comparagdo entre grupos (a#beab=aeb).

Apesar da enzima ALT ser mais especifica
que a AST na avaliagdo de lesbes hepaticas,
nos roedores, essa enzima também possui
atividade no intestino, rins, coracéo,
muasculos  esqueléticos e  cérebro.
Alteracbes como dano muscular severo
podem levar o aumento sérico desta enzima

(Campbell, 2012), que poderia ser
justificado pela lesdo cirurgica. Entretanto,
nesse estudo ndo foram realizadas

avaliaces que pudessem confirmar o
aumento da ALT devido a lesdo muscular,
como por exemplo a mensuracdo dos niveis
séricos de creatina quinase (CK).

Os niveis de ALT nos grupos CL, NT e

NTCL em T2, ndo ultrapassaram os valores
de normalidade para a espécie. Ha relatos
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na literatura de valores semelhantes aos
encontrados nessa avaliacdo (Olfert et al.,
1993), porém, o aumento significativo em
T2 sugere uma maior atividade dos
microssomas hepéticos, responsaveis pela
metabolizagcdo de diversas substancias no
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organismo  (Oshima-Franco e Franco,
2003). Nao houve relagdo entre 0 aumento
das enzimas hepaticas com a presenca dos
NTCs, ja que o grupo CL, que nédo recebeu
NTCs, também apresentou aumento da
ALT.
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Fig. 8: Gréaficos das médias e erros-padrdo dos valores séricos de aspartato aminotrasferase (AST) e
alanina aminotrasferase (ALT) de ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur, tratados com
carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono
associados a colageno (NTCL) imediatamente antes do procedimento cirdrgico ( TO) e 45 dias ap6s a
realizacdo do defeito (T2). # indicam diferenca entre os tempos (p<0,05).

Na avaliagdo do perfil renal observa-se que
os valores de creatinina estiveram dentro
dos valores de referéncia citados, enquanto
os de ureia apresentaram aumento em
relagdo a estes (Tab. 6). N&do houve
diferenca significativa (p < 0,05) desses
valores na comparagdo entre 0S grupos em
TO e T2, entretanto, na comparacio entre
tempos houve aumento dos niveis séricos
de ureia em todos o0s grupos, exceto em NT
e nos niveis de creatinina nos grupos NTCL
e NT (Fig. 9). Apesar dos valores de ureia
estarem acima dos valores relatados por
Thrall et al. (2012) estdo préximos aos
encontrados por Oliveira (2012). Varios
fatores podem causar 0 aumento dos niveis
séricos de ureia no organismo e esses
podem ser classificados em pré-renais,

renais ou pdés-renais. Entre as causas pré-
renais destacam-se: hipovolemia,
hemorragias, aumento do catabolismo
proteico e niveis aumentados de cortisol
(Tripathi et al.,, 2011). Nos resultados
observa-se que 0 aumento de ureia ocorreu
independente da presenga dos NTCs, 0 que
pode sugerir influéncia do aumento dos
niveis de cortisol desencadeado pelo
transporte, contencéo e coleta do sangue.

Apesar  dos  niveis de  creatina
permaneceram dentro dos valores de
referencia em T2, houve diferenca na
comparagdo entre tempos apenas nos
grupos tratados com NTCs. Nao ha relatos
na literatura que correlacione a presenca de
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NTCs ao aumento dos niveis sérios de ureia
e creatina.

O célcio sérico manteve-se dentro dos
pardmetros de normalidade para a espécie
em TO e T2. Na comparacdo entre grupos
ndo foram observadas diferencas relevantes,
entretanto, na comparacdo entre tempos
houve diferenca nos grupos CP, NT e CL
(Fig. 10). As concentracdes plasmaticas de
calcitonina em ratos sdo extremamente
variaveis com a idade, ciclos de claro e
escuro e esforco (Campbell, 2012). Apesar

de in vitro culturas de osteoblastos
apresentarem aumento das concentragdes de
calcio na presenca de NTCs (Shimizu et al.,
2012), tal mudanca ndo pode ser observada
nas concentracbes séricas de célcio. O
aumento deste na comparacdo entre 0s
tempos ocorreu em diferentes grupos
independente da presenca dos NTCs.
Também ndo foi possivel estabelecer uma
correlacdo do aumento de calcio com o0s
grupos tratados com carbopol ou colageno,
por isso, acredita-se que esse aumento nao
foi influenciado pelos tratamentos usados.

Tab. 6: Avaliacdo bioquimica da ureia, creatinina e calcio apresentados como médias + desvio padrfes de
ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur e tratados com carbopol (CP), coladgeno (CL),
nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL)

imediatamente antes do procedimento cirtrgico (T0) e 45 dias apés a realizagdo do defeito (T2).

CP CL NT NTCL REF1*
Ureia TO 38,40+6,45 38,61+6,36 38,61 + 6,36 34,61+4.21
(mg/dl) T2 48,11+7,11 4931+10,32 50,47+1509  43,02+3,14 149
Creatinina TO 0,57+0,16 1,07 +1,19 0,49 + 0,06 0,47+0,10
(mg/dl) T2 0,85+0,48 1,20+ 0,32 1,07 +0,23 1,06 £0,34 0544
Célcio TO 9,21+1,34 8,86+ 1,15 8,48+ 1,24 10,11+ 1,25 76126
(mg/dl) T2 11,77+094 10,80+ 0,58 11,37+1,91 11,41+ 1,67

* Thrall et al., 2012
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Fig. 9: Gréaficos das médias e erros-padrdo dos valores séricos de ureia e creatinina de ratos Wistar
submetidos a defeito 6sseo no fémur tratados com carbopol (CP), coladgeno (CL), nanotubos de carbono
associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL) imediatamente antes
do procedimento cirdrgico ( TO) e 45 dias apos a realizacdo do defeito (T2). # indicam diferenca entre os
tempos (p<0,05).
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Fig. 10: Grafico das médias e erros-padrao dos valores séricos de calcio de ratos Wistar submetidos a
defeito dsseo no fémur, tratados com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono associado a
carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL) imediatamente antes do
procedimento cirtrgico ( TO) e 45 dias ap0ds a realizagdo do defeito (T2). # indicam diferenga entre os
tempos (p<0,05).
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3.3.4. Avaliacao histopatologica

Na avaliagdo histoldgica dos 6rgéos, figado
e rins, ndo foram observados sinais de
inflamacéo, presenca de NTCs, ou outras

alteracBes relevantes em relacdo a
citotoxicidade do material implantado nos
grupos tratados durante os tempos T1 (Fig.
11e12)e T2 (Fig.13 e 14)

Fig. 11: Fotomicroscopia (20x) de seccOes transversais do figado de ratos Wistar corados com
hematoxilina e eosina, 15 dias apo6s a realizacdo do defeito 6sseo no fémur. Observa-se a integridade dos
hepatdcitos em torno de uma vénula central (F) nos grupos (A) carbopol (CP), (B) grupo colageno (CL),
(C) carbopol associados a nanotubos de carbono (NT) e (D) nanotubos de carbono associados colageno

(NTCL).

Ha duas situacdes em que os NTCs podem
apresentar alteracdes citotdxicas: a primeira
seria um exposicao acidental, por meio da
inalacdo de aerossOis durante a producgdo
dos NTCs e a segunda como resultado de
uso nas areas biomédicas (Boczkowski e
Lanone, 2007). Os estudos que relatam
respostas citotdxicas mais graves estdo, na
maior parte dos casos, relacionados a
primeira forma de exposic¢do, onde os NTCs

sdo inalados em sua forma natural ou seja
sem que tenham sido submetidos a processo
de funcionalizacdo ou mesmo purificacdo
(Lam et al., 2004; Shvedova et al., 2005;
Mangum et al., 2006). Resultados
demonstram que a inalacdo de NTCs de
parede simples ndo purificados é capaz de
induzir resposta inflamatéria e estresse
oxidativo, culminando no desenvolvimento
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de pneumonia granulomatosa multifocal e
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fibrose intersticial (Shvedova et al., 2008).

Fig. 12: Fotomicroscopia (20x) de seccBes transversais do rim de ratos Wistar coradas com hematoxilina
e eosing, 15 dias apds a realizagdo do defeito 6sseo no fémur. Observa-se a integridade dos glomérulos e
dos tubulos renais nos grupos (A) carbopol (CP), (B) grupo colageno (CL), (C) carbopol associados a

nanotubos de carbono (NT) e (D) nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL).

Em relacdo a segunda situacdo, hd um
grande numero de resultados controversos
em sobre & distribuicdo e toxicidade dos
NTCs. Essa diversidade se d& gracas as
diferentes propriedades de superficie,
concentragdes, pureza, funcionalizacdo e
vias de administracdo dos NTCs (Ai et al.,
2011), o que torna dificil a comparagéo dos
resultados encontrados neste estudo com
resultados ja relatados. Por exemplo, estudo
conduzido in vivo demostrou que a
administracdo de NTCs de parede simples
injetados por via intravenosa em
camundongos causou aumento das enzimas
hepaticas, ALT e AST de forma dose
dependente, mesmo 90 dias ap6s sua

aplicagdo. Embora tenha sido observado
aumento dessas enzimas e agregados de
NTC no figado, pulmédo e baco, a analise
histopatoldgica nao apresentou
comprometimento desses tecidos, exceto
nos pulmdes onde foi encontrado infiltrado
inflamatério (Yang et al., 2008). A
administracdo de NTCs de parede multiplas
na corrente sanguinea também levou ao
acumulo desses nos pulmdes, figado e baco.
Segundo relatado, a toxicidade foi
inversamente proporcional & capacidade de
dispersdo dos NTCs e apesar da presenca
desse material no figado ndo foram
observados alteraces nos niveis séricos de
AST e ALT (Qu et al., 2009). A injecdo
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intraperitoneal de NTCs de parede simples,
funcionalizados com grupos carboxilas,
apresentou resultados semelhantes. Houve
aumento de espécies reativas de oxigénio e
de marcadores hepatotoxicos, além de
serem observadas alteragdes na morfologia
hepatica (Patlolla et al., 2012). Apesar de as
variaveis analisadas serem semelhantes as
realizadas neste estudo, a via de
administracdo, a quantidade e o método de
funcionalizacdo e o tempo de permanéncia
dos NTCs no organismo foram diferentes, o
gue pode justificar os diferentes resultados.
Cada vez mais estudos comprovam que 0
potencial citotoxico desse material €
influenciado por vérios fatores como
estrutura, comprimento, area de superficie,

grau de agregacdo, topologia de superficie,
grupos funcionais, métodos de producao,
concentracdo e dose oferecida as células ou
organismos. Entretanto, o tamanho dos
NTCs tem tido destaque na inducdo de
processos inflamatérios  devido &
incapacidade dos macréfagos de fagocitar
particulas maiores que 20um (Vardharajula
et al., 2012). Estudos demonstram que as
concentragdes seguras de NTCs estdo por
volta de 40pg/ml e o tamanho de
aproximadamente 10pm (Firme e Bandaru,
2010). Os NTCs usados neste estudo estdo
de acordo com a concentragdo e tamanho
considerado seguro para que ndo haja
inducéo de efeitos citotoxicos.

Fig. 13: Fotomicroscopia (20x) de seccgles transversais do figado de ratos Wistar corados com
hematoxilina e eosina, 45 dias apo6s a realizacdo do defeito 6sseo no fémur. Observa-se a integridade dos
hepatdcitos em torno de uma vénula central (F) nos grupos (A) grupo carbopol associado a nanotubos de
carbono (NT), (B) nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL), (C) colageno (CL) e (D)
carbopol (CP).
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Pouco se sabe a respeito dos efeitos
sisttmicos dos NTCs quando usados como
biomateriais na regeneracdo 0Ossea. As
pesquisas in vivo, at¢é o0 momento,
mantiveram-se restritas a seus efeitos
locais, apresentando resultados promissores
como biocompatibilidade, osteointegragdo e
osteocondugdo (Sitharaman et al., 2008;
Usui et al., 2008; Shing et al., 2010).

Apesar de ndo terem sido observadas
alteragbes histologicas no figado e rins,
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observou-se no perfil renal e em algumas
enzimas hepéticas. Por isso faz-se
necessario a realizacdo de mais estudos que
esclaregam como ocorre a metabolizacéo
dos NTCs e consequentemente, se podem
ou ndo representar risco a salde animal.
Até o momento, a utilizagdo dos NTCs
requer cautela, principalmente em animais
portadores insuficiéncia renal e
hepatopatias.

i

= e S

Fig. 14: Fotomicroscopia (20x) de seccBes transversais do rim coradas com hematoxilina e eosina, de
ratos Wistar 45 dias ap0s a realizagéo do defeito 6sseo no fémur. Observa-se a integridade dos glomérulos
e dos tObulos renais nos grupos (A) grupo carbopol associado a nanotubos de carbono (NT),
(B)nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL), (C) colageno (CL) e (D) carbopol (CP).

50



3.4. Conclusao

Os resultados obtidos com este estudo
demonstram que a utilizagdo de NTCs
como biomaterial na regeneracdo 6ssea ndo
induziu alteracdes significativas (p < 0,05)
nas analises hematoldgicas e histoldgicas de
figado e rins de ratos Wistar nos periodos

de 15 e 45 dias. Entretanto, o aumento dos
niveis séricos de creatinina apenas nos
grupos tratados com NTCs sugere
influencia deste material na funcdo renal.
Por isso, é precoce qualquer afirmagdo em
relacdo a seguranga dos NTCs usados como
biomaterial na regeneracdo 6ssea. Para isso
mais estudos séo necessarios.
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4. CAPITULO 3: REGENERACAO OSSEA EM RATOS WISTAR TRATADOS COM
NANOTUBOS DE CARBONO: HISTOPATOLOGIA E EXPRESSAO GENICA DE
FATORES DE CRESCIMENTO, E MEDIADORES INFLAMATORIOS

RESUMO

A regeneracdo Gssea, em casos clinicos onde houve grande perda de massa 6ssea, pode ndo
ocorrer de maneira adequada, sendo necessario 0 uso de materiais que auxiliem nesse processo
de reparo. A descoberta de novos materiais biocompativeis capazes de mimetizar a matriz
extracelular ¢ um dos passos mais importantes no avanco nas pesquisas de bioengenharia
tecidual. Gragas as suas propriedades fisicas e quimicas, os NTCs tém tido destaque nessa
busca. Além das caracteristicas favoraveis a sua aplicagdo como matriz extracelular, ha grande
expectativa em relacdo ao seu potencial osteoindutor. Sendo assim, objetivou-se com esse
trabalho avaliar a histologia e a expressdo génica de fatores de crescimento e mediadores
inflamatdrios envolvidos na fase inicial do processo de regeneracdo Gssea. Para isso foram
usados 28 ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur de 2mm de didmetro, estendendo-se
de cortical a cortical e preenchidos com carbopol 2%, colageno, NTCs associados ao carbopol e
NTCs associados ao colageno. Apds 15 dias 0s animais foram eutanasiados e 0s 0ssos tratados
coletados. Para a andlise da expressdo génica os genes foram agrupados de acordo com a
resposta gerada e demonstrou-se que nos grupos NT e CL 0s picos ocorreram para 0S genes
envolvidos na resposta imediata e inflamatdria, enquanto para o grupo NTCL para 0s genes
marcadores da diferencia¢do de osteoblastos, formacdo dssea e de tecido conectivo. Na anélise
histoldgica ndo foi observado infiltrado inflamatdrio, formacdo de capsula fibrosa ou outros
sinais de citotoxicidade em nenhum dos grupos. Nos grupos tratados com NTCs observou-se
grande numero de vasos sanguineos, presenca de granulos de NTC intracitoplasméticos e
envoltos por ostedides. Os achados histoldgicos e as analises de expressdo génica sugerem uma
melhor resposta do processo de reparo na presenga dos NTCs.

Palavras chave: PCR; osteoindugéo; biocompatibilidade; biomaterial

regenerativo, que muitas vezes é
insuficiente para que o reparo completo
aconteca (Dimitriou et al., 2011). Embora o
enxerto autdlogo seja usado na rotina
ortopédica, algumas desvantagens como
guantidade limitada e morbidade do local

4.1. Introducéo

A regeneracdo 6ssea € um evento
fisiologico, complexo e bem orquestrado
que pode ser observado durante a
recuperacdo de uma fratura. Em algumas

condicbes  clinicas, onde  grandes
guantidades de o0sso neoformado sé&o
necessarias para reconstrucdo de defeitos
gerados por traumas, infecgbes ou
resseccOes tumorais, existem recursos que
podem ser usados na melhoria do processo

doador contribuem para o desenvolvimento
de novos biomateriais (Lutolf et al., 2003).

Encontrar novos materiais biocompativeis

capazes de mimetizar a matriz extracelular
natural, permitindo a regeneracéo tecidual e
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fornecendo condices ideais para a adesao e
migracdo celular, € um dos passos mais
importantes no avango dessas pesquisas.
Quatro componentes sdo considerados
essenciais para o desenvolvimento da
engenharia tecidual: matriz extracelular
(MEC), células, citocinas e um bioreator.
Sendo assim, para sintetizar uma matriz
organica que mais se assemelhe & natural,
deve-se fornecer as células indiferenciadas
tudo que elas precisam para se desenvolver
(Tonelli et al., 2012).

Um dos destaques nessa busca por novos
matérias sdo o0s nanotubos de carbono
(NTCs). Gragas a suas propriedades Unicas
como baixo peso, alta condutividade
elétrica, estabilidade quimica,
condutibilidade térmica, forca mecénica e
facil incorporacéo de grupos funcionais, sua
aplicagdo na engenharia tecidual tem tido
resultados promissores (Harrison et al.,
2007). Além disso, 0 auto grau de
flexibilidade e elasticidade, a presenca de
poros de didmetro similar a MEC e sua
grande area de superficie de contato sdo
outras importantes caracteristicas que
contribuem para sua aplicacdo como MEC
(Wong et al., 1997; Raymundo-Pinero et
al.,, 2002). Gragas aos mecanismos de
funcionalizacéo, melhoras nas propriedades
de solubilidade e dispersdo foram obtidas,
assim como a possibilidade de adi¢do de
novas particulas em sua cadeia, tornando o0s
NTCs ainda mais eficientes na tentativa de
mimetizar a MEC (Tonelli et al., 2012).

Relatos do uso dos NTCs em culturas de
osteoblastos mostraram que a proliferacéo
celular ndo foi prejudicada e que a
diferenciagdo celular e mineralizagdo foram
melhoradas na presenca desses
(Bhattacharya et al., 2010).

Também foi observado, em culturas de
fibroblastos e osteoblastos em contato com
0 NTCs, alto grau de viabilidade celular,
rapida sintese de colageno tipo | e auséncia

de citocina pro-inflamatéria IL-6 e de
radicais livres (Cholpek et al., 2006). Além
de atuarem como arcabou¢o para 0
crescimento celular, os NTCs sdo capazes
de transportar em sua cadeia, fatores de
crescimento  que  contribuem  para
diferenciacdo de células progenitoras. Essa
nanobiointerface pode assegurar o controle
do comportamento celular e, portanto
otimizar a regeneracgdo tecidual (llie et al.,
2012).

Apesar de todos 0s avangos, pouco Se sabe
a respeito do potencial de acdo dos NTCs in
vivo. Para melhor entender quais o0s
mecanismos envolvidos na proliferacdo e
diferenciagdo celular induzida pelos NTCs,
este trabalho teve como objetivos avaliar a
histologia e a expressdo génica de fatores
de crescimento, e mediadores inflamatdrios
envolvidos na fase inicial do processo de
regeneragdo 0ssea.

4.2. Material e método
4.2.1. Infraestrutura e animais

Utilizaram-se as bases fisicas e a
infraestrutura  dos  Departamentos de
Morfologia e de Bioguimica do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG e do
Laboratério de Nanomateriais do Instituto
de Ciéncias Exatas da UFMG. O protocolo
de experimentacdo desenvolveu-se nas
dependéncias fisicas dos Departamentos de
Clinica e Cirurgia Veterinarias, Biotério,
Laboratério de  Técnica  Cirdrgica
Veterindria, Laboratério de Patologia
Veterinaria e Laboratorio de Toxicologia,
todos na Escola de Veterindria — UFMG.
Utilizaram-se 28 ratos machos adultos da
espécie Rattus novergicus, variedade
Wistar, de trés meses de idade com média
de peso de 400g, provenientes do biotério
da Faculdade de Farmacia da UFMG. Os
animais foram mantidos no CEPA (Centro
Experimental de Pequenos Animais) da
EV/UFMG, acondicionados em caixas
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plasticas com quatro ratos/caixa, sendo
submetidos a ciclos de claro-escuro de 12h,
em ambiente com temperatura controlada.
Os animais foram desverminados com
tiabendazol e submetidos a um periodo de
adaptacdo de 30 dias. Durante todo periodo
experimental, 0s animais recebem racdo
comercial para roedores (22% de proteina
bruta, 1,4% de célcio, 0,6% de fdsforo,
além de micronutrientes) e dgua ad libitum.
O projeto foi desenvolvido seguindo o0s
principios éticos preconizados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da
UFMG (projeto aprovado sob protocolo n®
236/2011 (Anexol).

4.2.2. Protocolos anestésico e
cirargico

Quinze minutos antes do procedimento
cirdrgico, 0S animais receberam
antibioticoterapia profilatica com cefalotina
sodica (30mg/kg, SC) e medicacdo pré-
anestésica com cloridrato de tramadol
(2mg/kg, SC). A inducdo e manutencdo
anestésica foram feitas com isoflurano,
sendo a inducéo feita em caixa anestésica e
a manutencdo por meio de mascara em
sistema semiaberto. Logo apds a inducéo, o
animal foi pesado em balanga de preciséo.
Para evitar a hipotermia, foram colocadas
bolsas de &gua quente sob a mesa onde o
animal estava posicionado para realizagéo
do procedimento cirurgico.

Apos a tricotomia e antissepsia do membro
posterior esquerdo foi realizada incisdo de
pele e do tecido subcutaneo, na face lateral
da coxa, abrangendo desde a regido da
epifise proximal do fémur, até a distal.
Realizou-se a incisdo da fascia lateral,
seguida de divulsdo das porgdes cranial e
caudal do muasculos biceps femoral e
deslocamento cranial do quadriceps lateral
no fémur, expondo-se sua diafise. Uma
placa de neutralizacdo de titanio, fixada por
quatro parafusos com espagcamento no
meio, com 15 mm de espessura, foi

posicionada na por¢do dorso-lateral do
fémur para prevenir a fratura deste apos a
realizacdo do defeito. Apds a colocacdo da
placa foi realizado defeito ésseo com 2mm
de didmetro na diafise média do fémur, se
estendendo da cortical lateral até a cortical
medial produzidos por um broca de aco de
mesmo didmetro montada em uma
microrretifica. A fim de se evitar o
aquecimento dos tecidos, tal procedimento
foi realizado em constante irrigacdo com
solugdo salina 0,9%. O defeito foi
preenchido de acordo com o tratamento
estabelecido em cada grupo experimental.
Em seguida, o0s masculos foram
aproximados empregando-se padrdo de
sutura simples continuo com fio absorvivel
de poligrecapone nimero 000 e a pele
suturada com padrdo continuo intradérmico,
sendo utilizado o mesmo fio.

Ap0s a cirurgia, 0s animais foram mantidos
em caixas aquecidas até completa
recuperagdo anestésica, mantendo-se a
temperatura ambiente em 37°C. O controle
da dor foi realizado com cloridrato de
tramadol (2mg/kg, SC), administrado a
cada 8h, via oral, durante trés dias.

4.2.3. Grupos experimentais

Os animais foram divididos de forma
aleatdria, em quatro grupos, cada um com
sete animais conforme o material usado
para preenchimento do defeito,: sendo
avaliados 15 dias apdés a realizacdo do
defeito

e Grupo Carbopol (CP): carbopol (gel
inerte).

e Grupo Coléageno (CL): gel de colageno

e Grupo Nanotubo de carbono (NT): NTC
multiwall na concentragdo de 8% em
carbopol.

e Grupo Nanotubo + colageno (NTCL):
NTC multiwall na concentracdo de 8% em
colageno
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4.2.4. Sintese do composto gel de
coldgeno + NTC multiwall

O colégeno foi cedido pelo Laboratoério de
Matriz Extracelular e Desenvolvimento do
Departamento de Morfologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais. A obtengdo do
colageno tipo | foi realizada a partir de
caudas de ratos coletadas assepticamente,
lavadas trés vezes em agua e trés vezes em
alcool 70%e em seguida armazenadas em
freezer -70C, conforme descrito por Kitten
et al., (1996). Para extracdo do colageno as
caudas foram submersas em &cido acético
na concentracdo 0.5 mol/L durante 48h a
temperatura de 4°C. A solugdo resultante
foi filtrada em varias camadas e gaze para
remogdo de pequenos vasos e debris
teciduais. O filtrado resultante foi
centrifugado (14,000g) durante uma hora. O
sobrenadante foi coletado e dializado por
meio de trocas de 4cido acético (0.02
mol/L), mantidos em geladeira a 4C durante
um periodo de trés dias. A concentracdo
final da solucdo de colageno usada no
presente estudo foi de 5.6 mg/mL contendo
mais de 98% de colageno Tipo I. Apos a
adicdo dos meios para ajuste do pH (~pH
7,4), as moléculas de colageno
solubilizadas nessa solucdo se associam
formando fibrilas que subsequentemente
formardo um gel tridimensional estavel.

Nanotubos de carbono de mdltiplas paredes
( NWNT multiwalled nanotubes) crescidos
por CVD (Chemical Vapour Deposition)
usando como fonte precursora de carbono o
gas etileno C2H4 e gas de arraste Ar
(argbnio) e como suporte de crescimento
Oxido de magnésio dopado com Fe e Co na
proporcdo 5%Fe5%Co em peso. A
temperatura de crescimento foi de 750 C e o
tempo de 30 minutos. Ap6s a producdo os
NTCs passaram por um processo de
purificacdo no qual esses sdo submetidos a
um tratamento térmico a 390 C durante 30
minutos sob atmosfera ambiente de modo a
queimar residuos de carbono amorfo. Em

seguida um tratamento com HCI/H20
50/50 durante 24 h de modo a eliminar o
Oxido de magnésio e as particulas de éxido
de ferro e cobalto presentes no material. Em
seguida realizou-se ultrafiltragdo e lavagem
com agua DI usando filtro Millipore de 4
micra em PTFE com vérias passagens de
agua para ajuste do pH (~7) Para tornar os
NTCs hidrofilicos e possibilitar sua
interacdo com sistemas bioldgicos eles
foram adicionados a uma mistura de
H2SO4/HNO3 1:3 sob acdo de radiacdo de
microondas Na sequencia os NTCs foram
submetidos a sucessivas lavagens com agua
deionizada para retirada do &cido e em
seguida centrifugados. Por se tratar de um
material em p6, os NTCs precisaram de um
veiculo para tornar  possivel  sua
implantagéo no defeito realizado no fémur.
Os veiculos usados nesse trabalho foram o
carbopol 2% e o gel de colageno
Inicialmente, os MWNTC  foram
esterilizados em autoclave a temperatura de
121°C, para logo apds, serem diluidos em
adgua ultra pura na concentracdo de
800ug/mL. Essa diluicdo foi realizada
inicialmente em banho de ultrassom durante
30 min. Em seguida, a solucdo foi diluida
em sonicador de ponta, em ciclos de 30
segundos e intervalos de 10 segundos
imerso em gelo, repetidos cinco vezes.

Apos sua diluigdo em agua, os NTCs foram
misturados ao colageno e/ou carbopol,
conforme a determinagéo descrita a seguir:

e Para 1mL da solucdo de NT = 0,1ml de
solucdo de MWCNT + 0,65ml de &agua
destilada + 0,25 ml de carbopol 2%

e Para 1mL da solucdo de NTCL =0,1ml de
solucdo de MWCNT + 0,41ml de &gua +
0,36ml de colageno + 0,1ml de meio +
0,015 ml de NaOH o que resultou em uma
solucédo final de coladgeno na concentracéo
de 2mg/ml.
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4.2.5. Coleta de amostras

Quinze dias ap6s a inducdo da lesdo e
tratamento, os animais foram submetidos a
eutanasia com sobredose de tiopental
sodico (100 mg/kg) por via intraperitoneal.
Imediatamente apos, realizou-se necropsia.
Os fémures esquerdos de todos os animais
foram colhidos e dissecados, quatro foram
seccionados transversalmente, isolando o
terco médio da diafise correspondente a
regido do defeito 0Osseo realizado e
imediatamente apds a coleta, congelados
em nitrogénio liquido e mantidos em
freezer — 80° C, para posterior analise
molecular. As demais amostras de 0sso
foram fixadas em formalina tamponada
10% para analise histopatoldgica.

4.2.6. Analise de expressao génica

As amostras de fémures congelados foram
utilizadas para determinacdo da expresséo
génica de fatores de crescimento, citocinas
e proteinas de processo inflamatdrio,
descritos no Quadro 1, na qual os genes em
negrito, considerados normalizadores,
foram usados para realizacdo das analises.
Para isso foram realizadas analises de PCR
guantitativo SYBR em tempo real. Estas
analises foram realizadas segundo técnicas
de rotina do Laboratério de Sinalizacéo
Celular e Nanobiotecnologia. Para tanto, 0s
MRNAs foram extraidos com reagente
Trizol (Invitrogen) de acordo com as
recomendacbes do  fabricante.  As
amplificacbes de PCR foram realizadas
usando um GeneAmp 5700 (Perkin-Elmer).
As reacOes, executadas em uma mistura
com 10 pL de volume final contendo
tampdo 1x SYBR PCR (Perkin-Elmer),
1000 uM de cada dATP,dCTP, dGTP e
dUTP, 0,125 U/uL AmpliTag Gold, 0,05
U/WlAmpEraseUNG (uracil-N-glicosilase),
15 mM MgCI2, e 900 nM de cada primer.
O protocolo do PCR foi feito a 5 minutos
de desnaturacdo a 95 °C e 50 ciclos a 1 min
para anelamento e elongacéo a 60°C, e 10 s

de desnaturacdo a 95°C. A fluorescéncia foi
detectada ao final de cada fase de extensdo.
Realizou-se a incubacdo da AmpErase
UNG a 50°C por 2 min para prevenir a
reamplificacdo dos produtos do PCR, e a
ativacdo da AmpliTaq Gold polimerase a
95°C por 10 min. Para excluir a
contaminacdo de produtos inespecificos da
PCR tais como os dimeros de primer, a
andalise da curva de dissociacédo foi aplicada
a todos os produtos ao final da ciclagem. Os
grupos foram analisados separadamente,
sendo considerado o pool de todos os
individuos para cada tipo de gene
pesquisado. Os resultados foram analisados
de acordo com a expressdo relativa dos
genes, ou seja, a quantificacdo das
mudancas do gene alvo teve como
referéncia a quantificagdo do grupo
controle.

4.2.7. Processamento e analise
histologica

As amostras de fémur foram submetidas a
processo de descalcificacdo em solucdo de
acido férmico a 24%, sendo esta solucéo
trocada a cada 2 dias, durante 45 dias. Apds
a completa descalcificacdo, os 0ssos foram
lavados em agua corrente durante 24h.
Realizou-se a retirada das epifises proximal
e distal, a diafise resultante foi seccionada
longitudinalmente em duas metades iguais,
em seguida processadas pelas técnicas de
rotina para inclusdo na parafina. As
seccOes histologicas de 5 micrémetros
foram realizadas longitudinalmente e na
sequencia coradas segundo a técnica de
hematoxilina e eosina e avaliadas em
microscépio de luz, a fim de se descrever o
processo cicatricial no foco da fratura.
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QUADRO.1: Descricdo dos primers, forward e reverse, usados nas analises de PCR 15 dias apos a
realizacdo do defeito 6sseo produzido em fémur de ratos Wistar.

Gene Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3')

CINC-1 GGAGACCATTAGGTGTCAACCA CCTAACACAAAACACGATCCCA
IL-1B GTTTCCCTCCCTGCCTCTGACA GACAATGCTGCCTCGTGACC
TNF-a ATGGCCCAGACCCTCACACTCAGA CTCCGCTTGGTGGTTTGCTACGAC
TGF-B1 GGTGGACCGCAACAACGCAATCTA CTGGCACTGCTTCCCGAATGTCTG
PDGF-B TGACCCGAGCACATTCTGGA GTCTTGCACTCGGCGATTACG
Sox-9 GGCCCTTCCTCTCCTCAACC ACTGCCGTGGCCTTTTACA

cbfal TACGAAATGCCTCTGCTGTTATGG GAGGATTTGTGAAGACCGTTATG
Osteocalcin GCTGGCCCTGACTGCATCTG ATTCACCACCTTACTGCCCTCCTG
ALP CGAGCAGGAACAGAAGTTTGC TGGCCAAAAGGCAGTGAATAG
Col | TTGACCCTAACCAAGGATGC CACCCCTTCTGCGTTGTATT

Col 111 AGAGGATGGCTGCACTAAACAC TTGGTCACTTTCACTGGTTGAC
Aggrecan CTTGGGCAGAAGAAAGATCG GTAGGTGTTGGGGTCTGTGC
Biglycan GGAGGCCCAGAATCCTATCC ACTCCCTCCTGCTGGGTACA
Decorin TAGCATCACCGTTGTGGAAA CCGGACAGGGTTGCTATAAA
BMP-2 GGAAAACTTCCCGACGCTTCT CCTGCATTTGTTCCCGAAAA
BMP-3 GAAGATGTCCTCGCTCAGCAT GAATGGAGCGTTTGAGTGTGTT
BMP-4 TTATGAGGTTATGAAGCCCCCA GCTCACATCGAAAGTTTCCCAC
BMP-6 CCTTGGTCCACCTTATGAATCC GACATTGGAGTTGTCGTCGAA
BMP-7 AACCGCTCCAAGACTCCAAAG CCTCTGGTCACTGCTGCTGTT
BMP-R1a GGTTCAGCGAACTATTGCCAAA TCACCACGCCATTTACCCA
BMP-R2 CAGAACGAACGCAACCTATCAC GCTGGACATTGAATGCTCAGA
ACV-R 2a TGTGGCTAATCACGGCTTTTCA CCTCTAGCCATGGTTTCTGCAA
IL1a AAGACAAGCCTGTGTTGCTGAAGG TCCCAGAAGAAAATGAGGTCGGTC
IL1b CACCTCTCAAGCAGAGCACAG GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC
ILIRA AAGACCTTCTACCTGAGGAACAACC GCCCAAGAACACATTCCGAAAGTC
IL1IR1 GTTTTTGGAACACCCTTCAGCC ACGAAGCAGATGAACGGATAGC
IL1IR2 CATTCAGACACCTCCAGCAGTTC ACCCAGAGCGTATCATCCTTCAC
IL6 TCCTACCCCAACTTCCAATGCTC TTGGATGGTCTTGGTCCTTAGCC
IL6R AAGCAGGTCCAGCCACAATGTAG CCAACTGACTTTGAGCCAACGAG
TNFa AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC
TNF-r2 TGCAACAAGACTTCAGACACCGTG AGGCATGTATGCAGATGGTTCCAG
Bactin AAGTCCCTCACCCTCCCAAAAG AAGCAATGCTGTCACCTTCCC
CypA TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC
GAPDH GTATTGGGCGCCTGGTCACC CGCTCCTGGAAGATGGTGATGG
RPS18 CTAGTGATCCCCGAGAAGTTTC TGTCTGCTTTCCTCAACACC
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4.3. Resultados e discussado

Todos o0s animais apresentaram boa
recuperacdo anestésica e ndo houve
complicacBes em relacdo ao procedimento
cirrgico ou ao tratamento recebido.
Entretanto, em sete, dos 28 animais
submetidos ao procedimento cirdrgico,
houve sobrecarga da placa de titanio,
fazendo com que esta arqueasse (Fig.15),
desestabilizando a regido onde o defeito
0sseo foi realizado. Este fato ocorreu em
animais de todos os grupos e em diferentes
tempos ndo existindo nenhuma relagéo
entre eles. Os sete animais que
apresentaram sobrecarga da placa foram
retirados do experimento.

Fig. 15: Radiografia latero medial do fémur
esquerdo de rato Wistar submetidos a defeito
6sseo na di&fise média do fémur apds
sobrecarga das placas de titdnio usadas na
estabilizacdo dssea.

4.3.1. Analise da expressao génica

Para melhor andlise dos resultados de
PCRs, os genes foram agrupados de acordo
com o tipo de resposta gerada por cada um,

e analisados em conjunto. Os processos de
proliferacdo e diferenciagdo celular s&o
induzidos por interacbes entre fatores
extracelulares e receptores especificos
localizados na superficie celular, que geram
rapidas  mudancas  bioquimicas  no
citoplasma. Entretanto, essas mudancas ndo
sdo suficientes para que esses processos
ocorram. Para isso, sinais de ativagdo
devem atravessar a membrana nuclear e
alterar a expressdo de genes capazes de
ditar respostas funcionais especificas. Esses
genes capazes de induzir todas essas
mudangas sdo chamados de genes de
resposta imediata ou primaria (Mcmahon e
Monroe, 1992). Os produtos dos genes de
resposta imediata sdo responsaveis pelo
reconhecimento de sequéncias de DNA
especificas e regulacdo da expressao de
genes que contém tais sequencias em seu
dominio. S&o expressos por varios tipos
celulares e ativados por fatores de
crescimento ou diferenciacdo celular (Nose
et al., 1991). No presente estudo, a analise
desses genes mostrou gque houve aumento
da expressdo nos grupos CL, NT e NTCL,
sendo maiores nos dois primeiros grupos,
principalmente para os genes EGR-1, COX-
2 e TSC-22 (Fig.16).

O EGR-1, conhecido como fator 1 de
transcricdo celular da resposta imediata,
normalmente apresenta baixos niveis de
expressdao  tecidual, mas pode ser
rapidamente estimulado por sinais como
hipéxia, estresse mecanico e injdrias
agudas. Seu papel é estimular a produgéo de
fatores de crescimento que irdo promover o
reparo tecidual como, por exemplo: fator de
crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento transformador f1 (TGF- 1),
fator de crescimento derivado de plaqueta e
outros (Bryant et al., 2000; Wu et al.,
2009). Estudos in vivo demostraram que
animais tratados com Egr-1 tiveram
ativacdo dos fatores de crescimento VEGF,
TGF-p1 e PDGF-a, além do aumento da
producdo de colageno e angiogenese
(Bryant et al., 2000).
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Fig.16: Gréafico da analise qualitativa da expressdo dos genes de resposta imediata em ratos Wistar
submetidos a defeito 6sseo no fémur tratados com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos de carbono
associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL) 15 dias apds a

realizacdo do defeito.

As prostaglandinas desempenham funges
importantes no metabolismo ésseo e suas
taxas de producdo s@o controladas pela
atividade das ciclo-oxigenases COX-1 e
COX-2. A COX-1 ¢ constantemente
produzida e funciona na manutencdo da
homeostase enquanto a COX-2 age como
um gene de resposta ao estresse é
responsavel pelos altos niveis de producdo
de prostaglandinas durante a inflamacéo e,
além disso, € necesséria para a formacéo
intramembranosa e endocondral durante o
reparo de fraturas (Simon et al., 2002; Zang
etal., 2013).

O TSC-22 é um fator de transcri¢do que foi
primeiramente isolado de osteoblastos
como um gene de resposta imediata para
TGF-f1 (Dohrmann et al., 2002). Ele ¢
capaz de inibir o crescimento celular,
promover apoptose e estimula a
diferenciacdo de leucdcitos em mondcitos,
sugerindo assim que esse tenha agdo como
supressor de genes tumorais (Yu et al.,
2009).

Sendo assim, pode-se sugerir que nos
grupos CL e NT os genes responsaveis pela
cascata de eventos que dard inicio aos
processos de proliferacdo e diferenciacdo
celular apresentaram maior atividade que os
grupos NTCL e CP, 15 dias apés a
realizagéo do defeito.

Para os genes reguladores da resposta
inflamatéria (Fig. 17) também houve
aumento da expressao nos grupos NT e CL,
entretanto, a expressdo desses no grupo
NTCL, esteve abaixo das do grupo CP, para
a maioria dos genes analisados.

Durante a fase inflamatoria da regeneragéo
6ssea as citocinas IL-1, IL-6 TNF-a sdo
secretadas por  macrofagos,  células
inflamatdrias e mesenquimais presentes no
periosteo. Essas possuem efeito
quimiotatico sob células inflamatorias,
contribuem para formacdo da matriz
extracelular, estimulam a angiogénese e 0
recrutamento de células para o foco da
fratura. Seus picos de expressao ocorrem
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24h apdés a injuria e permanecem
aumentadas  durante toda a @ fase
inflamatéria, diminuido apenas no periodo
de formacdo de cartilagem, logo em
seguida, durante a fase de remodelamento,

al., 2007). As diversidades de células que
expressam esses fatores sugerem que 0s
mesmos possuem mdltiplas fungGes em
diferentes tempos durante o processo de
regeneracao 6ssea (Kon et al., 2001).

elas sdo expressas novamente (Tsiridis et

Genes reguladores da resposta inflamatoria
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Fig.17: Gréfico da andlise qualitativa da expressdo dos genes reguladores da resposta inflamatéria em
ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur tratados com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos
de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL) 15 dias

apos a realizacao do defeito.

O TGF-B ¢ secretado pelas plaquetas
durante a fase inflamatdria inicial, é uma
potente estimulador quimiotaxico de células
mesenquimais, além de estimular a
proliferacdo de pré-osteoblastos,
condrécitos e osteoblastos, induzir a
producdo de proteinas extracelulares como
colageno, proteoglicanos, osteopontina,
osteonectina e fosfatase alcalina. Também é
responsavel pela sinalizacdo para sintese de
BMP pelas células osteoprogenitoras
(Dimitriou et al., 2005; Devescovi et al.,
2008). O PDFG também é liberado por
plaquetas no mesmo periodo e funciona
como um potente estimulador quimiotaxico
para células inflamatérias, mesenquimais e
osteoblastos (Lieberman et al., 2002 ).

O resultado da expressdo desses genes
demonstra intensa atividade inflamatéria
nos grupos NT e CL.

A expressdo dos genes responsaveis pela
diferenciagdo de osteoblastos demonstrou
que Cbfa-1, osteocalcina, osteonectina e
ALP tiveram sua expressdao aumentada nos
grupos tratados (NTCL, CL e NT) em
relacdo ao grupo CP. A andlise da Fig.18
mostra que na comparagdo entre 0S grupos
tratados o grupo NTCL foi oque apresentou
0s maiores indices de expressdo para
osteocalcina, ALP e principalmente
osteonectina.
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Fig.18: Grafico da andlise qualitativa da expressdo dos genes marcadores da diferenciacdo de osteoblastos
em ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur tratados com carbopol (CP), colageno (CL),
nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL)

15 dias apos a realizacéo do defeito.

O Cbfa-1 é um fator de transcri¢do
responsavel pela regulagdo da diferenciagdo
de osteoblastos e expressdo de genes da
matriz 6ssea codificadores de osteocalcina e
colageno tipo 1. E fundamental para
osteogénese, formacdo da matriz Gssea e
diferenciagdo de condrdcitos (Masaki et al.,
2005). A osteocalcina, osteonectina e
osteopontina, compdem a  matriz
extracelular. Essas  proteinas néo
colagénicas participam da diferenciacdo de
células Osseas, maturacdo e mineralizacéo
da matriz 6ssea. A osteocalcina €
inicialmente expressa durante a
diferenciagdo dos osteoblastos, enquanto a
osteonectina esta associada com a formacéo
da matriz 6ssea (Nefussi et al., 1997).

Para 0s genes reguladores da formacéo
Ossea pode-se verificar que 0s grupos
tratados tiveram aumento da expressdo
génica, exceto no grupo NT para BMP-4 ¢
BMP-R1a (Fig.19).

As BMPs fazem parte da superfamilia das
TGF-B, sdo produzidas por células

osteoprogenitoras, mesenguimais,
osteoblastos e condrécitos. Elas induzem
uma cascata de eventos que incluem
quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacéo
celular, angiogénese e sintese de matriz
extracelular, que levam a osteogénese e a
condrogénese (Franceschi, 2005). As BMP-
2, -4 e -6 controlam a taxa de proliferagdo e
maturacdo dos condrécitos e estimulam a
producdo de colageno. As BMP-2 e -7
induzem a diferenciacio de células
mesenguimais em osteoblastos e estimulam
a mineralizacdo da matriz 0ssea. Essas
proteinas exercem sua funcdo por meio da
ligagdo e ativagdo dos seus receptores de
membrana BMP-R1, BMPr-2 e ACV-R2a
(Ngo et al., 2006). Possuem padrdo
temporal de expressao Unico, onde a BMP 2
é expressa durante a fase inflamatéria, no
periodo em que as células mesenquimais
estdo sendo recrutadas para o local da
injaria, e as BMPs 3, 4, 7 e 8, nas fases
mais  tardias da  condrogénese e
osteogénese, onde sdo expressas durante um
periodo restrito, quando a fase osteogénica
é mais ativa ( Cho et al., 2002).
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Fig.19: Grafico da analise qualitativa da expressdo dos genes marcadores da diferenciacdo de
osteoblastos em ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur tratados com carbopol (CP),
colageno (CL), nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono
associados a Colageno (NTCL) 15 dias apds a realizacdo do defeito.

Observa-se (Fig. 20) que no caso dos genes
responsaveis pela formagdo de tecido
conjuntivo também houve maior expressdo
nos grupos tratados, exceto para colageno
tipo Il. Segundo Majumdar et al (2001) a
IL-1B € capaz de diminuir a expressao de
colageno tipo Il e agrecan. Os altos indices
de IL-1B nos grupos tratados (Fig.17)
justificam os baixos valores expressados
para colageno tipo Il e agrecan,
principalmente no grupo NT.

O Sox-9 €é um fator de transcri¢do
responsavel pela regulacdo da expressao
genica do colageno tipo Il e agrecan, além
disso, estd envolvido na inducdo da
diferenciacdo condrogénica de células
mesenquimais pelas BMPs (Majumdar et
al., 2001)

A matriz extracelular da cartilagem é
formada por agrecan, decorin, biglican e
colageno tipo Il, que sdo depositados por
meio da diferenciagdo de  células

mesenquimais  expostas ao TGF-B3.
Enquanto o decorin atua como componente
inicial da matriz extracelular durante a
condrogénese, 0 agrecan e o biglican sdo
incorporados a ela nas fases mais tardias. Ja
a expressdo o colageno tipo Il é baixa na
cartilagem imatura, aumentando de acordo
com sua maturacdo (Barry et al., 2001). A
expressdo de colageno tipo | é evidencia
durante a fase osteogénica com inicio trés
dias depois da lesdo e continua elevagdo
durante todo esse periodo (Kon et al.,
2001). Assim, os resultados sugerem que na
presenga de coldgeno, a expressdo dos
genes agrecan e biglican, associados a
formagdo da matriz Ossea cartilaginosa
foram estimulados, enguanto que na
associacdo colageno + NTC houve estimulo
da osteogénese.

A regeneracdo 6ssea é caracterizada pelo
envolvimento de mdaltiplos fatores que séo
expressos em uma sequéncia temporal bem
definida (Gerstenfeld et al., 2003). Esse
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processo pode ser caracterizado em trés
etapas: inflamacéo, reparo e remodelamento
(Phillips, 2005).

Na andlise dos genes envolvidos nas
diferentes fases da regeneracdo observa-se
que nos grupos NT e CL os pico de
expressdo  ocorrem para 0S  genes
envolvidos na resposta imediata e

inflamatdria enquanto que para 0 grupo
NTCL foram para os genes marcadores da
diferenciacdo de osteoblastos, formacéo
Ossea e tecido conectivo. Essa anélise
sugere que a associagao colageno + NTCs
teve efeito positivo na expressdo dos genes
envolvidos no processo de regeneragdo
Ossea.

Genes reguladores da formacao de tecido
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Fig.20: Gréfico da anélise qualitativa da expressdo dos genes reguladores da formacdo de tecido
conjuntivo em ratos Wistar submetidos a defeito 6sseo no fémur tratados com carbopol (CP), colageno
(CL), nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno

(NTCL) 15 dias ap6s a realizagdo do defeito.

Estudos in vitro com a associagdo colageno
+ NTC demostraram que esta é capaz de
melhorar as propriedades mecénicas do
colageno como matriz extracelular, além de
induzir a formagdo de cristais de
hidroxiapatita na presenca de concentragdes
fisiologicas de caélcio (Cao et al., 2007
Silva et al., 2009).

A capacidade dos NTCs em promover a
formacgdo Ossea também foi comprovada in
vivo. Foi demonstrado que na presenga de
NTCs a associacao de colageno com BMP-
2 formou uma quantidade de o0sso

significativamente maior guando
comparado ao grupo sem NTCs. Também
foi demostrado que a expressao génica de
osteocalcina e CBFAa-1 apresentou
aumento significativo em culturas de
osteoblastos incubadas com NTCs apds
cinco dias (Shimizu et al., 2012).

4.3.2. Analises histopatoldgicas
Devido a deformacdo das placas, o nimero
de animais ao final do experimento permitiu

apenas a analise descritiva dos achados
histol6gicos, sendo os principais:
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Grupo CP: Area de descontinuidade dssea
no o0sso compacto com formagdo focal
extensa de osso trabecular e tecido fibroso.
Nas areas de o0sso trabecular observou-se
intensa atividade osteoclastica e

‘7"'\‘-'—

P

osteoblastica, enquanto nas é&reas de
fibroplasia  observou-se  fibrécitos e
fibroblastos ativos e presenca de material
extracelular eosinofilico fibrilar, em fase de
organizagédo (Fig.21).

Fig.21: Fotomicroscopia de secc¢bes longitudinais do fémur de ratos Wistar corados com hematoxilina e
eosina 15 dias apos a realizacdo do defeito 6sseo no grupo CP. Observa-se regido de descontinuidade
0ssea com regides de tecido 6sseo neoformado (ON) e tecido mielofibroso (TM) localizados na regido do

defeito, entre o osso cortical (OC).

Grupo NT: Achados semelhantes aos
encontrados no grupo CP (Fig.22).

Grupo CL: Areas multifocais com 0sso
trabecular além de material extracelular
abundante, fortemente eosinofilico,
sugestivo de fibras colagenas (Fig.23).

Grupo NTCL: Area extensa de 0sso
trabecular e tecido conjuntivo, ricamente
vascularizado, pouco organizado e com
presenga de  grénulos  enegrecidos
multifocais, sugestivos de NTC, inclusive
intracitoplasmaticos (Fig. 24).
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Fig.22: Fotomicroscopia de secc¢Oes longitudinais do fémur de ratos Wistar coradas com hematoxilina e
eosina 15 dias ap6s a realizacdo do defeito dsseo no grupo NT. Observa-se regido de descontinuidade
6ssea com regides de tecido 6sseo neoformado (ON) e tecido mielofibroso (TM) localizados na regido do

defeito, entre o osso cortical (OC).

Em nenhum dos grupos foi observado
infiltrado inflamatorio, formacéo de cépsula
fibrosa ou outros sinais de citotoxicidade.

As analises histopatoldgicas, ndo permitem
a afirmacdo de que a presenca dos NTCs foi
capaz de promover a regeneragdo 0ssea.
Isso pode ser justificado pelo numero
limitado de amostras e pelo curto intervalo
de tempo decorrido apds a realizacdo do
defeito, onde apenas pequenas areas de
tecido neoformado puderam ser observadas.
No grupo NTCL observou-se um grande
nimero de vasos sanguineos. Como a

angiogénese tem papel extremamente
importante no reparo tecidual, esse pode ser
um indicio de que a evolugdo do processo
cicatricial nesse grupo possa ocorrer mais
rapidamente nos estagios subsequentes da
cicatrizagdo, gragas a essa intensa
vascularizagéo.

A presenca de granulos de NTC
intracitoplasmaticos e também envoltos por
ostedides, além da auséncia de infiltrado
inflamatério  deixa clara a  boa
biodegradabilidade e biocompatibilidade
desse material.
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Fig.23: Fotomicroscopia de secc¢Oes longitudinais do fémur de ratos Wistar coradas com hematoxilina e
eosina, 15 dias apods a realizagdo do defeito 6sseo no grupo CL. Observa-se regido de descontinuidade do
o0sso cortical (OC) e abundante material eosinofilico sugestivo de fibras colagenas (FC).

Apesar dos achados terem sido limitados, a
andlise histopatoldgica suporta os achados
observados nas andlises de expressao
génica que sugerem uma melhor reposta de
reparo na presenca dos NTCs associados ao
colageno.  Esses  resultados  trazem
expectativas em relacdo ao uso dos NTCs
como biomaterial na regeneracdo 0ssea,
entretanto ndo sdo suficientes para
determinar 0 seu sucesso. A analise dos
eventos subsequentes se faz extremamente
importante na determinagdo da capacidade
osteoindutora dos NTC, pois assim sera
possivel a determinacdo das respostas
geradas pelo aumento da expressdo dos
genes envolvidos no reparo 6sseo.

4.4. Concluséo

A andlise qualitativa do PCR mostrou que
0s grupos trados com a associa¢do de NTCs
e colageno, apds 15 dias de implantacéo
6ssea sob influencia das placas de fixacdo
rigida, apresentaram valores superiores na
expressdao dos genes responsaveis pela
diferenciacdo de osteoblastos, formacdo de
tecido 6sseo e tecido conjuntivo, sugerindo
melhor resposta do processo de reparo
0sseo.
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Fig.24: Fotomicroscopia de secc¢Oes longitudinais do fémur de ratos Wistar coradas com hematoxilina e
eosina, 15 dias apos a realizagdo do defeito 6sseo no grupo NTCL. Observa-se regido de descontinuidade
do osso cortical (OC) com regides de tecido ésseo neoformado (ON) e tecido em processo de
diferenciacdo (TD) entremeado com nanotubos de carbono (NTC).
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5. CAPITULO 4: EFEITO DOS NANOTUBOS DE CARBONO DE PAREDE
MULTIPLA NA REGENERAGCAO OSSEA SOB INFLUENCIA DE FIXAGAO
INTERNA RIGIDA.

RESUMO

A manutencdo da massa Ossea é regulada por diversos estimulos bioquimicos e mecéanicos
capazes de estimular a formacdo dssea. Redugbes nas cargas mecéanicas que atuam sobre 0 0SS0
causam perdas Osseas significativas, assim como alteracBes na sua mineralizacdo. Essas
alteracfes podem ser observadas durante a utilizacdo de fixacdes rigidas fazendo com que o
processo de reparo ocorra de forma mais lenta. Com o intuito de contornar esses efeitos
negativos causados pela presenca das placas, biomateriais que auxiliem no processo de reparo
tem sido pesquisados no Gltimos anos. Os NTCs tém apresentado resultados promissores
relacionados ao seu potencial osteoindutor. Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo
avaliar a formagao dssea sob influéncia de fixacéo rigida em animais tratados ou ndo com NTCs
por meio de andlises tomogréficas e histoldgicas. Foram usados 30 ratos Wistar submetidos a
defeito 6sseo na diafise média do fémur, com 2mm de didmetro, estendendo-se de cortical a
cortical. Os animais fora distribuidas em cinco grupos de acordo com o material de
preenchimento recebido, sendo carbopol 2%, colageno, NTCs associados ao carbopol, NTCs
associados ao colageno e sem preenchimento. Quarenta e cinco dias apés a implantagdo dos
materiais 0s animais foram eutanasiados e o0ssos tratados avaliados por meio de
microtomografia e histologia. Na avaliagdo histologica observou-se sinais evidentes de
biocompatibilidade e integragdo dos NTCs a matriz 6ssea em formacdo. A analise estatistica
qualitativa mostrou que nos grupos tratados (NT, CL e NTCL) houve maior presenga de tecido
0sseo e maior maturidade do tecido neoformado (p < 0,05). As analises tomograficas indicaram
qgue ndo houve diferenca (p < 0,05) entre 0s grupos, exceto para grupo CP que apresentou
indices inferiores para padrdo trabecular, nimero Euler e separagdo trabecular indicando que o
carbopol interferiu no processo de reparo 6sseo e por isso o colageno foi um veiculo superior
para 0s NTCs. Apesar de uma excelente biocompatibilidade os NTCs associados ou ndo ao
colageno ndo induziram a formagdao de tecido dsseo sob influéncia de fixacéo rigida.

Palavras chave: histologia; tomografia; osteoindugédo; biomaterial

5.1. Introducéo dessas cargas causam perdas Gsseas
significativas e mudancgas na mineralizacdo

A manutencdo da massa 6ssea é regulada
por diversos estimulos bioquimicos e
mecanicos que sdo reconhecidos pelas
células Osseas que irdo determinar uma
resposta celular de producdo ou reabsorcéo
Ossea (Gusméo e Belangero, 2009). Cargas
mecanicas estimulam a formacdo Ossea e
suprimem a reabsorcdo, enquanto a falta
dessas possui 0 efeito contrario. A reducédo

(Ehrlich e Lanyon, 2002). Essas alteragdes
podem ser observadas durante a utilizacdo
de fixacOes rigidas no reparo de fraturas.
Nesses casos, a auséncia de estimulos
mecéanicos, devido a sustentacdo das cargas
pela placa faz com que o processo de
regeneracdo Ossea ocorra de forma mais
lenta (Fan et al., 2008). Apesar disso, as
vantagens oferecidas por esse método,
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como curto periodo de internacdo, rapido
retorno das fungdes e baixa incidéncia de
méa unido faz com seja amplamente usado
na rotina ortopédica. Nos casos onde ha
extensa perda de massa Ossea causada por
infecgBes, tumores e traumas graves, além
dos métodos de fixacdo, também é
necessario 0 uso de enxertos ou
biomateriais que auxiliem no reparo 6sseo.

Nos ultimos anos varios materiais tém sido
estudados na tentativa de conseguir um
substituto para 0 enxerto autélogo,
considerado o padrdo ouro no auxilio da
regeneracao 0ssea. Nesse contexto os NTCs
tem tido destaque, pois sua estrutura em
nanoescala é capaz de simular a estrutura da
matriz  extracelular, possibilitando sua
interacdo com proteinas e células,
contribuindo assim para o crescimento e
migracdo celular (Tonelli et al., 2012).
Além disso, seu potencial osteoindutor tem
sido demostrado. Segundo relatos, os NTCs
sdo capazes de induzir a diferenciacdo de
osteoblastos e também a formacdo de
cristais de hidroxiapatita (Yamamoto et al.,
2008; Silva et al., 2009 ).

A expectativa desse trabalho é de que, na
presenca dos NTCs, o efeito da blindagem
de tensdo causado pelas placas possa ser
contornado e que a formacdo Ossea possa
ocorre mais rapidamente. Dessa forma, o
presente objetiva-se com esse estudo avaliar
a formacdo dssea em ratos Wistar
submetidos a defeitos 6sseos no fémur por
meio de andlises tomograficas e
histoldgicas.

5.2. Material e método

5.2.1. Infraestrutura e animais
Utilizaram-se as bases fisicas e a
infraestrutura dos Departamentos de

Morfologia e de Bioquimica do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG e do

Laboratério de Nanomateriais do Instituto
de Ciéncias Exatas da UFMG. O protocolo
de experimentacdo desenvolveu-se nas
dependéncias fisicas dos Departamentos de
Clinica e Cirurgia Veterinarias, Biotério,
Laboratério de  Técnica  Cirurgica
Veterinaria, Laboratério de Patologia
Veterinaria e Laboratorio de Toxicologia,
todos na Escola de Veterindria — UFMG.
Utilizaram-se 30 ratos machos adultos da
espécie  Rattus novergicus, Vvariedade
Wistar, de trés meses de idade com média
de peso de 400g, provenientes do biotério
da Faculdade de Farmacia da UFMG. Os
animais foram mantidos no CEPA (Centro
Experimental de Pequenos Animais) da
EV/UFMG, acondicionados em caixas
plasticas com quatro ratos/caixa, sendo
submetidos a ciclos de claro-escuro de 12h,
em ambiente com temperatura controlada.
Os animais foram desverminados com
tiabendazol e submetidos a um periodo de
adaptacdo de 30 dias. Durante todo periodo
experimental, os animais receberam racgdo
comercial para roedores (22% de proteina
bruta, 1,4% de célcio, 0,6% de fosforo,
além de micronutrientes) e adgua ad libitum.
O projeto foi desenvolvido seguindo os
principios éticos preconizados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da
UFMG (projeto aprovado sob protocolo n®
236/2011 (Anexol).

5.2.2. Protocolos anestésico e
cirargico

Quinze minutos antes do procedimento
cirdrgico, 0S animais receberam
antibioticoterapia profilatica com cefalotina
sodica (30mg/kg, SC) e medicacdo pré-
anestésica com cloridrato de tramadol
(2mg/kg, SC). A inducdo e manutencdo
anestésica foram feitas com isoflurano,
sendo a indugéo feita em caixa anestésica e
a manutencdo por meio de mascara em
sistema semiaberto. Logo apds a inducao, o
animal foi pesado em balanca de preciséo.
Para evitar a hipotermia, foram colocadas
bolsas de &gua quente sob a mesa onde o
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animal estava posicionado para realizacdo
do procedimento cirurgico.

Apos a tricotomia e antissepsia do membro
posterior  esquerdo e respeitando
rigorosamente a técnica cirurgica asséptica,
foi realizada incisdo de pele e do tecido
subcutdaneo, na face lateral da coxa,
abrangendo desde a regido da epifise
proximal do fémur, até a distal. Realizou-se
a incisdo da fascia lateral, seguida de
divulsdo das porcGes cranial e caudal do
musculos biceps femoral e deslocamento
cranial do quadriceps lateral no fémur,
expondo-se sua diafise. Foram usadas duas
placas de neutralizagdo, cada uma com
1,5mm de espessura, quatro parafusos com
espacamento no meio, sobrepostas para
aumentar sua resisténcia (Fig. 25),
posicionadas na porcdo dorso-lateral do
fémur para prevenir a fratura do mesmo
apos a realizacdo do defeito.

Fig. 25: Foto do procedimento cirlrgico
realizado no fémur esquerdo de ratos Wistar.
Observam-se duas placas de titdnio sobrepostas,
posicionadas na face dorsal do 0sso.

Os fémures foram submetidos a um defeito
0sseo na diafise média, com 2 mm de
diametro, se estendendo da cortical lateral
até a cortical medial, produzidos por um

broca de aco de mesmo didmetro montada
em uma microrretifica. A fim de se evitar o
aquecimento dos tecidos, tal procedimento
foi realizado em constante irrigacdo com
solugdo salina 0,9%. O defeito foi
preenchido de acordo com o tratamento
estabelecido em cada grupo experimental.
Em seguida, o0s masculos foram
aproximados empregando-se padrdo de
sutura simples continuo com fio absorvivel
de poligrecapone nimero 000 e a pele
suturada com padrdo continuo intradérmico,
sendo utilizado o mesmo fio.

Apds a cirurgia, 0s animais foram mantidos
em caixas aquecidas até completa
recuperacdo anestésica, mantendo-se a
temperatura ambiente em 37°C. O controle
da dor foi realizado com cloridrato de
tramadol (2mg/kg), administrado a cada 8h,
via oral, durante trés dias.

5.2.3. Grupos experimentais

Os animais foram divididos de forma
aleatoria, em cinco grupos cada um com 6
animais, conforme o material usado para
preenchimento do defeito, exceto no grupo
controle, onde o defeito ndo foi preenchido
por nenhum material:

¢ Grupo Controle (CT): sem preenchimento
e Grupo Carbopol (CP): carbopol (gel
inerte)

¢ Grupo Colageno (CL): gel de colageno

¢ Grupo Nanotubo de carbono (NT): NTC
multiwall na concentracdo de 8% em
carbopol

e Grupo Nanotubo + colageno (NTCL):
NTC multiwall na concentracdo de 8% em
colageno

5.2.4. Sintese do composto gel de
coldgeno + NTC multiwall

O coléageno foi cedido pelo Laboratério de
Matriz Extracelular e Desenvolvimento do
Departamento de Morfologia do Instituto de
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Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal de Minas Gerais. A obtencdo do
colageno tipo | foi realizada a partir de
caudas de ratos coletadas assepticamente,
lavadas trés vezes em agua e trés vezes em
alcool 70%e em seguida armazenadas em
freezer -70C, conforme descrito por Kitten
et al., (1996). Para extracéo do colégeno as
caudas foram submersas em &cido acético
na concentracdo 0.5 mol/L durante 48h a
temperatura de 4°C. A solucdo resultante
foi filtrada em varias camadas e gaze para
remogdo de pequenos vasos e debris
teciduais. O filtrado resultante foi
centrifugado (14,000g) durante uma hora. O
sobrenadante foi coletado e dializado por
meio de trocas de 4cido acético (0.02
mol/L), mantidos em geladeira a 4C durante
um periodo de trés dias. A concentracdo
final da solucdo de colageno usada no
presente estudo foi de 5.6 mg/mL contendo
mais de 98% de colageno Tipo I. Apos a
adicdo dos meios para ajuste do pH (~pH
7,4), as moléculas de colageno
solubilizadas nessa solucdo se associam
formando fibrilas que subsequentemente
formardo um gel tridimensional estavel.

Nanotubos de carbono de mdltiplas paredes
( NWNT multiwalled nanotubes) crescidos
por CVD (Chemical Vapour Deposition)
usando como fonte precursora de carbono o
gas etileno C2H4 e gas de arraste Ar
(argbnio) e como suporte de crescimento
Oxido de magnésio dopado com Fe e Co na
proporcdo 5% Fe 5% Co em peso. A
temperatura de crescimento foi de 750 C e 0
tempo de 30 minutos. Apds a producdo 0s
NTCs passaram por um processo de
purificacdo no qual esses sdo submetidos a
um tratamento térmico a 390 C durante 30
minutos sob atmosfera ambiente de modo a
queimar residuos de carbono amorfo. Em
seguida um tratamento com HCI/H20
50/50 durante 24 h de modo a eliminar o
Oxido de magnésio e as particulas de 6xido
de ferro e cobalto presentes no material. Em
seguida realizou-se ultrafiltracdo e lavagem
com agua DI usando filtro Millipore de 4

micra em PTFE com vérias passagens de
agua para ajuste do pH (~7) Para tornar os
NTCs hidrofilicos e possibilitar sua
interacdo com sistemas bioldgicos eles
foram adicionados a uma mistura de
H2SO4/HNO3 1:3 sob acdo de radiacdo de
micro-ondas. Na sequencia 0s NTCs foram
submetidos a sucessivas lavagens com agua
deionizada para retirada do acido e em
seguida centrifugados. Por se tratar de um
material em p6, 0s NTCs precisaram de um
veiculo para tornar  possivel  sua
implantacdo no defeito realizado no fémur.
Os veiculos usados nesse trabalho foram o
carbopol 2% e o gel de colageno.
Inicialmente, 0S MWNTC  foram
esterilizados em autoclave a temperatura de
121°C, para logo apds, serem diluidos em
adgua ultra pura na concentracdo de
800pg/mL. Essa diluicdo foi realizada
inicialmente em banho de ultrassom durante
30 min. Em seguida, a solucédo foi diluida
em sonicador de ponta, em ciclos de 30
segundos e intervalos de 10 segundos
imerso em gelo, repetidos cinco vezes.

Apos sua diluicdo em agua, 0s NTCs foram
misturados ao colageno e/ou carbopol,
conforme a determinacédo descrita a seguir:

e Para 1mL da solugdo de NT = 0,1ml de
solucdo de MWCNT + 0,65ml de &gua
destilada + 0,25 ml de carbopol 2%

e Para 1mL da solucdo de NTCL =0,1ml de
solucdo de MWCNT + 0,41ml de agua +
0,36ml de colageno + 0,Iml de meio +
0,015 ml de NaOH o que resultou em uma
solucdo final de colageno na concentracao
de 2mg/ml.

5.2.5. Coleta de amostras

Os animais foram submetidos & eutanésia
45 dias ap6s a inducdo da lesdo e o
tratamento com sobredose de tiopental
sodico27 (100 mg/kg) por  via
intraperitoneal. Imediatamente  ap0s,
realizou-se necropsia, sendo coletados os
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fémures esquerdo. Tais amostras foram
imediatamente fixadas em formalina a 10%,
neutra e tamponada para andlises
histopatoldgicas.

5.2.6. Processamento e analise
histoldgica

As amostras de fémur foram submetidas a
processo de descalcificacdo em solucdo de
acido formico a 24%, sendo esta solugdo
trocada a cada 2 dias, durante 45 dias. Ap6s
a completa descalcificacdo, os ossos foram
lavados em agua corrente durante 24h e
seccionados transversalmente, sendo
destinada a andlise apenas a regido
correspondente ao defeito. Todas as
amostras foram processadas pela técnica de
rotina para inclusdo em parafina e
posteriormente seccionadas em cortes de
5uM e coradas segundo a técnica de
hematoxilina e eosina e avaliadas em
microscépio de luz, a fim de se descrever o
processo de regeneragdo 6ssea nNos 0SSOS e
possiveis lesGes histopatolégicas no figado
e rins.

Para descrever a evolucdo do processo de
regeneracao 0ssea foram atribuidos escores
de 1(leve), 2 (moderado) e 3 (intenso), para
0s seguintes itens avaliados:

e Presenca de tecido mielofibroso

e Presenca de tecido 6sseo neoformado
e Maturidade do tecido neoformado

¢ Organizagdo do tecido mielofibroso

5.2.7. Andlise tomografica

A anadlise tomogréafica foi realizada 48h
apo6s a coleta e fixacdo dos fémures em
formalina 10% tamponada. O equipamento
usado foi o SkyScan 1172, localizado no
Departamento de Engenharia Metalurgica e
de Materiais da Escola de Engenharia da
Universidade Federal de Minas Gerais. As
analises foram geradas com 59 kVp, 170
HA e um filtro de aluminio de 0,5mm foi

usado. O processamento das imagens foi
realizado no programa SkyScan CT-
Analyser v.1.10. Duas analises foram
geradas, na primeira foi estabelecida uma
regido de interesse (ROI) padronizada,
incluindo toda a regido do defeito, realizado
na por¢do média da diafise, na qual foram
gerados varios cortes bidimensionais (+ 900
cortes para cada amostra) de 8 pm cada.
Devido ao grande nUmero de cortes, a
analise estatistica foi feita a partir das
médias obtidas de cada animal. A segunda
andlise teve com objetivo a avaliacdo
apenas da regido central do defeito,
excluindo a periferia e consequentemente
possiveis erros durante a penetracdo da
broca. Para isso a regido de interesse foi
dividida em trés porcoes (Fig. 26):
proximal, média e distal, determinada por
meio divisdo do ndmero total de cortes
gerados na regido do defeito por trés. Foi
calculada a média dessas trés regiGes para
cada animal. Em seguida o seguinte célculo
foi realizado:

(MTP + MTD

- MTC
)

MTP = Média do ter¢o proximal
MTD = Média do tergo distal
MTC = Média do ter¢co medio

Os seguintes indices morfométricos da
tomografia foram avaliados:

Area 6ssea total

% de é&rea 0ssea

Padréo trabecular
NUmero de Euler

% de poros fechados
Separacao de trabéculas
% de poros abertos
Avrea total de poros
Espessura trabecular

AN NN N N NN

72



v NUmero de trabéculas
v Momento de inércia

Regido proximal €=
Regido média €—

Regido distal €=

=— Regido de Interesse

Fig. 26: Esquema representativo da segunda analise tomogréfica realizada na regido de interesse (diafise
média do fémur). A regido de interesse foi dividida em trés porgdes: proximal, média e distal,
determinada pela divisdo do nimero total de cortes gerados na regido do defeito por trés.

5.2.8. Delineamento experimental e
analise estatistica

Utilizou-se delineamento do tipo parcela
subdividida, onde os tratamentos foram as
parcelas e os tempos as subparcelas. Para
comparagdo entre grupos em cada tempo
utilizou-se analise de variéncia inteiramente
casualizada seguida do teste de Student
Neumann Keuls para comparacdo entre
médias utilizou-se de teste t de Student
pareado. Para as analises ndo paramétricas
utilizou-se a andlise de variancia e o teste
de Dunnett’s na comparagdo entre o0s
grupos. Para todos os testes considerou-se
nivel de significancia p < 0,05.

5.3. Resultados e discussao

Os animais apresentaram uma boa
recuperagdo anestésica ndo havendo
complicagBGes em relacdo ao procedimento
ortopédico durante os 45 dias do
experimento, exceto um animal do grupo
CP que apresentou perda dos movimentos
do membro operado apds a cirurgia e por
isso foi retirado do estudo.

5.3.1. Analises histopatoldgicas

A avaliacdo anatomohistopatoldgica dos
0SS0S apresentou os seguintes resultados:
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Grupo CT = nas duas regides do defeito areas multifocais de necrose, circundados
observou-se area focalmente extensa e por areas de osso trabecular neoformado
intensa de tecido mielofibroso associado a (Fig. 27).

Fig. 27: Fotomicroscopia de secc¢Bes transversais do fémur de ratos Wistar coradas com hematoxilina e
eosina 45 dias apds a realizacdo do defeito 6sseo no grupo CT. Observa-se uma area de descontinuidade
de osso cortical preenchida por tecido mielofibroso (TM), com regides de tecido 6sseo neoformado (ON)
e em suas laterais, osso cortical (OC). Em destaque observa-se regido de transi¢éo do tecido mielofibroso
(TM) e tecido 6sseo neoformado (ON).

Grupo CP = Areas de perda 6ssea com moderada, na superficie externa da cortical
regides de mielofibrose focalmente extensa, na regido de periésteo. Na porgdo
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contralateral do 0sso observou-se uma area seu interior hora vazias, hora ocupadas por
com neoformacdo Ossea aonde a matriz se ostedcitos  que  apresentam  nucleo
encontra bem mineralizada com lacunas em condensado (Fig. 28).

Fig. 28: Fotomicroscopia de secc¢@es transversais do fémur de ratos Wistar coradas com hematoxilina e
eosina 45 dias apds a realizagdo do defeito 6sseo no grupo CP. Observa-se regido de descontinuidade
Ossea com regides de tecido 6sseo neoformado (ON) localizados entre as extremidades de osso cortical
(OC). Em destaque observa-se regido de transicdo entre osso cortical pré-existente (OC) e tecido dsseo
neoformado (ON).

75



Grupo CL = Ambos os lados do defeito organizado, com éareas discretas de

apresentam area de perda Ossea completa neovascularizacdo. H& também éreas focais
sendo que em um dos lados observou-se com formagdo de matiz 0Ossea nédo
mielofibrose focalmente extensa, moderada. mineralizada (osteoide) (Fig.29).

O tecido fibroso apresenta-se mais

Fig. 29: Fotomicroscopia de seccBes transversais do fémur de ratos Wistar coradas com hematoxilina e
eosina 45 dias ap6s a realizacdo do defeito 6sseo no grupo CL. Observa-se regido de tecido désseo
neoformado (ON) localizados entre as extremidades de osso cortical (OC). Em destaque observa-se
regido de transicao entre osso cortical pré-existente (OC) e tecido 6sseo neoformado (ON).
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Grupo NT = Area de tecido conjuntivo
denso focalmente extenso, moderado,
associado a pigmento escuro revestindo a
superficie externa da cortical em uma das
areas de descontinuidade 6ssea. Na regido
contralateral, area focalmente extensa de
tecido conjuntivo denso mais organizado

caracteristico de tecido  colagénico.
Aumento de celularidade no centro da area
de mielofibrose circundada pelo pigmento
preto, sendo essas células poligonais
volumosas com nucleo de cromatina frouxa
ou densa sugestivo de osteoblastos (Fig.
30).

Fig. 30: Fotomicroscopia de seccOes transversais do fémur de ratos Wistar coradas com hematoxilina e
eosina 45 dias apds a realizacdo do defeito dsseo no grupo NT. Observa-se regido de descontinuidade
0ssea com regides de tecido ésseo neoformado (ON) localizados entre as extremidades de osso cortical
(OC). Em destaque observa-se regido de tecido 6sseo neoformado (ON) circundado por material amorfo

impregnado com nanotubos de carbono (NTC).
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Grupo NTCL = Areas de neoformacio ostedcitos. Observou-se areas apresentando
Ossea com matriz Gssea bem mineralizada e intensa angiogénese tanto no tecido 6sseo
evidenciacdo de linhas de sementacéo. quanto no tecido fibroso (Fig.31)

Lacunas hora vazias, hora ocupadas por

Fig. 31: Fotomicroscopia de seccles transversais do fémur de ratos Wistar coradas com hematoxilina e
eosina 45 dias apds a realizagdo do defeito 6sseo no grupo NTCL. Observa-se regido de tecido dsseo
neoformado (ON) com presenca de tecido amorfo (TD) entremeado com nanotubos de carbono(NTC).
Em destaque observa-se regido de tecido em fase de diferenciacdo (TD) impregnado com nanotubos de
carbono (NTC).
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A presenca dos NTCs ndo induziu
alteracBes  inflamatdrias  apresentando
evidentes sinais de biocompatibilidade e
integracdo a matriz 6ssea em formacao.
Além disso, ndo houve nenhuma reacao
entre 0s NTCs e as placas de titanio usadas
para estabilizar a regido onde foi realizado
0 defeito, indicando uma boa interagéo
entre  esses  materiais. Resultados
promissores, demonstrando
biocompatibilidade,  osteointegracdo e
osteocondugdo ja& foram relatados em
estudos in vivo. A exemplo, particulas de
NTCs de parede mdltipla aderiram
diretamente em defeitos tibiais induzidos
em ratos, e se integraram a matriz déssea,
sem interferir no reparo 6sseo e se tornando
integradas ao tecido 6sseo (Usui et al.,

2008). Em ovinos, testou-se um composto
de hidroxiapatita, polimetilmetacrilato e
NTCs funcionalizados em  defeitos
realizados na tibia. Doze semanas ap0s a
implantacdo, as analises histologicas
mostraram  cobertura  periosteal  da
superficie do implante e auséncia de
reagOes adversas na interface entre 0Sso
cortical e o implante. N&o foram observadas
celulas inflamatorias nem tecido fibroso e
houve clara penetragdo de novo 0SSO Nnos
poros do material (Shing et al., 2010).

Para melhor caracterizar o processo de
regeneracdo Ossea foram estabelecidos
escores de um a trés sendo um para leve,
dois para moderado, e trés para intenso para
os itens relacionados na Tab.7.

Tab.7: Médias e erros-padrdo dos escores atribuidos na avaliagdo microscopica do fémur de ratos Wistar
submetidos a defeito 6sseo. Grupo controle (CT), tratados com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos
de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a coldgeno (NTCL) 45 dias
apos a realizacdo do defeito . Escores variaram de 1 a 3 sendo 1 leve, 2 moderado e 3 intenso.

CT CP CL NT NTCL

Presenca de tecido 2,25+ 15+ 2% 1+ 1,75+
mielofibroso 0,96 0,58 0,82 0 0,96

Presenca de tecido 6sseo 1+ 15+ 2,25 % 25+ 2,25+
neoformado 0 0,58 0,96 0,58 0,6
Maturidade do tecido 1+ 15+ 2% 1,75+ 2+

neoformado 0 0,58 0,82 0,96 0

Organizacao do tecido 2,25+ 15+ 2,25+ 15+ 25+
mielofibroso 0,5 0,58 0,96 0,58 0,58

A anélise estatistica qualitativa do processo
de regeneracdo 6ssea demostrou que nos
grupos tratados houve maior formacdo de

tecido 6sseo (p < 0,05). O mesmo ocorreu
na avaliacdo da maturidade dssea (Fig. 32).
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Fig.32: Médias e erros-padréo dos escores atribuidos na avaliagdo microscopica do fémur de ratos Wistar
submetidos a defeito 6sseo. Grupo controle (CT), tratados com carbopol (CP), colageno (CL), nanotubos
de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL) 45 dias
apos a realizacdo do defeito (T1). Escores variaram de 1 a 3 sendo 1 leve, 2 moderado e 3 intenso. Letras

diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05)

A andlise desses resultados indica um
potencial osteoindutor dos NTCs e do
colageno. Existem duas teorias relacionadas
a capacidade dos NTCs em induzir a
formacdo d6ssea. Uma delas é de que NTCs
de parede mdltipla sdo capazes de promover
a formacdo 6ssea por meio de sua interacéo
com osteoblastos (Shimizu et al., 2012). A
aceleracdo na diferenciacdo destas células é
atribuida ao acimulo de célcio promovido
pelos NTCs que quando detectada pelos
osteoblastos indiferenciados, faz com que
esses se diferenciarem, promovendo a
calcificacdo. A absor¢do de célcio pelos
NTCs de parede multipla é atribuida ao seu
potencial negativo, que atrai os ions de
célcio (Yamamoto et al., 2008). A segunda
teoria é de que aceleracdo na maturagdo dos
osteoblastos  estaria  relacionada &
capacidade dos NTCs em adsorver
proteinas. Essa capacidade € atribuida & sua
estrutura especifica e extensa area de
superficie, além  das  propriedades
eletronicas e cataliticas. Pela area de
superficie maior, a quantidade de fatores de

crescimento  absorvida é maior e

consequentemente 0  recrutamento e
ativacdo celular (Li et al., 2008).

Apesar de ndo estarem claros quais 0S
mecanismos envolvidos no processo de
diferenciagdo e maturacdo dos osteoblastos
induzidas pelos NTCs, sua presenga in vivo
foi capaz de acelerar o processo de
formagdo e maturagdo Ossea, mesmo na
presenca de placas de fixagdo rigida, onde
essa diferenciacdo ocorre de forma mais
lenta devido & diminuicdo dos estimulos
mecéanicos. A boa intera¢do entre o titanio e
0s NTCs é mais fator que contribui para o
sucesso da aplicaco destes como
biomaterial na regeneracdo dssea.

5.3.2. Anélises tomograéficas
5.3.2.1. Analise das médias gerais

Na avaliagdo dos indices morfométricos da
MTC observou-se que ndo houve diferenca
na comparacdo entre grupos para 0S
seguintes parametros: area 6ssea total, % de
area 0ssea, % de poros abertos, porosidade
total e momento de inércia, enquanto para
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padrdo trabecular, ndmero Euler, % de
poros fechados, espessura trabecular,
nameros de trabéculas e separagdo de
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trabéculas houve diferenca entre 0s grupos
(p < 0,05, Fig. 33 e 34).
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Fig. 33 : Médias e erros-padrdo dos valores referentes a avaliagdo microtomogréafica do fémur de ratos
Wistar submetidos a defeito dsseo. Grupo controle (CT), tratados com carbopol (CP), colageno (CL),
nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL)
45 dias apds a realizagdo do defeito (T1).Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05)

Entre as diferencas encontradas, destaca-se
0 grupo CP que foi diferente dos demais em
todas as analises, exceto porcentagem de
poros fechados. Nesse grupo os valores dos
numeros de trabéculas foram superiores que
0s demais, enquanto os valores de padréo
trabecular, espessura e separacdo de

trabéculas e ndmero de Euler foram
inferiores. Este resultado foi de certa forma
inesperado, uma vez que o carbopol é
considerado um gel inerte e vem sendo
utilizado como controle para comparacdo
de preenchimentos com biomateriais em
falhas dsseas (Mendes et al., 2010).
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Fig. 34: Médias e erros-padréo dos valores referentes a avaliagdo microtomografica do fémur de ratos
Wistar submetidos a defeito dsseo. Grupo controle (CT), tratados com carbopol (CP), colageno (CL),
nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL)
45 dias apds a realizagdo do defeito (T1). Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05)

Apesar das trabéculas no grupo CP serem
as com menor espessura, a maior
guantidade de trabéculas associadas a
valores inferiores para padrdo trabecular,
nimero de Euler e separacdo trabecular
indicam melhor conectividade trabecular
nesse grupo. A analise do nimero de Euler
fornece uma medida da densidade de
conectividade, indicando o nUmero de
ligacbes redundantes entre estruturas
trabeculares por unidade de volume, valores
maiores indicam maior desconectividade
(Vermeirsch et al., 2004). O padrdo
trabecular também esta relacionado a
conectividade trabecular, quanto menor seu
valor, melhor a conectividade entre as
trabéculas (Skyscan, 2009)

Bons indicadores de  conectividade
trabecular foram verificados no tratamento
com colégeno associado ao NTCs, uma vez
que os valores do grupo NTCL, apesar de
ndo alcancarem os do grupo CP, diferiram
dos demais grupos (CN, NT e CL) para o
namero de Euler e padrdo trabecular.

No osso cortical, as propriedades mecanicas
sdo influenciadas pela porosidade, nivel de
mineralizagdo e organizacdo da matriz
mineralizada (Young Rho et al., 1998).
Segundo Martin e colaboradores (1991)
0ss0s mais densos estdo associados a um
maior nimero de poros fechados enquanto
0SS0S menos densos a um maior nimero de
poros abertos. Em relacdo a porcentagem de
poros fechados, ndo houve diferenga entres
0s tratamentos, contudo os valores dos
grupos CP e NT foram inferiores ao grupo
controle.

5.3.2.2. Analise das médias centrais

Na analise comparativa entre o centro da
lesdo com suas margens pdde-se detectar
aspectos que passaram despercebidos na
andlise de toda area. Assim percebeu-se que
0s grupos tratados com colageno associado
ou ndo aos NTCs (CL e NTCL)
apresentaram  menor  diferenca  de
porcentagem  Ossea  central  quando
comparadas com defeitos preenchidos com
carbopol associado ou ndo aos NTCs (CP e
NT), como observado na Fig. 35. Embora
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esses  achados  demonstrarem  uma
superioridade da utilizacdo de colégeno
como Vveiculo em comparacdo com o0

carbopol, esses resultados nao diferiram do
grupo controle, que ndo recebeu qualquer
tipo de preenchimento.
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Fig. 35: Médias e erros-padrdo dos valores referentes a avaliagdo microtomografica do fémur de ratos
Wistar submetidos a defeito dsseo. Grupo controle (CT), tratados com carbopol (CP), colageno (CL),
nanotubos de carbono associado a carbopol (NT) e nanotubos de carbono associados a colageno (NTCL)
45 dias apds a realizagdo do defeito (T1). Letras diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05)

Resultado semelhante foi observado para o
momento de inércia que foi maior e para a
porosidade total que foi menor nos grupos
CL e CLNT. O momento de inercia é um
indice de forca que indica resisténcia a
rotacdo em torno de um determinado eixo

(Skyscan, 2009). Sendo assim, a
interpretacdo desses dados sugere uma
maior resisténcia central para 0s grupos
tratados com coldgeno, mas novamente,
sem diferenca para o controle negativo.
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Sugere-se que a diferenga entre resultados
das médias gerais e centrais pode ter sido
causada pelos diferentes estagios de
regeneracdo em que as porcGes do defeito
6sseo se encontram. Na analise das imagens

observa-se a diminuicdo das bordas do
defeito o que indica que a regeneracdo
Ossea nessas porcBes ja ocorreu, enguanto
no centro do defeito o processo de reparo
ainda estd em andamento (Fig. 36).

Sequencia de cortes tomograficos transversais da RO|

NTCL

Fig. 36: Sequéncia de cortes tomogréficos transversais da regido de interesse realizados em uma amostra,

nos diferentes grupos avaliados neste estudo.
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Apesar dos grupos tratados com colageno
e/ou NTCs apresentarem escores superiores
para deposicdo de tecido neoformado na
analise histologica, o estudo por MTC ndo
revelou maior deposi¢cdo de tecido dsseo.
Até pouco tempo, técnicas de histologia
guantitativa eram o padrdo para avaliacdo
de osso trabecular e cortical. Embora essa
analise forneca informagdes Unicas a
respeito da celularidade e indices dindmicos
de remodelamento dsseo, ela possui
limitagdes no que se refere ao acesso da
microarquitetura dssea (Bouxsein et al.,
20210). A microtomografia
computadorizada tem sido usada em varios
trabalhos como um método de avaliacdo da
arquitetura éssea e hoje se tornou uma
analise de grande importancia (Ruegsegger
et al., 1996). Por meio da avaliacdo da
imagem ¢é possivel quantificar varios
componentes morfométricos como
espessura, espagamento e numero de
trabéculas (Cancedda et al., 2007)

No presente estudo, considerou-se que tanto
a microtomografia e quanto a avaliagdo
anatomohistomorfométrica foram
fundamentais para o entendimento do
processo de reparo da falha Ossea. Os
achados da MTC demonstram que carbopol
ndo é uma substancia tdo inerte como
parece, pois permitiu uma  maior
conectividade trabecular no defeito. Tal
conectividade, contudo ndo garantiu melhor
preenchimento 6sseo, maior resisténcia ou
menor porosidade no centro do defeito, uma
vez que 0S grupos que usaram colageno
associado ou ndo aos NTCs foram

superiores. Também de forma interessante,
observou-se que embora o0s achados
histolégicos tenham relevado evidéncias de
um efeito benéfico do preenchimento com
coldgeno e NTCs, 0 uso desses materiais
ndo foi suficiente para oferecer maior
preenchimento 6sseo e/ou resisténcia
guando comparado ao grupo controle, que
néo recebeu nenhum tipo de preenchimento.

5.4. Conclusao

Dentro do periodo estudado o tratamento
com NTCs ou coladgeno induziram uma
maior deposicdo Ossea e melhores
caracteristicas tomogréaficas de resisténcia
mecanica em falhas Osseas na diafise de
fémur murino sob influencia das placas de
fixacdo rigida .

O carbopol ndo é um preenchimento para
falhas dsseas totalmente inerte, pois induziu
alteragbes no numero, espessura e
conectividade de trabéculas 0sseas na
diafise de fémur murino implantada com
placa de neutralizacdo de titénio.

O colageno demonstrou ser um veiculo
superior ao carbopol para NTCs pois,
comparativamente, induziu mais
caracteristicas tomogréaficas de resisténcia
mecénica em falhas Osseas na diéfise de
fémur murino implantada com placa de
neutralizagdo de titanio.
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6. CONCLUSAO GERAL

Os NTCs mostraram uma  Otima
biocompatibilidade. Sua presenca nao
induziu reagBes inflamatorios locais ou
sistémicas. Permitiu o suporte, proliferacéo
e diferenciagdo celular, o que gera boas
expectativas quanto ao Seu USO COMO
substituto da MEC.

Apesar da andlise tomografica ndo ter
confirmado os resultados positivos em
relagdo ao uso dos NTCs na formagdo de
tecido 6sseo observados na histologia,
ainda h& muito que investigar em relacéo ao
uso desse como biomaterial na regeneracao
6ssea. Ainda h& um grande potencial
oferecido pelos métodos de
funcionalizagdo, que permitem a adicdo de
grupos funcionais ou mesmo de sinais
morfogenéticos nas cadeias dos NTCs o que
pode resultar numa melhor reposta desse
material em relacdo osteoinducéo.

A associacdo dos NTCs com colageno
apresentou  resultados  superiores  na
expressdao dos genes responsaveis pela
diferenciacdo de osteoblastos, formacéo de
tecido 6sseo e tecido conjuntivo, em 0ss0s

sob influencia de fixacdo rigida, sugerindo
uma melhor reposta de reparo 0sseo.
Entretanto, por se tratar de uma analise
qualitativa ndo é possivel verificar se ha
diferenca entre essa associa¢do e os demais
tratamentos. Portanto, estudos que sejam
capazes de quantificar as respostas
genéticas geradas pelos NTCs ainda sdo
necessarios para melhor compreender sua
acdo no organismo.

O carbopol interferiu no processo de
regeneracdo 0ssea, ndo sendo assim
indicado como veiculo para implantacdo
dos NTCs.

As pesquisas envolvendo o uso dos NTCs
como biomaterial na regeneracdo 0ssea
ainda estdo nas fases iniciais. Apesar do
grande numeros de trabalhos publicados,
muitos aspectos relacionados a
metabolizacao, citotoxicidade e
permanéncia desse material no organismo
por longos periodos ainda ndo foram
esclarecidos. Por isso, deve-se ter cautela
na interpretacdo dos resultados.
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