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RESUMO

Os fatores de crescimento, IGF e PDGF, apresentam funcdes biolégicas
importantes no metabolismo 6ésseo, com acao direta, tanto no crescimento, como
na diferenciacdo celular. Dados da literatura revelam que a enxertia dessas
moléculas exdgenas, in vivo, é capaz de acelerar o processo do reparo 6sseo. A
utilizacdo dos lipossomas, com suas propriedades carreadoras e de liberagao
gradual de moléculas, pode aumentar o tempo de exposicdo dos fatores de
crescimento nos sitios enxertados. Este trabalho avaliou o potencial de formacéao
Ossea do fator de crescimento derivado de plaquetas na isoforma BB (PDGF-BB),
fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-I), e a mistura PDGF-BB/IGF-I
administrada em lipossomas comparando com tampao fosfato salino (PBS), no
processo de cicatrizacdo de alvéolos dentarios de ratos. 112 ratos Wistar foram
distribuidos aleatoriamente em 7 grupos de 16 animais cada e foram avaliados
aos 3, 7, 14 e 21 dias apods a extracdo dos segundos molares maxilares. Os
alvéolos esquerdos foram tratados com PBS (P), lipossomas vazios (L), IGF-1 em
PBS (IP), IGF-I em lipossomas (IL), PDGF-BB em PBS (PDP), PDGF-BB em
lipossomas (PDL) e ambos os fatores de crescimento (GFs) em associacao
dentro de lipossomas (PDIL). Os alvéolos direitos foram preenchidos com coagulo
sanguineo (BC). As analises histomorfométrica e histologica foram utilizadas para
avaliar a formagdo de novo 0SSO e vasos sanguineos. Imunoistoquimica foi
realizada para avaliar a expressdo de osteocalcina e o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) durante o reparo 0sseo. Os dados foram testados
estatisticamente utilizando o teste de Tukey em acordo com analise de Dunn e 0

teste Mann-Whitney U seguido pela analise de um passo de Kruskal-Wallis. Os



resultados foram considerados significantes quando p<0.05. Uma percentagem
altamente significativa de osso trabecular e alto nUumero de vasos sanguineos
foram observados nos grupos IL, PDL e PDIL (p<0,05). Todavia, esses grupos
lipossoma-GF tiveram resultados similares estatisticamente. Ensaios de
imunoistoquimica inicialmente detectaram a expressdo de osteocalcina e VEGF
aos 3 dias, seguida por um pico aos 7 dias. Niveis mais baixos de
imunorreatividade foram observados em BC, L, P, Pl e PDP quando comparados
com os grupos IL, PDL e PDIL (p <0,05). Os resultados sugerem que GFs
carreados por lipossomas, na forma isolada ou em combinacdo, aceleram o
processo de cicatrizagcdo em alvéolos dentarios de rato. A expressao diferencial,
dos marcadores osteogénicos VEGF e osteocalcina nas fases iniciais de

cicatrizacdo 6ssea, confirma esses achados.

Palavras-chave: fator de crescimento; PDGF; IGF; lipossoma, reparo 6sseo.
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ABSTRACT

Growth Factors, IGF and PDGF, showed important biological functions on
metabolism osseous, with direct action, both on the growth, how on the
differentiation of the cells. Data from literature showed that the graft of these
molecules exogenous, in vivo, is able to enhance the bone repair process. The
utilization of the liposome, with its proprieties of the carrier and gradual liberation
of molecules, can increase the time of the exposition of growth factors on grafts
places. This work evaluated the bone-forming potential of the platelet-derived
growth factor isoform BB (PDGF-BB), insulin-like growth factor | (IGF-I), and mixed
PDGF-BB/IGF-I delivered in liposomes compared with phosphate buffered saline
(PBS), in the healing process of rat tooth sockets. One hundred and twelve Wistar
rats were randomized into 7 groups of 16 animals each and were evaluated at 3,
7, 14 and 21 days after extraction of the maxillary second molars. The left sockets
were treated with PBS (P), empty liposome (L), IGF-I in PBS (IP), IGF-I in
liposome (IL), PDGF-BB in PBS (PDP), PDGF-BB in liposome (PDL) and both
growth factors (GFs) together within liposomes (PDIL). The right sockets were
filled with blood clot (BC). Histological and histomorphometric analyses were used
to evaluate the formation of new bone and blood vessels. Immunohistochemistry
was performed to evaluate the expression of osteocalcin and vascular endothelial
growth factor (VEGF) during bone repair. Data were tested statistically using a
Tukey’s test according to a Dunn’s analysis and Mann-Whitney U test followed by
Kruskal-Wallis one-way analysis. Results were considered significant when
p<0.05. A significantly higher percentage of bone trabeculae and a higher number

of blood vessels were observed in the IL, PDL and PDIL groups (p<0.05).



However, these GF-liposome groups had statistically similar results.
Immunohistochemical assays first detected osteocalcin and VEGF expression at 3
days followed by a peak at 7 days. Lower immunoreactivity levels were observed
in the BC, L, P, IP and PDP groups compared with the IL, PDL and PDIL groups
(p<0.05). The results suggest that GFs carried by liposomes, either in isolated or
mixed forms, enhanced the healing process in rat tooth sockets. The differential
expression of the osteogenic markers VEGF and osteocalcin in the early phases

of bone healing support these findings.

Key Words: growth factor, PDGF, IGF, liposome, bone repair.



1. INTRODUCAO

A Doenca Periodontal, o trauma de face, patologias de origem
endodéntica, tumores benignos ou malignos e a auséncia do dente por um
periodo prolongado podem acarretar um processo de reabsor¢cdo Ossea, de
moderada a severa, dos 0ssos maxilares. A recuperacdo da estrutura Ossea
perdida pode demandar a necessidade da realizacdo de cirurgias de enxertia
0ssea (AROSARENA & COLLINS, 2005; BODIC et al., 2005; IZUKA et al., 2005;
HALLMAN & THOR, 2008). H4 tempos, o tecido 6sseo de origem autdgena, com
suas propriedades osteoindutivas e osteocondutivas, vem sendo considerado o
material “gold standart” (padrdo ouro) de enxertia nas cirurgias 0Osseas
reconstrutivas (BURCHARDT, 1983). Todavia, sua escolha apresenta como
desvantagens a viabilidade da area doadora, morbidade e imprevisibilidade no
processo de reabsorcéo do enxerto (JOHANSSON et al., 2001a, 2001b; NKENKE
et al., 2001; SPRINGER et al., 2004). Recentes avan¢cos em biotecnologia tém
promovido a clinica cirargico-odontolégica o acesso a uma diversidade de
substitutos 0sseos, 0 que vem viabilizando, em alguns casos, a insercao precoce
de implantes bucais. Contudo, o biomaterial ideal para enxertia 6ssea ainda ndo
foi identificado. Carreadores de fatores de crescimento s&o considerados
biomateriais promissores a aceleracdo do reparo 0sseo, porém existem
obstaculos como o alto custo de producéo, além dos resultados pouco explorados
de seu uso (ESPOSITO et al., 2006; HALLMAN & THOR, 2008; CHEN, ZHANG &
WU, 2010).

O tecido 6sseo apresenta-se em constante remodelacéo. Alguns agentes
importantes para o metabolismo celular-0sseo tém sido identificados, tais como: o

horménio tireoidiano, calcitonina, testosterona, esteroides, prostaglandinas,
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endotoxinas, fatores ativadores de osteoclastos, fatores de crescimento e uma
variedade de drogas que interagem com o transporte de mineral, enzimas, ou na
sintese de proteinas (DAVIDOVITCH, 1979; HILL, 1998).

Os fatores criticos para a ossificacdo incluem a presenca de colageno,
fosfato e a regulacdo de inibidores de nucleacédo. Essa regulacdo pode ocorrer
pela via da remocao enzimatica de pirofosfato, ou modulacdo de outros inibidores.
Tecidos que contém a combinacdo desses trés fatores apresentam capacidade de
mineralizacdo da MEC (matriz extracelular), todavia tecidos que apresentam
apenas duas combinacbes, por exemplo, produzem tecidos moles, onde
fibroblastos produzem colageno, observando assim, falha na mineralizacdo. No
entanto, o processo de ossificacdo, também, inclui a estimulacdo por fatores de
crescimento e a modulacdo de antagonistas e outros componentes da MEC
(ALLORI et al., 2008).

Os fatores de crescimento podem ativar ou regular uma grande variedade
de funcbOes celulares. Eles estimulam diferenciacdo, proliferacdo, migracao,
adesdo celular e expressdo de genes. Possuem efeitos sobre as células da
mesma classe (fatores autdcrinos) ou sobre as células de outra classe dentro do
tecido (fatores paracrinos), e estdo presentes na circulacdo, podendo agir como
reguladores sistémicos do metabolismo esquelético ou localmente.
(LUGINBUEHL et al., 2004; KRISHNAN e DAVIDOVITCH, 2006).

No tecido 0sseo, as terapias com os GFs tém sido aplicadas na inducao
da formagéo 6ssea em defeitos e fraturas e, também, em implantes metalicos
(BESSHO et al., 1999; RAMOSHEBI et al., 2002; SCHLIEPHAKE 2002; KLOEN

et al., 2003; MCKAY, PECKHAM & BADURA 2007).
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Considerando que, no 0sso, as células sado expostas a diversos GFs, de
modo simultaneo; de modo ideal qualquer terapia deveria envolver uma mistura
dessas proteinas, simulando o processo de cicatrizacdo do tecido 0Osseo
(CHEIFETZ et al.,, 1996; ROETHY et al.,, 2001; RAICHE & PULEO 2004;
AROSARENA & PULEO 2007). Fatores de crescimento estdo inseridos na via
central da transferéncia de informacdo entre células e a matriz extracelular
(CHEN, ZHANG & WU, 2010).

Uma inducdo celular efetiva depende de diferentes parametros: (a)
concentracdo dos fatores de crescimento no meio extracelular; (b) tempo e
duracdo da exposicao; (c) tipo de célula alvo e seu estado de diferenciacdo; (d)
expressdo de receptores especificos e (e) a presenca de outros Fatores de
Crescimento que podem promover efeito sinergista ou antagonista (GIANNOBILE
et al., 1997; SCHMIDMAIER et al., 2003; CHAUDHARY et al., 2004; HUANG et
al., 2005).

A disponibilizag&o local de fatores de crescimento no defeito 6sseo pode
interferir o reparo 6sseo. A utilizacdo de um sistema capaz de liberar o composto
terapéutico de forma gradual e constante pode favorecer o processo de
cicatrizacdo Osseo-alveolar. Os lipossomos tém sido os carreadores de escolha
como veiculo de distribuicdo para compostos biologicamente ativos. Sao
particulas esférico-microscoépicas, cujas membranas, desenvolvidas com uma ou
mais bicamadas lipidicas, encapsulam uma fracdo de solvente que ficam
suspensos em seu interior. Em comparacdo com outros carreadores, 0s
lipossomos tém algumas vantagens, como degradabilidade biologica e seguranca

toxicoldgica e imunoldgica (LASIC, 1993, 1998; ALVES et al. 2009).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Biologia do reparo 6sseo-alveolar

Apébs os procedimentos de exodontia, ou seja, remocdo dos elementos
dentarios, as cavidades Osseas remanescentes, alvéolos dentarios, s&o
naturalmente preenchidas pelo coagulo sanguineo. O reparo tecidual inicia-se
com a hemostasia, responsavel por bloquear a perda de sangue através de vasos
rompidos (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000).

Este é o primeiro passo de uma cascata de eventos celulares que devem
culminar na reposicdo tecidual, com preenchimento dos alvéolos com o0sso
neoformado. (YUGOSHI et al., 2002). A formacdo da rede de fibrina auxilia
inicialmente o influxo de neutrdéfilos, macréfagos e linfécitos, caracteristicos da
resposta inflamatéria aguda (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000), bem como
possibilita a invasao de fibroblastos e células endoteliais, presentes no ligamento
periodontal remanescente (YUGOSHI et al., 2002). O ligamento periodontal
contém uma mistura de populagdes celulares incluindo progenitores para
osteoblastos (DEVLIN & SLOAN, 2002), cementoblastos e fibroblastos, essenciais
para remodelacao e formacdo éssea inicial em processos de cicatrizacao alveolar
(LEKIC et al., 1997). Células osteoprogenitoras podem ser derivadas também da
medula 6ssea (DEVLIN & SLOAN, 2002) e periésteo (SIQUEIRA JR. & DANTAS,
2000; RASUBALA et al., 2004).

Macrofagos e fibroblastos imaturos parecem ser atraidos para areas com
baixa concentracdo de oxigénio e altos niveis de lactato, presentes na ferida
alveolar em consequéncia do metabolismo das células inflamatérias (LALANI et

al.,, 2005). Macrofagos liberam um fator de crescimento chamado fator
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angiogénico dependente de macrofago, quimiotdxico para células endoteliais.
Estas secretam o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que apresenta
importantes funcdes na angiogénese e vasculogénese, essenciais nos processos
de cicatrizacao de feridas (LALANI et al., 2005). Novos fibroblastos, produzidos
por diferenciacdo de células mesenquimais e mitoses de fibroblastos preé-
existentes, sintetizam uma delicada matriz de colageno que, junto com o0s
capilares neoformados, caracterizam o tecido de granulagdo (YUGOSHI et al.,
2002). O coagulo é progressivamente reabsorvido quando € invadido por
fibroblastos derivados do ligamento periodontal, que proliferam ativamente e
migram em direcdo a ele, formando um tecido conjuntivo imaturo. Posteriormente,
diferenciam-se em osteoblastos responsaveis por produzir novo tecido 6sseo
durante a cicatrizagdo alveolar (TEOFILO et al., 2001). As fibras colagenas,
inicialmente depositadas, formam uma trama preliminar na qual ocorre a
deposicao de osso neoformado.

A diferenciacdo de células precursoras mesenquimais, diretamente em
osteoblastos, como observado no desenvolvimento dos ossos faciais, representa
0 processo de ossificacdo intramembranosa; enquanto o processo de ossificacao
sobre um modelo de cartilagem intermediaria, presente no desenvolvimento de
0Sso0s longos, caracteriza o processo de ossificagdo endocondral (STREET et al.,
2002; KANYAMA et al., 2003). No alvéolo dentario, observa-se apenas
ossificagcao intramembranosa (KANYAMA et al.,, 2003), sem formacdo de
cartilagem ou presenca de condrocitos (SHYNG et al., 1999).

A cicatrizacdo normal do osso, apos injurias, € caracterizada por acdes
integradas de diferentes células e pode ser dividida em fases sequenciais: de

inflamacdo, migracdo, diferenciacdo e proliferacdo de células osteogénicas
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(SASAKI & WATANABE, 1995; SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000), sintese de
matriz extracelular (MEC), mineralizacdo do osteoide, maturacdo e remodelacdo
0ssea (LALANI et al., 2005).

Osteoclastos atuam na remodelacéo 6ssea das margens do alvéolo e dos
septos inter-radiculares remanescentes, presentes apds a extracdo de dentes
multiradiculares, em humanos (LINDHE, 2005). Por fim, os eventos de
cicatrizacdo alveolar culminam no preenchimento do alvéolo com tecido 6sseo
trabecular (DEVLIN & SLOAN, 2002). O preenchimento do alvéolo com trabéculas
Osseas espessas e bem definidas, vinte e quatro dias ap6s a extracao,
praticamente definia o estagio final do processo de cicatrizacdo, em ratos (ZIED et
al., 2005). Apesar de estar completamente preenchida por trabéculas 6sseas, a
densidade 6ssea alveolar maxima foi alcancada aparentemente no trigésimo dia
pés-operatorio, em ratos (LAMANO CARVALHO et al., 1997).

A osteogénese pode promover a formacdo de osso: “woven” (WB) ou
lamelar. A regulacdo molecular, desses dois processos, € pouco conhecida.
(MCKENZIE & SILVA, 2011). No esqueleto pos-natal, WB é formado sobre
condicdbes que requerem rapida deposicdo mineral como uma distracao
osteogénica ou reparo de fratura por trauma. Histologicamente, WB &
caracterizado por uma pobre organizacdo, baixa densidade mineral e alta
celularidade (JOHNSON et al.,, 1963; TAMI et al.,, 2003), indicativa de reparo

(MCKENZIE & SILVA, 2011).

2.2. Fatores de crescimento
Fatores de crescimento sdo proteinas que servem como agentes de

sinalizacdo para as células e influenciam fungbes como divisdo celular, sintese de
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matriz e diferenciacéo tecidual. Podem, portanto, desempenhar importante papel
na formacéo 6ssea e de cartilagem, cicatrizacédo de fraturas e reparo de tecidos
musculo-esqueléticos (LIEBERMAN et al., 2002). Alguns fatores de crescimento,
tais como fator de crescimento transformante 8 (TGF-B), fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), proteina morfogenética 6ssea (BMP), e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) séo expressos de modo temporal
nos processos de cicatrizagéo tecidual e, provavelmente, devem estar envolvidos
na sinalizacdo, controle e indugcdo durante o processo de reparo 6sseo (STREET
et al., 2002; ALLORI et al., 2008; DEVESCOVI et al., 2008).

Os Fatores de Crescimento (GF) sdo uma classe de proteinas
sinalizadoras que, apesar de estarem presentes em baixas concentragcdes no
plasma e na matriz O6ssea, apresentam funcdes bioldégicas importantes no
metabolismo celular-6sseo, com acdo direta, tanto no crescimento como na
diferenciacdo, em determinadas linhagens celulares. Essas proteinas se ligam a
receptores moleculares, de células de mamiferos, e induzem uma “cascata
orquestrada” de reacgfes citoplasmaticas, culminando no aumento da transcricdo
de mRNA e liberacdo protéica extra e intracelular (TRIPPEL, 1997; KOHNO et al.,
2003; HALLMAN & THOR, 2008; OLIVEIRA et al., 2008; DEVESCOVI et al.,
2008).

Moléculas sinalizadoras, para o reparo 0sseo, incluem hormoénios,
citocinas e Fatores de Crescimento. Secretadas endogenamente, por células
locais, ou absorvidas, podem agir de forma autécrina, paracrina e enddcrina.

Essas moléculas sdo dose/tempo dependentes e por meio de uma variedade de
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mecanismos, permitem serem estimuladas, inibidas, ou mesmo, uma mistura de
atividades (ALLORI et al., 2008).
Dentre os fatores de crescimento presentes no processo biolégico do

reparo 0sseo, para nosso estudo, foram selecionados IGF-1 e PDGF-BB.

2.2.1 Fator de Crescimento semelhante ainsulina (IGF)

O Fator de Crescimento semelhante a Insulina (IGF) é um polipeptideo
de cadeia-simples aminoacida produzido predominantemente no figado, mas
também, em outros tecidos como, por exemplo, muscular e 6sseo (ALLORI et al.
2008).

IGF-1 e IGF-Il sdo codificados por dois diferentes genes e expressos
diferencialmente em tecidos diversos. A estrutura de ambos IGFs é homodloga
para a pré-insulina humana. IGF é constitutivamente produzido em muitos tecidos,
principalmente no figado; e, também, no rim, no coracao, pulmao, tecidos adiposo
e glandulares. IGF-I é também produzido por condroblasto, fibroblastos e
osteoblastos. Os IGFs demonstram alguma afinidade por receptores insulinicos.
Sua bioatividade no tecido 6sseo € modulada pelas proteinas de ligacdo para
IGF, o qual é regulado pelo horménio do crescimento e outros. Além disso, IGF-I
estimula a formacdo Ossea, por induzir a proliferacdo celular, diferenciacéo e
biossintese de colageno tipo I. Sugere-se que IGF-I seja mais mitogénico que
IGF-Il (HOCK et al., 1988; OHLSSON et al., 1998). Em pesquisas periodontais, foi
demonstrado que o IGF-I é quimiotatico e mitogénico para células do ligamento
periodontal (PDL) (MATSUDA et al., 1992). Spencer, Liu, Si e Howard (1991)

demonstraram, in vivo, que o IGF-I estimula ou facilita a mitose e diferenciacéo de
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células osteoprogenitoras, aumentando o niamero de osteoblastos maduros de
ratos.

Os niveis circulantes de IGF-I sdo predominantemente determinados pelo
Hormonio do crescimento, pela secrecdo local de osteoblastos estimulados pelo
estrogeno, paratorménio, cortisol, estimulos mecanicos, e outros fatores (LEAN et
al., 1995; OHLSSON et al., 1998). O IGF apresenta acdo paracrina e autocrina
com alta ligacdo ao receptor para IGF-lI (IGFR), uma tirosina-kinase ativada,
sinalizando a proliferacdo e crescimento celular. Existem poucos estudos na
literatura a respeito da administracdo terapéutica sobre IGFs. A administracao
sistémica de IGF-I tem mostrado restaurar o crescimento 0sseo em pacientes
com deficiéncia do hormonio do crescimento (LARON et al., 1992; RANKE et al.,
1995). ALLORI et al. (2008) relataram que o IGF-I apresenta-se um interessante
papel na formacdo O&ssea, todavia sua dose ideal e método de
aplicacé@o/distribuicdo permanecem desconhecidos, sendo necessarios maiores

investigacoes.

2.2.2 Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF)

O Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF) € um potente
mitdbgeno de células mesenquimais vindas da camada periostea. PDGF é
sintetizado por plaquetas, mondcitos, macrofagos, células endoteliais e
osteoblastos. O PDGF é composto por duas cadeias polipeptidicas (A e B), e
essas cadeias formam um heterodimero ou homodimero. Dos trés fatores de
crescimento derivado de plaquetas (PDGFs: AA, BB ou AB), o PDGF BB é

biologicamente mais potente (LIEBERMAN et al., 2002).
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PDGF funciona como fator de crescimento local autécrino e paracrino.
PDGF liga em receptores altamente especificos expressados nas superficies de
varios tipos celulares (HELDIN et al, 1981), incluindo fibroblastos, células da glia,
células vasculares do musculo liso. PDGF € um poderoso promotor de migracao e
proliferacéo celular. Tem sido mostrado que todas as suas isoformas induzem a
proliferacdo de células do ligamento periodontal (PL) in vitro (DENNISON et al,
1994). PDGF é também quimiotatico para células do PL e estimula a sintese de
colageno e hialuronato (MATSUDA et al, 1992; BARTOLD, 1993). E também
relatado que PDGF promove sintese de DNA e quimiotaxia em cultura éssea
organica (GRAVES et al, 1989; HOCK & CANALIS, 1994), mas tem baixa
modulacdo nas atividades da fosfatase alcalina e da osteopontina, em células
como osteoblastos, in vitro (GIANNOBILE et al., 1994b).

PDGF € atualmente utilizado em sua forma recombinante para o
tratamento de defeitos 0Osseos periodontais (GEM21STM; Biomimetic
Therapeutics, Franlin, TN) e estudos pré-clinicos tém demonstrado que ele
apresenta efeitos mitogénicos em células osteoprogenitoras, promovendo
angiogeneses e estimulando cicatrizacdo de fraturas e regeneracdo éssea
(HOLLINGER et al., 2008). O PDGF é expresso durante uma cicatrizacao de uma
fratura em pacientes saudaveis, todavia sua deficiéncia € demonstrada na
cicatrizagdo de pacientes diabéticos (GRAHAM et al., 2009).

Estudos clinicos preliminares de PDGF para a regeneracao 0ssea tém
demonstrado resultados promissores e avancos nas provas clinicas (HOLLINGER
et al.,, 2008). Apesar do PDGF apresentar resultados pré-clinicos positivos, ha
uma caréncia de evidéncias clinicas para 0 seu uso na regeneracdo 0Ossea

(NAUTH et al., 2011).
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2.2.3 AssociacOes de fatores de crescimento

No tecido 6sseo, as células sdo expostas a diversos GFs de modo
simultaneo. ldealmente, qualquer terapia deveria envolver uma mistura dessas
proteinas, com similaridades no processo de cicatrizacdo do tecido 0sseo
(CHEIFETZ et al., 1996; CHEN, ZHANG & WU, 2010).

Schliephake, em 2002, numa revisdo de literatura de 231 artigos
cientificos, relatou que a combinacao dos fatores de crescimento IGF-I1 + PDGF foi
efetiva na promocao da regeneracdo 6ssea, em defeitos alveolares, ao redor de
implantes bucais, apos a perda 6ssea por Doenca Perimplantar.

Tem sido mostrado que aplicacBes topicas da combinacdo de PDGF
associado ao IGF-I ou PDGF associado ao dexametasona promoveram
regeneracdo de tecido periodontal em primatas. (RUTHERFORD et al., 1992,
GIANNOBILE et al.,, 1994a, 1996). Resultados expressivos Vvém sendo
demonstrados utilizando a combinacao de VEGF e BMP (ALLORI et al. 2008).

Bernstein, Mayr & Hube (2010) avaliaram a associacdo dos fatores de
crescimento TGF-B e IGF-I, carreados por uma membrana de acido polilatico, na
distracdo osteogénica, de 28 carneiros Merinos. Concluiram que a aplicacéo local
desses fatores de crescimento carreados por uma membrana degradavel acelera
a cicatrizagdo 0ssea, resultando em tecido 6sseo.

Lamberg et al. (2009) compararam o efeito da administracdo local da
associacdo de TGFp -1 e IGF-I, carreados por uma membrana biodegradavel de
acido polilatico, com o enxerto de hidroxiapatita pura, no recobrimento de
implantes osseointegraveis, em 10 cées. O tempo de sacrificio foi de 4 semanas,

e 0s implantes avaliados pela resisténcia mecanica e histomorfometria. Os

28



resultados ndo mostraram diferenca no teste mecanico, porém uma neoformacao
O0ssea maior no grupo tratado com os fatores de crescimento.

Levi et al. (2010) pesquisaram a hip6tese de que somente em
associacdo, os fatores de crescimento IGF e PDGF poderiam estimular a
osteogénese. Os experimentos foram realizados em culturas de células-tronco
derivadas do estroma de adipodsitos. Concluiram que, dentro da metodologia
aplicada, a associacéo dessas duas biomoléculas foi essencial para o estimulo da

formacdo Ossea.

2.3. Moléculas indicadoras do reparo 6sseo

Além dos fatores de crescimento, a expressdao de algumas
macromoléculas da MEC como colageno, fibronectina, osteopontina,
osteocalcina, osteonectina, tém sido referenciadas como aspecto indicativo do
processo de reparo 6sseo (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000; MENDES et al.,
2008). Dentre esses, o VEGF e a osteocalcina tém sido bastante referenciados

(ALLORI et al., 2008; CHEN, ZHANG & WU, 2010)

2.3.1. Osteocalcina

A Osteocalcina (OC) é a proteina néo colagena mais abundante no 0sso
e dentina, constituindo 15% das proteinas da matriz 6ssea ndo-colagena (PRICE
et al. 1980). Possui 49 aminoéacidos e, embora sua funcéo especifica ndo seja
conhecida, sabe-se que é sintetizada predominantemente pelos osteoblastos
diferenciados, incorporada a matriz Ossea extracelular e relacionada a

mineralizacdo da matriz osteoide. Seu gene, codificado no cromossoma 1 (1925-

g31) sofre influéncia direta da 1,25 dihidroxivitamina D, que estimula sua sintese.
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A Vitamina K1 é um cofator essencial para que ocorra g-carboxilagdo poés-
traducional do residuo glutamil, originando os residuos g-carboxiglutamil. Possui
em sua estrutura trés acidos glutamicos que Ihe conferem a capacidade de ligar-
se ao calcio (LEE, HODGES & EASTELL, 2000) e isto pode ser importante no
processo de mineralizacdo da matriz 6ssea ja formada.

Uma fracdo (10 a 40%) da OC intacta recém sintetizada € liberada na
circulacdo, possuindo uma meia-vida curta, pois € rapidamente hidrolisada no
figado e rim por metaloproteases.

ELISA e outros ensaios de imunohistoquimica podem ser utilizados pra
deteccdo da osteocalcina (CREMERS & GARNERO, 2006). No soro, a
osteocalcina é rapidamente degradada, resultando em fragmentos que podem ser
detectados por ensaios baseados em anticorpos. (RIGGS, TSAI & MANN, 1986;
GARNERO et al., 1994). A osteocalcina € considerada um excelente marcador

para a formacao 6ssea (CIVITELLI, VILLAREAL & NAPOLI, 2009).

2.3.2. Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF)

O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) esta envolvido na
angiogénese, relacionado ao aumento da extensdo de vasos pré-existentes e na
sua neoformacéo. Sua estrutura e funcéo estdo bem caracterizadas e revisadas
pela literatura (ALLORI et al., 2008). A familia VEGF consiste de homodimeros
glicosilados, com 121 a 206 aminoéacidos cada, produzidos de um ligamento
alternativo de um simples gene Vegf no cromossomo 6 humano (ERIKSSON &
ALITALO, 1999).

Sua ligacdo ocorre em dois receptores de superficie de células

endoteliais: VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (KDR/FIk-1), ambos tirosina kinase. Seu
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mecanismo de acdo € mediado com a ligacdo do VEGFR-1 ao VEGFR-2
(SHIBUYA, 2006).

VEGF aumenta a quimiotaxia e mitogénese de células endoteliais e
células progenitoras endoteliais, promovendo neoformacdo vascular. Esta
também relacionada ao aumento da vasodilatacdo e permeabilidade vascular,
aumentando o fluxo sanguineo e permitindo a distribuicdo de varios fatores de
crescimento, células do sistema imune e células-tronco circulantes. No tecido
0sseo, osteoblastos secretam VEGF e expressam seus receptores (DECKERS et
al., 2000). Todavia, osteoclastos também expressam receptores para VEGF,
sendo que o VEGF recruta quimiotaticamente osteoclastos para as zonas de
remodelamento (TOMBRAN-TINK & BARNSTABLE, 2004). Embora o VEGF néo
esteja relacionado diretamente ao efeito osteogénico, ele apresenta capacidade
de promover a diferenciacdo osteoblastica, além de complementar e potencializar
a funcdo osteogénica de diferentes fatores de crescimento (ECKARDT et al.,
2005). Muitos fatores de crescimento, como por exemplo, as proteinas
morfogenéticas dsseas (BMPs), exercem sua ativacdo vasculogénica via
producao derivada de VEGF de osteoblastos (DECKERS et al., 2002).

Angiogénese e vasculogénese sao processos biolégicos dependentes
de um complexo esquema regulatério, ainda pouco conhecido. Angiopoietinas
(Ang) sdo proteinas angiogénicas relacionadas estruturalmente de
aproximadamente 70 kD em tamanho. As Ang-1 sdo conhecidas em ativar o
VEGF e promover a maturacdo vascular. Ja a Ang-2 apresenta o papel de
desestabilizar a membrana endotelial e favorecer a neovascularizacao

(ASAHARA et al., 1998).
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VEGF €& produzido por uma variedade de células como: células
endoteliais, fibroblastos, condrocitos e osteoblastos. Inicialmente, em resposta a
hipdxia pela via do fator de transcricdo hipoxia-induzida (HIF) apresentando uma
alta regulacdo (DERY, MICHAUD & RICHARD, 2005). Numa fratura ou
osteotomia, o rompimento vascular de nutrientes libera enzimas lisossomais de
partes Osseas e tecidos moles necroticos. Adicionalmente, ocorre uma
vasoconstricdo do periosteo e das artérias medulares resultando na formacéo de
uma zona interfragmentada de injuria (GRUNDES & REIKERAS, 1992). Esse
estimulo catalisa a formacdo de novos vasos sanguineos e aumenta a
permeabilidade vascular. VEGF mediando a angiogénese foi demonstrada como
um requerimento essencial na inducdo Ossea durante distracdo osteogénica
mandibular. Animais knock-outs demonstram falha na formacao 6ssea durante a
embriogénese, (HAIGH et al., 2000) e animais adultos tratados com um inibidor
angiogénico, TPN-470, resultaram numa cicatrizacdo éssea ineficaz ( ECKARDT
et al., 2003).

A literatura relata que a expressdo de mMRNA para VEGF pelos
osteoblastos e células endoteliais, no espaco interfragmental de uma distracdo
osteogénica, foi aumentada do 5° para o 7° dia, apds a injuria (LEVY et al., 1995).
Cetrulo et al. (2005) demonstraram que uma relativa isquemia durante a ativacao
e consolidagdo das fases atraia células precursoras endoteliais.
Terapeuticamente, a aplicacdo local do VEGF recombinante humano (VEGFrh)
demonstrou um aumento de vasos sanguineos na zona de fratura, com aumento
da unido oOssea. (ECKARDT et al.,, 2005). Estudos nas ciéncias basicas tém
demonstrado que o VEGF é uma potente molécula angiogénica e osteogénica,

critica no processo de regeneracdo 0ssea. Devido ao fato que essa proteina €
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fragil e de vida curta, in vivo, estudos pré-clinicos tém aplicado a terapia génica
por meio da aplicacéo terapéutica de VEGF para a regeneracao 0ssea (ALLORI

et al., 2008).

2.4. Sistemas carreadores de Moléculas Biologicamente Ativas

A utilizacdo de alguns compostos terapéuticos tem sido limitada por
varios fatores, tais como: impossibilidade do aumento da sua dosagem, retencéo,
controle de degradacéo, baixa solubilidade e/ou efeitos colaterais perniciosos.
Tais dificuldades tém conduzido os pesquisadores ao estudo de novos sistemas
capazes de transportar um composto terapéutico até um alvo especifico,
aumentando seu potencial terapéutico, impedindo que este se perca durante o
trajeto (SANTOS & CASTANHO, 2002; ZHANG et al., 2005).

Vérios tipos de carreadores tém sido utilizados; porém, poucos autores
tém relatado um longo periodo de sustentabilidade na liberacdo dos Fatores de
Crescimento, normalmente carreados por polimeros absorviveis. Até 0 momento,
todos os carreadores utilizados ndo preenchem as caracteristicas ideais
desejadas, sendo que uma inducéo inicial da cascata morfolégica de formacao
Ossea, seguida de rapido declinio dos sinais dos Fatores de Crescimento
utilizados, pode ser, ou nao, suficiente para promover a quantidade e qualidade
de regeneracdo 0ssea satisfatoria, nos diversos tipos de defeitos (SCHMIDMAIER
et al., 2001; RASCHKE et al., 2002; HALLMAN & THOR, 2008)

Algumas proteinas/peptideos tém sido utilizadas em conjunto com
diversos sistemas carreadores, numa série de estratégias, para promoverem a

cicatrizagédo tecidual. (ROSE et al. 2004; LEE & SHIN, 2007). Atualmente, o
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design dos biomateriais tem focado na incorporagcdo de moléculas
biomoduladoras em sua matriz (MIESZAWSKA & KAPLAN, 2010).

Ao longo da evolucédo cientifica dos polimeros bioabsorviveis, sintéticos
ou naturais, o controle de suas propriedades materiais estimula o interesse de sua
associacdo com moléculas bioativas, como os fatores de crescimento. A natureza
de um biomaterial € um aspecto importante para um sistema distribuidor de
fatores de crescimento. Destacam-se algumas caracteristicas fundamentais
esperadas: (i) material constituinte ndo citotdxico e biodegradavel, (ii) método de
producado reprodutivel e que ndo afete a bioatividade da proteina, (iii) interacdo
fisica que proteja a proteina de degradacdes fisicas ou quimicas, (iv) eficiéncia e
controle de liberacdo da proteina, (v) habilidade de carrear os fatores de
crescimento para o sitio desejado de acdo, (vi) flexibilidade e predicabilidade
carreadora e (vii) idealmente mimetizar o espaco temporal do processo de
cicatrizacdo in vivo. Dessa forma, o biomaterial ideal deve apresentar suficiente
elasticidade para conformar o tamanho, a forma e suporte mecanico temporario,
provisionar algum nivel de bioatividade para estimulo celular, ndo ser
imunogénico, promover a bioabsorcdo ap6s a completa regeneracdo tecidual e

apresentar um custo-beneficio efetivo (CHEN, ZHANG & WU, 2010).

2.4.1 Lipossomas

Em 1965, com a publicacdo de Bangham e colaboradores, caracterizou-
se um sistema de vesiculas fosfolipidicas, ao qual foi dado o nome de lipossomas,
termo atribuido a Weissman; lipossoma (do grego lipos = gordura + soma = corpo)
(PRISTA et al., 1996). Lipossomas sao pequenas vesiculas, com diametro

variando de alguns nanémetros a poucos micrometros (sempre maior que 25 nm),
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que se formam naturalmente ou sao sintetizadas artificialmente, sendo capazes
de levar medicamentos para o interior das células (LASIC, 1993; LASIC 1998;
PRISTA et al., 1996).

Os componentes basicos dos lipossomas séo fosfolipidios, naturais ou
sintéticos, um esterol e, eventualmente um produto ibnico que permite a obtencao
de vesiculas carregadas, positiva ou negativamente. Esta ligacdo € feita por
esterificacdo. A molécula fosfolipidica apresenta um polo negativo e um polo
positivo, sendo chamada anfiprética, e que coexiste com uma porcao hidrdfila e

uma porcéo lipofila (PRISTA et al., 1996).

Quando se dispersam fosfolipidios em um meio aquoso, formam-se
espontaneamente vesiculas, na maioria das vezes ovaladas, constituidas por
estruturas tubulares. Os fosfolipidios orientam seus grupos polares para o meio
aguoso, originando compartimentos isolados entre si, e, também, do meio aquoso
externo, ou seja, as cadeias carbonadas hidr6fobas que associam entre si,
criando um ambiente lipofilo interno, enquanto os grupos polares se orientam para

o exterior aquoso (PRISTA et al., 1996).

Como particulas esféricas microscopicas, com membranas constituidas
de uma ou mais bicamadas lipidicas, os lipossomas encapsulam uma fracdo de
solvente que ficam suspensos em seu interior. O aspecto dos lipossomas
assemelha-se a uma membrana celular em sua estrutura e composicéo. Eles sao
tipicamente feitos de moléculas lipidicas naturais, biodegradaveis, de baixa
toxicidade e ndo—imunogénica, e podem encapsular ou se ligar a uma variedade
de drogas moleculares, que podem permanecer livres em seu interior ou

vinculadas as suas membranas (LASIC, 1993).
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Uma das principais vantagens da utilizacdo dos lipossomas, como
transportadores, é a facilidade de incorporacdo de um farmaco, independente de
sua carga ou massa molecular. Além disso, podemos citar como vantagens a
biodegradabilidade, a baixa toxicidade, a possibilidade de dissolver substancias
lipofilicas (nas bicamadas lipidicas) ou hidrofilicas (na fase aquosa de seu interior)
e a possibilidade de direcionar o local ou de controlar a liberacdo de uma
determinada droga (PRISTA et al.,, 1996; ZHANG et al., 2005). Os lipossomas
apresentam-se como materiais bioativos para enxertia, de propor¢do nanométrica

e atuacao biomolecular.
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Vivemos o século da biotecnologia. As estimativas indicam que o impacto
comercial dos produtos biotecnolégicos se equipara ao PIB de um pais do
Terceiro Mundo. A assisténcia a saude &, isoladamente, 0 maior setor econdémico
do planeta, chegando a representar de 12% a 14% do PIB em grandes mercados.
Nos EUA, o porte das industrias ligadas a biotecnologia oscila entre US$ 400
bilhbes para produtos quimicos, US$ 800 bilhdes para o setor alimenticio e mais
de US$ 1 trilhdo para biomateriais (SIMON & KOTLER, 2004).

A busca por biomateriais, inicialmente, decorreu do fato de que a medida
gue os seres vivos envelhecem, ha o desgaste fisioldégico natural, o processo de
envelhecimento. Embora muitos fatores responsaveis pelo envelhecimento nao
sejam compreendidos, as consequéncias sdo bastante claras (OREFICE,
PEREIRA & MANSUR; 2006). Em acréscimo, a expectativa de vida da populacéo
mundial cresce consideravelmente. Uma das consequéncias desse fenbmeno tem
sido o aumento de injurias e doencas em pessoas senis, que apresentam uma
capacidade de cicatrizacdo diminuida. Defeitos nos tecidos orais e craniofaciais,
resultantes de trauma, tumores, infec¢cdes, mau desenvolvimento 06sseo ou
doencas de deformacédo progressiva demonstram a necessidade de restauragcao
desses tecidos como objetivo clinico, onde se concentram os conhecimentos das
bases das ciéncias biomédicas e das engenharias. De todas as areas do
conhecimento médico, a que sugere apresentar maiores perspectivas para a
humanidade é a da regeneracdo. O conhecimento e a aplicagdo dos principios
das técnicas de Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) realizam o principio

hipocrético da arte e ciéncia de curar (SANCHES, 2010).
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O uso de fatores de crescimento acelera e melhora a qualidade do
reparo 0sseo em diversos modelos, estimulando a diferenciacdo e promovendo a
maturacdo de osteoblastos (LYNCH et al., 1989; RUTHERFORD et al., 1992,
GIANNOBILE et al., 1994a, 1996; CHEIFETZ et al., 1996; SCHMIDMAIER et al.,
2001; ROETHY et al., 2001; RASCHKE et al., 2002; RAICHE & PULEO, 2004;
ROSE et al. 2004; ANITUA et al. 2007a; AROSARENA & PULEO, 2007; LEE &
SHIN, 2007; OLIVEIRA et al., 2008; ALVES et al. 2009; CHEN, ZHANG & WU,
2010). Trabalhos anteriores revelaram a eficiéncia das vesiculas de lipossomas
como carreadores do Fator de Crescimento Epidermal (EGF) (SADDI et al., 2007
e ALVES et al.,, 2009). O fator de crescimento administrado foi mantido no
microambiente experimental por 14 dias, sendo liberados gradualmente. Esses
resultados sugerem a avaliacdo dos lipossomas como carreadores para fatores
de crescimento, numa possibilidade de tratamento das sequelas 6sseas causadas
por diversas etiopatogenias.

A compreensao dos mecanismos biolégicos envolvidos nos processos de
interacdo do biomaterial ao organismo e do processo de reparo 6sseo é essencial
para subsidiar os protocolos de tratamento, tanto para patologias como para
outros procedimentos que envolvam a regeneracdo do tecido 6sseo. No atual
mundo globalizado, as descobertas cientificas sédo rapidamente introduzidas e
absorvidas pela pratica clinica. Na odontologia, novos produtos séo lancados
diariamente e grande parte corresponde a materiais empregados pelo cirurgido-
dentista. Esses produtos sdo usados em contato direto com tecidos vivos, como a
dentina, a polpa, osso alveolar e tecido periodontal; algumas vezes,
permanecendo em sua intimidade por prolongados periodos (JUNIOR &

GARRAFA, 2007). O desenvolvimento dos biomateriais acompanha a evolucao da
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nossa compreensdo do funcionamento biologico-tecidual. Os primeiros
biomateriais procuravam essencialmente propor um reparo mecanico de lesdes
teciduais, providenciando suportes nao toxicos, inertes e bem tolerados. A
implantacdo das préteses ortopédicas representa, ainda, um exemplo
amplamente utilizado destes procedimentos. A extensao de tal modelo de terapia
envolveu materiais que estimulam a integracdo do implante com os tecidos
adjacentes, provocando a mobilizacdo e ativacdo celular, bem como a
subsequente producdo da matriz extracelular intimamente associada com o
material implantado. A experiéncia de varias décadas de implantes ortopédicos,
cardioldgicos, dentarios aponta para a principal dificuldade no desenvolvimento
destes procedimentos. Os tecidos vivos renovam continuamente as matrizes
estruturais e respondem a demandas especificas, adaptando-se as novas
condicbes com a producdo de matrizes reestruturadas e modificadas
(remodelacdo tecidual). Os biomateriais implantados ndo degradaveis (titanio,
ouro, ceramicas) e suas interfaces com o tecido vivo ndo acompanham estas
modificacbes e sofrem o desgaste que geralmente requer uma cirurgia
complementar ou corretiva. Os biomateriais biodegradaveis procuram responder a
esse desafio. Implantes de polimeros organicos ou de materiais mineralizados
absorviveis permitem um reparo permanente, mobilizando as células que
normalmente participam na renovacdo da mesma estrutura. (NIMNI,1997;
HUBBELL 1999; MIRANDA et al., 2011).

A hipotese desse trabalho constituiu em avaliar o reparo 0sseo alveolar
quando submetido a exposicdo gradual e constante de dois fatores de
crescimento, IGF e PDGF, isolados e em associacao, veiculados por meio de

lipossomas.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos dos Fatores de Crescimento, PDGF-BB e IGF-I, veiculados
com vesiculas de lipossomas, em associacdo ou isoladamente, no processo de
reparo 0sseo-alveolar dentario, apos a exodontia do segundo molar superior de

ratos.

4.2. Objetivos especificos

e Avaliar histologicamente, por meio de andlise morfométrica, o nimero de
vasos sanguineos nos alvéolos: controle (BC) e tratados (P, L, PDP, PDL, IP,
IL, PDIL), apds 07 dias de cicatrizacao.

e Avaliar, por meio de técnicas de imunoistoquimica, a expressao do fator de
crescimento endotelial vascular e da proteina osteocalcina, aos 03 e 07 dias
de cicatrizagéo.

e Avaliar histologicamente, por meio de analise morfométricas, o percentual de
trabéculas 6sseas nos alvéolos: controle (BC) e tratados (P, L, PDP, PDL, IP,
IL, PDIL), ap6s 07, 14 e 21 dias de cicatrizagao.

e Avaliar a eficacia dos lipossomas como carreadores dos fatores de
crescimento por meio da correlagao entre os dados da histologia, histometria e

imunoistoquimica.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Preparacéao de IGF-1 e PDGF-BB em lipossomas

Os lipossomas com IGF-1 e PDGF-BB foram preparados pelo laboratério
de Biopatologia e Biologia Molecular da Universidade de Uberaba/MG, em
supervisdo do professor doutor José Bento Alves, de acordo com Alves et al.
2009, como se segue: IGF-1, PDGF-BB foram dissolvidos em 1ml de 10mM de
acido acético contendo 0.1% (w/v) de albumina de soro bovino (BSA) em 0.2
pMg/ml de concentracdo final e armazenados a -20 °C. Os lipossomas foram
obtidos por sonificagédo utilizando uma solucao de 12 mg/ml de dipalmitoil fosfatidil
colina (DPPC) e 1.2 mg/ml de lisofosfatidil colina (LPC) dissolvidos em 4ml de
cloroférmio, produzindo vesiculas unilamelares contendo 0.5 ng/pL dos fatores de

crescimento, PDGF-BB, IGF-I com aproximadamente 100 nm de diametro.
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Figura 01. Desenho esquematico e simplificado do método de preparacdo de
lipossomas. Representacdo esquemédtica das metodologias de preparagdo de vesiculas
multilamelares (MLV), vesiculas unilamelares pequenas (SUV) e vesiculas unilamelares
grandes (LUV). Adaptado de www.avantilipids.com em SANTOS & CASTANHO (2002).
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5.2. Animais
Este estudo utilizou 112 ratos Wistar (Rattus novergicus), machos,

adultos e com peso corporal variando de 250 a 300g provenientes do Centro de
Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG. Durante o
periodo experimental, os animais foram mantidos em biotério apropriado,
acondicionados em gaiolas plasticas contendo um nimero maximo de 04 (quatro)
animais, sob temperatura ambiente e controle de luz automatica (07 as 19h). Os
animais receberam racao para animais de laboratério e 4gua ad libitum.

Todos os procedimentos seguiram as Diretrizes em Experimentacao
Animal de Faculdade Brasileira, tendo sido o projeto previamente aprovado pelo

Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, sob n° 207/20009.

5.3. Procedimentos cirlrgicos e grupos experimentais

Durante a realizacdo de tais procedimentos, percebemos a
necessidade de criar estratégias para melhorar a visualizacdo do campo
cirirgico (cavidades bucais de ratos) e que permitissem uma maior
padronizacdo dos pontos de administracdo das drogas. Nesse sentido, uma
mesa cirlrgica para procedimentos intrabucais, em animais de pequeno porte,
foi idealizada, no decorrer desse projeto. Além dos objetivos citados,
0 equipamento visava também a utilizacdo dos instrumentos odontolégicos com
mais seguranca. Com a utilizagdo da mesa cirurgica, a demanda de maos
auxiliares, normalmente requeridas nesses procedimentos foi reduzida. Tal
equipamento, portanto, configura-se também como importante produto do
nosso estudo. Seu carater inovador, diante do estado da técnica, permitiu a

aprovacao do deposito de patente dessa invencao junto ao Instituto Nacional
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da Propriedade Intelectual. O depdsito da invengao nomeada “Mesa cirdrgica
para animais de pequeno porte” foi realizado junto ao INPlI em
04/08/2011 (ANEXO II). Seu numero definitivo é PI-1103967-1. O projeto
contou com o0 apoio técnico de profissionais da Engenharia Mecéanica, os quais
demonstraram grande interesse pela divulgacdo do produto. Por essa razéo,
como fruto desse projeto, publicamos o artigo completo, com as possiveis
aplicacdes da mesa cirurgica, em Odontologia, na Revista do VII Congresso de

Engenharia Mecanica/ 2012 (ANEXO [V).

Dessa forma, apdés a anestesia intramuscular com a associacdo
ketamina-xilazina (10mg/100g), os animais (n=112) foram posicionados na
mesa operatéria e submetidos aos procedimentos cirargicos. Utilizando-se um
instrumento de Hollemback para sindesmotomia e uma pinca dente de rato
para luxacdo, os segundos molares superiores direitos e esquerdos foram
extraidos. Os alvéolos direitos foram utilizados como controle do processo de
reparo 0sseo, sendo naturalmente preenchidos com coagulo (Grupo BC -
blood clot). No lado esquerdo, os alvéolos foram preenchidos de acordo com o0s
grupos experimentais descritos na tabela 1. Os fatores de crescimento
associados ou ndo aos lipossomas foram administrados com uma seringa de
precisdo, graduada em microlitros da marca HAMILTON COMPANY® (Figura
03). As microinjecdes foram aplicadas dentro do coagulo, com volume de 1L,
com a seringa posicionada verticalmente, paralela ao primeiro e terceiros
molares. Os animais (n=4 por grupo/por periodo) foram sacrificados apoés 3, 7,

14 e 21 dias dos procedimentos.

43



Figura 02 — Mesa cirlrgica e acesso ao campo operatério

Figura 03 — Seringa HAMILTON COMPANY®

Tabela 1 — Grupos experimentais
NUumero de amostras /periodo de

Grupo Descricao sacrificio
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
P 20ng/uL PBS 4 4 4 4
1pl de lipossomas
L
vazios 4 4 4 4
20ng/ul de
IP
IGF-1 em PBS “ & 4 4
20ng/ul de IGF-1 em
IL
lipossomas & 4 4 4
20ng/pl de PDGF-BB
PDP
em PBS & 4 4 4
PDL 20ng/ul de PDGF-BB 4 4 4 4

em lipossomas

20ng/ yl de IGF-I
+

PDIL 20ng/pl de PDGF-BB 4 4 4 4
associados em
Lipossomas

TOTAL (n) =112 ANIMAIS

Fonte: Elaborado pelo autor
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5.4. Métodos histoldgicos

Apdbs o sacrificio por superdosagem anestésica, overdose, 0s animais
foram decapitados, e os maxilares dissecados. As maxilas foram fixadas por 48
horas a temperatura ambiente em solucdo de formalina neutra tamponada a 10%
(FNT10%).

Apés a fixacdo, as maxilas foram desmineralizadas em solucéo
tamponada de EDTA (acido etilenodiaminotetracético) a 10%, (pH entre 7,2) a
temperatura ambiente, durante um periodo de 40 dias, com substituicdo a cada 2
dias. Apds a desmineralizacdo, as maxilas foram lavadas em agua corrente por
uma noite e separadas em metades: direita (lado controle) e esquerda (lado
experimental). Os fragmentos foram, entdo, processados para analise histolégica
e imunoistoquimica, conforme protocolo a seguir:

1) Desidratacdo: série crescente de alcool (70%, 80%, 90%, absoluto I,
absoluto I, absoluto IIl), com um tempo de 30 minutos em cada banho;

2) Diafanizag&o: trés banhos de xilol, durante 30 minutos em cada banho;

3) Infiltracdo: trés banhos em parafina a 58°C, durante 90 minutos cada,
seguindo-se a incluséao.

Os blocos de parafina foram cortados no plano sagital, obtendo-se cortes
seriados de seis micrometros de espessura. Os cortes foram coletados em
laminas de vidro, secos em estufa a 37 graus durante um dia e corados com
hematoxilina-eosina (HE) para analises histologicas e morfométricas. A avaliagao
histoldgica foi fundamentada nos padrées de organizacdo e maturacédo de tecido
conjuntivo que preencheu o alvéolo, a presenca de células 0sseas (osteoclastos,
osteoblastos), tecido 6sseo e vasos sanguineos neoformados e deteccdo de

reacao inflamatoria.
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5.5. Métodos morfométricos

5.5.1. Avaliagdo do preenchimento 6sseo

Pelo menos trés cortes escolhidos aleatoriamente foram avaliados para
cada grupo. Com o auxilio do software AxioVision Release 4.8 (Carl Zeiss), a
area trabecular de cada seccao foi determinada e contornada (figura 4). A area
total de cada alvéolo foi também registrada. O percentual de area 6ssea
trabecular de cada campo capturado foi obtido dividindo a &rea trabecular pela

area total do alvéolo.

Figura 4 — Avaliacdo do preenchimento 6sseo. Observar contorno

do tecido 6sseo (linhas vermelhas). HE.

5.5.2. Avaliacao dos vasos sanguineos
O numero de vasos sanguineos foi obtido como descrito previamente
(ALVES et al. 2009), utilizando-se uma grade histométrica, colocada sobre as

fotomicrografias com auxilio do Confocal Assistant (Chapel Hill, NC). Os vasos
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sanguineos localizados nas intersecfes das linhas da grade (figura 5) foram

contados por uma pessoa calibrada como descrito por Reis-Filho et al. (2011).

Figura 5 — Contagem de vasos sanguineos. Grade histométrica utilizada para a

contagem do numero de pontos (intersecdes aqui indicadas em amarelo) ocupados

pelos vasos sanguineos. HE.

5.6. Método Imunoistoquimico

A expresséo de osteocalcina e VEGF foi avaliada por imunoperoxidase,

aos 3 e 7 dias ap0Os os procedimentos cirdrgicos. Para tanto, as sec¢des foram

coletados em laminas de vidro previamente silanizadas e submetidos ao seguinte

protocolo:

1)

Desparafinizacéo:

Xilol I — 1 hora/ temperatura ambiente.
Xilol Il — 15 minutos/ temperatura ambiente.

Hidratagéo:

Etanol 100% | — 5 minutos.
Etanol 100% Il — 5 minutos.
Etanol 95% — 5 minutos.

Etanol 80% — 5 minutos.

47



3)

6)

7)

8)
9)
10)

11)

12)

5 banhos em agua deionizada.

Recuperacéo antigénica:

Acido citrico 10 mM (pH 6,0), 20 minutos, em panela de pressio digital
(Manttra) regulada em 8 libras de presséo.

Lavagem em agua deionizada.

Bloqueio da Peroxidase Enddégena:

Peréxido de Hidrogénio 10 volumes - 2 banhos de 15 minutos cada.

Lavagem em agua deionizada.

Lavagem em tampao TBS (Tris-HCI 20mM , pH 7,4):

3 banhos — 5 minutos cada temperatura ambiente.

Bloqueio de liga¢cdes inespecificas:

BSA 2% + Tween 20 0,1% - 1h em camara Umida a temperatura ambiente.

Incubacdo com anticorpos primarios por 1h em camara Umida escura, a
temperatura ambiente:

Anti-osteocalcina / marca (ABCAM) — diluigéo 1:100.

Anti-VEGF / marca (Santa Cruz) — diluicdo 1:100.

Anticorpos foram diluidos em solucdo DAKO (2012-07 S3022 /Antibody
diluent with background reducing component).

Como controle negativo, foram omitidos os anticorpos primarios em
seccdes subsequentes.

Lavagem com banhos Tris-HCI — 3 banhos de 5 minutos cada.
Incubagdo com Anticorpo Secundario/ kit LSAB/Dako.
Lavagem com banhos Tris-HCI — 3 banhos de 5 minutos cada.

Revelacdo com diaminobenzidina:

350 pM 3,3"- diaminobenzidine (Sigma Chemical Co.) e 1% H202 em Tris-
HCI.
Bloqueio da revelacdo com Tris-HCI.

Contra-Coloragéao:
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i. Hematoxilina de Harris diluida — 1 minuto.
13) Desidratacao:

i. Etanol 70% | — 5 minutos.
ii. Etanol 70% Il — 5 minutos.
iii.  Etanol 90% — 5 minutos.
iv.  Etanol 100% | — 5 miutos.

v. Etanol 100% IIl — 10 minutos.
14) Diafanizacgao:

i. Xilol | =5 minutos.

i.  Xilol Il =10 minutos.

15) Montagem da lamina com Entelan.

5.6.1. Quantificacao da expressdo imunoistoquimica

Imagens dos cortes com aumento de 400X foram obtidas usando uma
placa de captura e um microscopio Zeiss Axiostar Plus interligados a um
computador com o software AxioVision Release 4.8 (Carl Zeiss). As células
imunocoradas e a imunoexpressao nas areas de matriz extracelular foram
contadas utilizando o mesmo método de grade histométrica para a quantificacao

vascular, conforme Fernandes et al. (2008).

5.7. Analise estatistica

Os dados coletados foram estatisticamente testados utilizando o teste de
Tukey em concordéancia para analises de Dunn, e o teste de Mann-Whitney U nao
paramétrico em concordancia pelo Kruskal-Wallis. Todos os grupos foram
avaliados trés vezes e foram considerados estatisticamente significantes quando

p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Anélise histoldgica e morfométrica

O processo de reparo alveolar, com a formacdo de novas trabéculas
0sseas, se inicia pelas células marginais dos alvéolos. Durante esse processo
observamos seus eventos classicos, como: a formacédo e maturacao do coagulo,
sua infiltracéo por fibroblastos e o estabelecimento de uma matriz provisional.

Nossa avaliacao histologica foi realizada em varredura vertical, a partir da
regido apical (mais profunda do alvéolo) para a regido cervical (area do alvéolo
mais préxima ao meio externo na cavidade bucal). Sua area total foi dividida em
trés tercos (figura 6). A analise histoldgica e morfoldgica considerou o terco apical

e 0 médio dos alvéolos da raiz distal, dos segundos molares extraidos.

Figura 6 — Imagem panoramica de alvéolo da raiz distal do segundo molar superior.

HE. Barra = 200 um. A = Tergo apical; M = Terco médio; C =Terc¢o cervical e BB = osso basal.
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Nos animais sacrificados aos 3 dias, os alvéolos BC, L, P, PDP e IP
estavam preenchidos com coagulo ocupando todo os tergos: apical, médio e
cervical (figura 7a). Os alvéolos dos animais tratados com PDL, IL e PDIL exibiam
caracteristicas histolégicas compativeis com avan¢o no processo de reparo. O
coagulo inicial foi, em grande parte, substituido por uma matriz provisional com
vasos sanguineos, células mesenquimais e fibras colagenas (figura 7b).

Aos 7 dias, nos alvéolos tratados com PDL, IL e PDIL foi observado que o
processo de reparo esta mais avancado, com trabéculas ésseas organizadas em
intimo contato com vaso sanguineos dilatados e ocupando maior area do alvéolo
(Fig. 8a), quando comparados aos grupos BC, L, P, PDP e IP (figura 8b) .

Aos 14 dias, os alvéolos BC, L, P, PDP e IP exibiam acentuado processo
de formacéo, com tecido 6sseo primario preenchendo por¢cédo apical e média do
alvéolo (figuras 9a). Nos alvéolos PDL, IL e PDIL o processo de formacédo 6ssea
encontrava-se em fase mais avancada de desenvolvimento, exibindo trabéculas
0sseas maduras, com ostednios e espacos medulares (figura 9b).

Aos 21 dias o processo de reparo 6sseo nos alvéolos BC, L, P, PDP e IP
bem como naqueles tratados com fatores de crescimento em lipossomos (PDL, IL
e PDIL) estavam parcialmente preenchido com novo tecido 6ésseo. Contudo, nos
alvéolos tratados com PDL, IL e PDIL, o processo de reparo estava sempre em

estagio mais avancado de desenvolvimento.
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Nos graficos I, Il e lll, podemos verificar que a porcentagem de trabéculas

o0sseas neoformadas foi estatisticamente (p<0.05) maior nos alvéolos tratados

com PDL, IL e PDIL do que nos alvéolos BC, L, P, PDP e LP, aos 7, 14 e 21 dias

apos os procedimentos cirdrgicos.

Bone trabeculae {%) Bone trabeculae (%)
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Gréfico | — Porcentagem de trabéculas 6sseas formadas aos 7 dias.
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Grafico lll — Porcentagem de trabéculas 6ésseas formadas aos 21 dias.
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Similarmente a porcentagem de trabéculas Osseas neoformadas, o
namero de vasos sanguineos foi estatisticamente (p<0.5) maior nos alvéolos
tratados com PDL, IL e PDIL do que nos alvéolos BC, L, P, PDP e LP, aos 7 dias

apos os procedimentos cirdrgicos.

$

NMumber of Blood Vessels

7 Days
Grafico IV — Numero de vasos sanguineos formadas aos 7 dias.

Nos periodos estudados, verificamos 0s eventos classicos do processo de
cicatrizacdo tanto nos alvéolos BC, L, P, PDP e IP quanto naqueles tratados com
PDL, IL e PDIL. Contudo, nos alvéolos tratados com PDL, IL e PDIL, o processo

de reparo estava sempre num estagio mais avancado de desenvolvimento.

6.2. Andlise Imunoistoquimica

A expressdo temporal e espacial de duas moléculas associadas ao
reparo 6sseo, a osteocalcina e o VEGF, foi monitorada nos periodos de 3, 7, 14 e
21 dias e avaliados por meio da imunoistoquimica. Verificamos que nos alvéolos
tratados com fatores de crescimento em lipossomos, isolados ou associados,
houve maior expressdo de VEGF tanto nas células como na matriz extracelular,
guando comparados aos demais grupos estudados nas fases iniciais do processo

de reparo (Figura 10a e 10b), com pico ao sétimo dia.
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Com relacdo a osteocalcina, os resultados revelaram uma expressao
preferencial pelos osteoblastos associados a superficie do osso neoformado. A
imunomarcacao foi sempre mais forte nos alvéolos dos animais tratados com 0s
fatores de crescimento em lipossomos, isolados ou associados (Figura 12a e

12b), também apresentando pico ao sétimo dia.
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Os dados histoquantitativos confirmam as analises histoldgicas,
apresentando diferenca significativa (p<0.05) na expressdo para VEGF e

osteocalcina, cm pico aos 7 dias, nos alvéolos tratados com PDL, IL e PDIL

(tabela I1).
VEGF OSTEOCALCINA
Celulas endoteliais Osteoblastos/Fibroblastos

BC 0.23+0.03% 0.42+0.08°
L 0.19+0.06° 0.26+0.04°
P 0.17+0.05° 0.22+0.04°
PDP 0.18+0.09° 0.26+0.07°
IP 0.17+0.02° 0.27+0.05%

PDL 2.120.8° 2.320.7°
IL 2.7+0.35" 2.620.45°
PDIL 2.9+0.75° 2.8+0.56"

Dados sédo apresentados como mediana e desvio padrdo da media da marcacéo de
todas as sessdes analisadas por area.

a, b = analise intra grupo. Diferentes letras, diferenca estatistica (P<0.05).

Tabela Il - Niveis de marcacédo para VEGF e Osteocalcina.
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7. DISCUSSAO

Os eventos fisiolégicos que acompanham “a cascata biomolecular da
cicatrizagao” apresentam a integracdo de uma alta variedade de biomoléculas
conhecidas como fatores de crescimento (GFs), que tém a incumbéncia de
recapitular e mimetizar os micromeios naturais, na formacao de tecidos, no reparo
biolégico. A fisiologia do osso alveolar é mantida por uma complexa “orquestra”
de fatores de crescimento e outras biomoléculas da matriz, (e.g, osteopontina,
osteocalcina), imunomediadores e citocinas (Lin et al., 2011).

O controle da entrega de biomoléculas exdégenas, como objeto a ser
atingido, tem-se mostrado eficiente quando realizado em associacdo com
carreadores biolégicos, que permitem amparar o estimulo bioldgico, otimizando o
processo de cicatrizacdo (Matsuo et al., 2003; Samad et al., 2007; Basmanav et
al., 2008; Saddi et al., 2008; Tayalia and Mooney, 2009; Chen et al., 2010; Caplan
and Correa, 2011). Essa promissora estratégia conduz os GFs a agir como
agentes especiais no reparo 6sseo. Sua bioatividade € preservada quando
protegidas contra a degradacao e disseminacao, in situ, de forma precoce (Chen
et al., 2010). O desempenho de um GF depende tanto da concentragcdo, como do
tempo de exposicao no sitio alvo.

Lipossomas se apresentam como uma versatil ferramenta em biologia,
bioquimica e na medicina atual, uma vez que eles sdo agentes carreadores para
diferentes tipos de moléculas, como pequenos compdsitos, proteinas,
nucleotideos e plasmidios (Samad et al., 2007; Alves et al., 2009). Esses nano-
veiculos sdo biodegradaveis, apresentam baixa toxidade quando comparado a

outros agentes de facil manipulacdo e se incorporam na membrana celular da
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célula alvo. Assim a entrega da droga pode ser guiada e controlada de forma
precisa (Balazs and Godbey, 2011; Liu et al., 2011).

Baseado em achados prévios (Saddi et al., 2008) e presentes (Ferreira et
al., 2013), podemos hipotetizar que o lipossoma promova a regulacdo de GFs em
alvéolos dentarios de ratos, em sua concentracdo e de seu gradiente, espaco-
temporal. O lipossoma, na matriz extracelular, consente a acdo dos GFs no lugar
e pelo tempo pretendido por uma terapia. A retencdo de GFs, nos sitios de
tratamento e por um determinado tempo, permite uma migracao celular para
esses sitios, sua proliferacdo e diferenciacdo. O sistema de entrega da
biomolécula, pelo carreador lipossoma, pode bioativar a terapia, utilizando como
agentes os GFs, sendo uma técnica mais vantajosa, poderosa e menos invasivel.
Todavia, a frequéncia e a marcagdo da administragcdo devem ser otimizadas, no
sentido de minimizar uma overdose, sendo mais objetiva a sua estimulacdo de
forma localizada (Chen et al., 2010).

Os resultados histolégicos e histoquantitativos, do presente trabalho,
identificaram uma aceleragcdo no processo de reparo durante os periodos
avaliados, aos quais sendo sempre mais pronunciado nos grupos teste, com
lipossomas carreando GFs, isolados ou em associa¢ao, quando comparados com
outros grupos (BC, L, P, PDP and IP).

Aos sete dias do procedimento cirdrgico, o progresso do reparo 0sseo-
alveolar, nos grupos que receberam os GFs carreados pelos lipossomas, foi
caracterizado por um completo preenchimento de coagulo e apresentava uma
avancada organizacao das trabéculas 0sseas iniciais, nas porcoes: apical e media

do alvéolo, enquanto nos outros grupos ainda permanecia uma matriz provisional
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e um pouco de trabeculado, esse identificado somente na porcdo apical do
alvéolo dentério.

Dessa maneira, € racional postular que os fatores de crescimento
exdgenos foram prontamente liberados, seguindo o requerimento destes
bioagentes, para ajudar a recrutar células mesenquimais e a se diferenciar,
recompondo o tecido ésseo no alvéolo.

A presenca de multiplos GFs € indispensavel a maioria dos processos de
regeneracao tecidual (Chen et al, 2010) e, em acordo com a literatura,
combinacdes de diferentes GFs seriam interessantes formulas para melhorar as
etapas da cicatrizacdo. Contudo, € crucial decifrar qual GF deve ser utilizado e
quais combina¢Bes seriam administradas, para obter otimizacdo dos processos
de sinalicdo celular ao do reparo, bem como o entendimento de que como esses
agentes biologicos exdgenos iriam ser controlados e introduzidos no tecido alvo,
considerando a natureza das interagbes dos GFs. A melhor formulagdo com
adequada concentracdo necessaria, seguida de uma distribuicdo local com
controle espaco-temporal, favoreceriam a bioatividade dos GFs, na reconstituicdo
tecidual (Schilephake, 2002; Uebersax et al., 2009; Chen et al., 2010).

Com o objetivo de estudar o potencial de determinados fatores de
crescimento exogenos, PDGF-BB e IGF-I, isolados ou combinados, este trabalho
avaliou seus efeitos no reparo tecidual 6sseo. PDGF é um mediador essencial,
que produz enorme efeito quimiotatico em osteoblastos e células-tronco
precursoras, induzindo sua proliferacdo e o remodelamento tecidual durante o
trauma ou infeccdo e, ao mesmo tempo, ativa osteoblatos, fibroblastos e células
endoteliais (Schilephake, 2002; Allori et al., 2008). Em tempo, ha limitada

evidéncia para as funcdes do PDGF em condicdo fisiolégica normal, sendo
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improvavel que esse GF promova propriedades osteogénicas por si proprio
(Schilephake, 2002; Andrae et al., 2008). Tem sido hipotetizado que o PDGF-BB
pode ser um conector central, entre angiogéneses e osteogéneses, podendo ser
utilizado como potente agente terapéutico no reparo 6sseo, pela mobilizacdo e
estimulacdo das células tronco-mesenquimais periféricas, em se organizar e
multiplicar no local da injaria (Caplan and Correa, 2011).

JA o IGF-l1 estimula a mitose em células osteoprogenitoras e sua
diferenciacdo, matendo o crescimento geral, com aumento do numero de
osteoblastos maduros. Esse efeito numa administracdo local ndo demonstra
claramente o real potencial para esse fator de crescimento, nas concentracdes ja
testadas (Schilephake, 2002; Chen et al., 2010).

A combinacdo de IGF-I com PDGF tem sido utilizada por alguns
pesquisadores, na cicatrizacdo do tecido eptelial (Wagner and Wehrmann, 2007),
cartilagem (Schmidt et al., 2006), tecido ocular (Etheredge et al., 2009) e reparo
osseo (Pfeilschifter et al., 1990; Canalis et al., 1991; Becker et al., 1992; Tanaka
and Liang, 1995; Giannobile et al., 1996; Howell et al., 1997), confirmando o
potencial promissor dessa combinacao, na aplicacdo da promocéo do reparo em
defeitos Gsseo-alveolares. Tanaka e colaboradores (2002) indicaram o IGF como
o melhor estimulador para a expressdo de marcadores para osteoblastos, em
tecido 6sseo maduro, sendo que o PDGF demonstrou pouco desse efeito. A
associacado entre PDGF-BB e IGF-I tem sido demonstrada na cicatrizacdo 0ssea
em modelos, animal e humano (Lynch et al. 1991a; 1991b).

Nesse estudo, foi observado que PDGF-BB, IGF-I e a associacdo desses
dois fatores de crescimento, carreados por lipossomas, permitiram um efeito

significativo, na capacidade reparadora do osso, quando comparada com sua
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forma livre (sem lipossoma). Nao houve diferenca significativa, quando observado
o desempenho entre os grupos tratados com os GFs carreados pelos lipossomas.
Os presentes achados estdao baseados no modelo in vivo, o qual representa
critérios potenciais dentro dos fundamentos basicos do reparo 6sseo e também
suportaria a identificacdo de fatores estimulantes desse processo, numa aplicacéo
terapéutica. Mais além, a evidéncia indica que o lipossoma poderia ser um dos
potenciais fatores beneficentes e um interessante nanobiomaterial, para a entrega
de fatores de crescimento, na ciéncia da engenharia tecidual 6ssea.

De fato, foi observado que o reparo do osso alveolar ocorre mais
rapidamente nos sitios tratados com a entrega de GFs, por meio de lipossomas, e
consequentemente induziram altos niveis na expressao de moléculas reparativas,
como: o VEGF e a osteocalcina essenciais para a promoc¢ao do reparo tecidual
0sseo. Nesse contexto, esses dois agentes foram utilizados como marcadores de
progresso do reparo, visto que o VEGF estéa diretamente relacionado ao processo
da angiogénese, pelo seu papel na atracdo de novas células endoteliais, dentro
do sitio injuriado para formar vasos sanguineos e a osteocalcina, uma proteina
chave secretada por osteoblastos, depositada na matriz extracelular, participando
na regulacdo da funcdo dos osteoblastos e no estagio de minaralizacédo tecidual
0ssea. Desse modo, como mais osteoblastos foram formados no alvéolo, mais
osteocalcina estava presente, bem como o aumento do numero de vasos
sanguineos, na matriz, indicado pela presenca de VEGF e sua atividade no tecido
alvo.

Houve uma diferenca significativa do nimero de células sanguineas e o
aumento da percentagem de o0sso alveolar, verificado apds a comparacdo dos

grupos dos GFs carreados pelos lipossomas com 0s outros grupos. Aos sete dias
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apo0s o0 procedimento cirdrgico, a analise imunoistoquimica identificou um
significante aumento na expressao de VEGF e osteocalcina, nos grupos tratados
com PDGF-BB e IGF-I em lipossomas, associado ou sem associacao, quando
comparado aos outros grupos. Nos periodos remanescentes, ndo houve diferenca
estatistica na expressao desses dois marcadores.

Osteocalcina € um dos indicios na interacao entre calcio e o metabolismo
da glicose (Fernandez-Real and Ricart, 2011). Lin et al. (2011) executaram uma
microdissecacao laser (laser capture microdissection - LCM) para analisar uma
expressdo do perfil de genes, associados com a cicatrizacdo de alvéolos
dentarios, ap0s exodontia em ratos. Durante o processo de cicatrizacdo, a
expressdo de osteocalcina foi lentamente aumentada e alcancou o pico de
expressao, no dia 10. Os resultados imunoistoquimicos do presente trabalho, para
a expressao de osteocalcina, concordam com isso, sendo que o pico foi
observado aos 7 dias, no grupo dos GFs carreados pelos lipossomas.

Referente ao sistema de entrega (dellivery system) utilizado, o presente
trabalho indica o lipossoma como um carreador de sucesso, para a entrega
controlada, protecdo dos GFs da absorcédo inicial e de sua degradacao pelas
proteases. Isso esta em acordo com os achados de Saddi et al. (2008), Alves et
al. (2009) e Ferreira et al. (2013). Todavia, em tempo, deve-se observar que
grande parte dos modelos de entrega estudada realiza a administracdo de GF
tanto em injecdo direta ou utilizando carreadores diferentes dos lipossomas, 0s
quais mostram resultados insatisfatorios para a concentracao espacgo-temporal de
GFs, porque devido a absorcéo direta, altas dosagens de GF n&do sdo seguras

nos consequentes efeitos, no sitio em uma terapia (Schmidmaier et al., 2002). Em
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adicdo, ha poucos estudos in vivo e o micromeio bucal, conhecidamente
contaminado, é um desafio para o sucesso desse procedimento.

O presente trabalho foi executado com uma injecao experimental utilizando
uma baixa concentracdo de GFs. Quando comparado com a administracéo direta,
essa baixa concentracdo pode ser considerada uma vantagem terapéutica. A
utilizacdo de pequenas concentracbes de GFs, administrados sem ou em
associacdo, carreados por lipossomas, apresentam uma estratégia potencial. Os
proximos parametros seriam incluir, em testes futuros, uma exata dosagem
necessaria, a interacdo, ou nao, entre GFs e a viabilidade de receptores
enddgenos para proporcionar a ativacdo de GFs exdgenos. Adicionais estudos
devem ser realizados na ordem de clarear a exata funcéo e dindmica de interacao
do GF, em cada estagio da regeneracéao tecidual, incluindo: inflamacéo, formacéao
do tecido de granulacdo, diferenciacdo celular, formacdo da matriz e
remodelacéo.

Finalmente, faz-se importante destacar que, apesar de verificado um
aumento significativo na porcentagem trabecular 6ssea, nos grupos onde os GFs
foram carreados pelos lipossomas, o efeito sinergista entre IGF-1 e PDGF-BB nao
foi observado. Como o PDGF-BB € envolvido na angiogénese e o IGF-I se
apresenta como um estimulador osteogénico, pode ser possivel que esses dois
GFs participem em processos bioldgicos ndo simultaneos ou ndo consecutivos no
reparo tecidual, assim, como ndo compartilham receptores, na competicdo de
uma ativacdo bioquimica, podem nao cooperar sinergicamente quando
apresentadas em conjunto. Futuras pesquisas podem revelar as circunstancias da

completa funcdo de cada um e suas interacdes. Atualmente, nosso conhecimento
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humano é insuficiente sobre a completa e correta sequéncia da “cascata natural”,

gue conduz a cicatrizacao tecidual.

8. CONCLUSOES

1) A liberacdo local, constante e gradual, dos fatores de crescimento
estudados (IGF-l e PDGF-BB), associados ou ndo, promovida pelos
lipossomas acelerou o reparo 0sseo alveolar em ratos.

2) Entretanto quando associados nédo foi observado o efeito sinergista, entre
esses fatores de crescimento.

3) A expressdo diferencial de marcadores osteogénicos, VEGF e
Osteocalcina, em fases iniciais desse processo, suporta esses achados.

4) Essa metodologia representa uma estratégia terapéutica promissora a

aceleracdo do reparo 6sseo, em Odontologia e Medicina.
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This work ovaluated the bone-forming potential of the platelet-derived growth factor
isoform BB [PDGF-BE), insulin-like growth factor | (IGF-1), and mixed PDGF-BB{IGF-I
delivered in liposomes compared with phosphate buffered saline (PBS), in the healing
process of rat tooth sockets. One hundred and twebee Wistar ratswere randomized into 7
groups of 16 animals each and were evaluated at 4, 7, 14 and 21 days after extraction of
the maxillary second molars. The left sockets were treated with PBS [P}, empty liposome
(L), IGE-I in PBS (IP), IGF-I in liposome (IL), PDNGF-BB in PBS (PDP), PDGF-BE in liposome
(PDL) and bath growth factors [GFs) together within liposomes (PDIL). The right sockets
were filled with blood clot (BC). Histological and histomo rphometric anabses were used
to evaluate the formation of new bone and blood vessels. Immunohistochemistry was
performed to evaluate the expression of osteocalein and vascular endothedial grow th factor
WEGF) during bone repair. Data were tested statistically using a Tukey's test according to
a Dunn’s analysis and Mann-Whitney U test followed by Kruskal-Wallis one-way analysis.
Results were considered significant when pi0005. A significantly higher percentage of
bone trabeculae and a higher number of blood vessels were obsereed in the IL PDL and
PDIL growps (p0.05). However, these GF-liposome groups hiad statistical by similar results.
Immunchistochemical assays first detected osteocalein and VEGF o pression at 3 days
followed by a peak at 7 days. Lower immunoreactivity levels were observed in the BC,
L B IP and PD® groups compared with the IL, POL and PDIL groups (p<0005). The resulis
suggest that GFs carried by liposomes, cither in isolated or mixed forms, enhanced the
healing process in rat tooth sockets. The differential expression of the osteogenic markers

Key Words: growth factor, PDGF,

WEGF and osteocalcin in the early phases of bone healing support these findings.

Introduction

After tooth extraction, alwveolar bone resorption is
followed by size and shape remodeling (1) and leads to
progressive and irreversible reduction in the height and
width of the alveolar ridge, which can cause problems for
dental implant placement. Regenerative bone technigues
with autografts, allografts and xenografis have been used
as alternatives to diminish alveolar bone resorption (2,3).

Growth factors (GFs] are proteins responsible for
regulating the cellular stages of tissue regeneration (4,5).
During the bone healing process several GFs, such as
platelet-derived growth factor (PDGF), insulin-like growth
factor (1GF), transforming growth factor B (TGFB), bone
morphogenetic protein [BMP) and fibroblast growth factor
[FGF), are released and act as mitogenic and angiogenic
signals during the initial steps of bone regeneration (6]

IGF is an important factor for tissue regeneration.
IGF plays an essential role in the general growth and
maintenance of the body bone frame, by promoting local
differentiation of bone cells and stimulating ostecgenesis
by the activation of the osteocalcin promoter, a protein

IGF, liposome, bone repair.

secreted by osteoblasts that plays a role in mineralization,
as well as it works as a negative regulator of bone
formation. Specifically, IGF-I has been shown to promote
the differentiation of bone cells in autocrine and paracrine
fashions (4,7).

PDGF is known to have a role in angiogenesis because
it is an effective activator of osteoblasts, fibroblasts
and endothelial cells. This glycoprotein exists in five
different isoforms and is naturally abundant inside the
bone matrix (8). PDGF is highly mitogenic and has been
used to heal bone defects, alone or in association with
different biomaterials (3). The PDGF isoform BE (PDGF-BE),
considered the universal PMGF because of its ability to
bind to all known receptor isoty pes (5], works as a central
connector between the pathways, and could thus be used as
a powerful therapeutic agent for controlling osteogenesis
during bone regeneration (10). Because |GFs may be used as
adjuvant factors to enhance bone repair and considering
that the application of cytokines is similar to the natural
pattern of GFs released during bone healing, combining
IGF-l with PDGF may be a promising strategy to promote
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bone regeneration in bone defects around implants or after
periodontal bone loss (4).

The tissue-engineering field focused on a search for
efficient GF delivery systems, because the current strategies
using tissue scaffolds provided limited results, and demands
are increasing for treatments that reduce damage to the
patient (11). Liposomes areversatile small spherical vesicles
used tocarry small drug molecules, proteins, nucleotides or
plasmids in Biology, Biochemistry and Medicine (12). These
small spherical wesicles can be produced from cholesterols,
nontoxic surfactants, sphingolipids, ghyeolipids, long chain
fatty acids and even membrane proteins (13), and they
present advantageous properties, such as biodegradation,
integration with lipophilic and hydrophilic molecules and
the possibility of directing and controlling drug delivery
(11). Our research group has recently, demonstrated that
epidermal growth factor (EGF) carried by liposomes
enhanced osteoclast recruitment and increased orthodontic
tooth movement, until fourteen days [12-14).

At present, no data are available regarding the actions of
PDGF-BE, IGF-1 and the combination of these two GFs with
liposome on alveolar bone tissue after tooth extraction. The
objective of this study was to evaluate the bone-forming
potential of POGF-BB, 1GF-I and mixed PDGF-BB/IGF-1
associated with liposome or phosphate buffer saline [PBES)
and the efficacy of liposome for growth factor delivery
in healing tooth sockets of rats after extraction of the
maxillary second molar, by histological and morphometric
analyses. Vascular endothelial growth factor (VEGF) and
osteocalcin expression were also evaluated, considering
their potential to indicate bone repair.

Materials and Methods
PDGF-BE and IGF-I Liposome Preparation

PDGF-BEB and IGF-1 liposomeswere prepared according
toAbvesetal.13], as follows. The GFswere dissobved in 1 mL
of 10 mM acetic acid containing 0.1% (w/v] bovine serum
albumin (B5A) at a final concentration of 0.2 pg/mL and
stored at —-20°C_ The liposomeswere obtained by sonication,
using a solution of 12.0 mg/mL dipalmitoyl phosphatidyl
chaline (DPPC) and 1.2 ma/mL lysophosphatidyl choline
(LPC) dissoived in 4 mL of chloroform and 10 pL of PDGF-
BB or IGF-I solution, to produce homogeneous unilamellar
vesicles with an approximately 100 nm diameter.

Animal Sampling and Surgical Protocol

One hundred and twele male Wistar rats [Rottus
norveqicus)weighing 250-300 g were included in this study.,
Conceming the limitation of the animal model compared
with human, the rat alveoclar bone has often been used as
an ideal tissue fior studying bone remodeling because this
bone balances resorption and bone formation, maintains

2

similarspatial orientation of these activities and has a high
bone turmover rate.

The animals were maintained in plastic cages with
access to food and water od libifum. Prior to the surgical
procedures, they were allowed to acclimatize to the
laboratory environment. All animal handling procedures
followed the Brazilian College of Animal Experimentation
Guidelines and the study was approved by the Ethics
Committee in Animal Experimentation of the Federal
University of Minas Gerais (Protocol 207/ 2008). Rats were
anesthetized with a mixture of 10% ketamine and 2%
wylazine (1:1, 0.1 mL/ 100g body weight, i.m.) and subjected
to maxillary second molar (right and left) extraction.

Study Design

The animals were randomly chosen and divided into 7
groups of 16 animals each as follows: P: administration of
1 pL of PBS alone; L: administration of empty liposomes in
1pL of PBS solution; PDP: administration of 20 ng of PDGF-
BB in 1 pL of PBS solution; IP: 20 ng of IGF-1in 1 pLof PES
solution; PDL: 20 ng of PDGF-BE + liposomes in 1 pl of
PBS solution; IL: 20 ng of IGF-1 + liposomes in 1 pL of PES
solution; and PDIL: 20 ng of IGF-I + 20 ng of PDGF-BE +
'ipusumain 1 pL of PBS solution. Each solution was injected
into the left sockets using a micro-syringe (Hamilton,
Bonaduz, Switzerland). To avoid interfering with the
delicate healing site, suture was not used after the surgical
procedure and the rats were maintained immobilized in
the supine position for approximately 4 h, the duration of
anesthesia and time for clot formation and stabilization. In
addition, the animals received pasty chow for 2 days after
surgery (14) to prevent displacement andjor disjunction of
the blood clot. The right sockets from all animals were used
as a control (blood clot - BC), without drug administration.

At days 3, 7, 14 and 21 after drug administration, four
animals from each group were sacrificed by decapitation
under anesthesia with 108 ketamine hydrochloride
(Dopalen®; Vetbrands, Sdo Paulo, SP, Brazil) and 23
xylazine hydrochloride (Ronpum®: Bayer, Sdo Paulo, SP
Brazil) both drugs were 0.1 mL/ 100g hody weight, delivered
intramuscularly. The animals were used for histological,
morphometric and immunohistochemical analyses.

Tissue Frocessing

After focation, the maxillars were decalcified in a
decalcifying solution of 1080 ethylenediamine tetraacetic
acid (EDTA; Sigma-Aldrich, Munich, Germany) for 3
months. After that time, the tissues were briefly washed
in running tap water, dehydrated and embedded in
paraffin. Each sample was serially sliced into & pm sections
along the sagittal plane. Sections were mounted on
glass slides and stained with hematoxylin eosin (HE] for
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histological and morphometric analyses or processed for
immunchistochemistry. The sections were first observed
on a light microscope (Axiostar Plus; Carl Zeiss, lena,
Germany) and anabyzed by considering, for both control
and ex perimental sockets, the patterns of organization and
maturation of the connective tissue that fills the alveoli,
presence of bone cells (osteoblasts, osteoclasts), newly
formed bone tissue and blood vessels, and detection of
inflammatory reactions. Usually, maxillary second molars
present 4 roots: two distal and two medial. According to
Mendes et al. (15), each socket was anatomically divided
into apical, middle and cervical thirds (Fig. 1).

Histomorphometric Analysis

The morphometric analysis was performed according
to previous works (13,16), as follows. At least 3 randomlby
chosen sectionswere evaluated for each group. The images
were obtained from apical (bottom]), middle and cervical
[upper] thirds of the distal mot of the sockets (Fig. 1).
Afterwards, the total area of each sample was measured
and the trabecular area was determined. The percentage of
trabecular bone area of each captured field was obtained
by dividing the trabecular area by the total area using the
AxioVision release 4.8 software (Carl Zeiss). The number
of blood vessels was counted as previously described (13),
using a grid with vertical and horizontal lines placed on
the photomicrograph, with the aid of a confocal assistant
4,02 software (Chapel Hill, NC, USA ). Vessels located on the
grid line intersections were counted by a trained person
a5 described by Reis-Filho et al. (16). The histological
evaluation was performed several times by the examiner
and the experienced researcher confirmed the results. The
examiner was considered a trained counter only after his
evaluation of the results reached 9006 similarity.

Immunchistochemistry Analysis

Additional sections were mounted on glass slides
and processed for immunohistochemistry, as previously
described (13), toevaluate VEGF and osteocalcin expression.
Briefly, slides were pretreated with 3-aminopropyltriethooy -
silane [Sigma-Aldrich] immersed for 3 min in xylene to
eliminate the paraffin, detwdrated in absolute alcohol and
refydrated with Tris-buffered saline (TBS) (Sigma-Aldrich).
The sections were then rinsed in TBS and immersed in 30
hydrogen peroxide in methanol for 10 min and incubated
for 30 min at 90 °C for antigen detection. Slides were
incubated in 2% bovine serum albumin (Sigma-Aldrich) for
30 minat room temperature to reduce non-specific binding.
The slides were then incubated with anti-VEGF ([C-1] sc-
7269; Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA]
or anti-osteocalein antibodies (Mouse monoclonal [DC4-
30] ab-13418; ABCAM Cambridge, UK) for 2h at 37°C and
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then rinsed with TBS three times for 3 min each. Sections
were incubated with the appropriate secondary biotinylated
antibody from Link System (Universal LSAB™+ Kit/HRP, Rby
Mi/Goat K0G30-1; Dako A5, Glostrup, Denmark) for 30
min at 37°C. After washing, the sections were incubated
with peroxidase-conjugated streptavidin for 20 min at room
temperature. Mext, the slides were treated with a solution
containing Hy0; (0.06%) and 1mg/mL DAB (1,4-dideocy-
1.4-imino-D-arabinitoldiaminobenzidine; Sigma-Aldrich)
for 30 min, and then rinsed in Tris-HCl buffer ([pH=7 .4).
Slides were counterstained with Maver's hematoxylin,
defwdrated and mounted. Staining specificity was tested
by omission of the primary antibody. To determine the
amount of immunostained cells, randomly chosen sections
were measured for both experimental and control sides.
The slide images were obtained using a capture plate and
a microscope (Axiostar Plus, Carl Zeiss) interfaced with a
personal computer and AxioVision release 4.8 software
(Carl 7eiss).

The intenmsity of immunostaining was assessed
individually in a blind fashion by 2 trained examiners
(kappa index 081) (17). The immunostaining reaction
was classified according to the relative staining intensity
as no immunoreactivity (zera), weak but visible staining
intensity [1], moderate staining intensity [2] or strong
staining intensity [3].

Statistical Analysis

The collected data were statistically tested using a
Tukey's test according to a Dunm's analysis and Mann-
Whitney U non-parametric test followed by Kruskal-Wallis
one-way anakysis. All groups were evaluated three times,
and results were considered significant when p<0.05.

Resulis

Following the criteria recommended for reliability of
biolegical analysis of bone repair, a histological evaluation
of the healing process was performed at portions of the
distal root, by scanning the central part of the injured
sockets, including the apical (bottom), middle and cervical
(upper] thirds. Bone formation at the remaining periodontal
ligament was not considered (Fig. 1).

During the wound healing process, classic typical tissue
repair events were observed, such as blood clot rising and
maturation, infiltration of the coagulum by fibroblasts,
and establishment of a provisional matrix. In the 3-day rat
sockets, the alveoli from the BC, L, P, PDP and IP groups
were filled with a blood clot on the apical, middle and
cervical thirds (Fig. 24). When compared with those groups,
the alveoli from the PDL IL and PDIL groups exhibited
histological traits compatible to advanced bone repair,
which included the replacement of most of the blood clot
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with a provisional matrix consisting of dilated blood vessels,
mesenchymal cells, fibers and scattered inflammatory cells
(Fig. 2B). No pattern differentiation among the groups
treated with GF-liposome was observed.

At day 7 the formation of trabeculae in the BC L P,
PDP and IP groups (Fig. 3A) was verified rising from the
alveoli base and the presence of cellular connective tissue
including small vessels and intertwined fine collagen
fibers. However, the progress of alveoli repair in the groups

Figure 1. Histological section of a rat socket showing the delimited
area assessed in this study. A: apical third; M: middle third; and C:
cervical third of aiveoli. BB: basal bone. The black arrow indicates a
portion of the periodantal Rgament, which was not included in the
anatysis. Bar - 200 pm.

receiving GFs in liposomes was characterized by complete
replacement of the blood clot, with connective tissue
exhibiting homogenous matrix, and presented advanced
organization of the first primary trabeculae at the apical
and middle thirds of the alveoli (Fig. 3B).

At 14 days after surgery, the BC, L, P, PDP and IP groups
had alveoli in a pronounced process of bone formation,
where the primary osseous tissue filled the apical and
middle alveoli (Fig. 4A), while the PDL, IL and PDIL groups
were found to be more advanced, showing mature bone
trabeculae in the osteon and medullar spaces (Fig. 4B).

New bone tissue partially filled all alveoli groups at 21
days after extraction. Therefore, the GF-liposome treated
groups (PDL, IL and PDIL) always showed a more enhanced
stage of development. The histometric studies showed a
statistically higher percentage (p<0.05) of newly formed
bone trabeculae in alveoli (Fig. 5) at 7, 14 and 21 days after
the surgical procedure, as well as an enhanced number
of vessels (Fig. 6) (p <0.05) at 7 days after the surgical
procedure in sockets from the PDL, IL and PDIL groups
compared with the BC, L, P, IP and PDP groups.

The spatial and temporal expressions of osteocalcin and
VEGF, two important molecules invoived in wound repair,
were also evaluated in alveoli from all tested groups. A
stronger expression of VEGF at 7 days in groups treated
with GF-liposome (isolated or in combination) compared
with the remaining assessed groups wasidentified (Figs.7A
and 7B and Table 1). Then decrease was observed in the next
stages (14 and 21 days). Histoguantitative data confirmed
the histological analysis and indicated a statistically
significant difference (p<0.05) in VEGF expression at the

Figure 2. Representative HE-stained photomicrographs of groups at 3 days after the surgical procedure. (A) BC, 1, P, IP, PDP groups. The apical, medium
and cervical thirds of the alveoli are filied with 2 blood clot and interse infliammatory infiltrate. Bar - 100 pm. (B) IL an¢ PDL groups showing the
medium and apical thirds of the ziveoli, a connective tissue with a fine fiber network and dilated blood vessels (black amows) among fibroblastoid
cells, which characterize the provisional matrix. The cervical thind maintains the acute inflammatory infiltrate. Bar = 150 pmu The white-delimited
area represents the extracted socket from all treatment groups and for each obseTvation period, to allow a comparative evaluation of the treatment
outcome. A: apical third; M: middie third; and C: cervical third of aveoli. Black arrows: vessels. White amows: osteaciasts.

]
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7-day stage. Osteocalcin expression in the alveoli from the Discussion

PDL, IL and PDIL groups peaked at 7 days in connective The physiological events that follow the “wound healing
tissue cells filling the alveoli, and the labeling remained in cascade” led to the integration of a wide variety of GFs
the osteogenic cells and osteoblasts during the next stages, to recapitulate and mimic the natural microenvironments
as shown in Figures 8A and 8B, and Table 1. of tissue formation and repair. Because the physiology of

Figure 3. Representative HE-stained photomicrographs of groups at 7 days after the surgical procedure. [A) BC, 1, P, IP and PDP groups showing
the deposition of immature osseous matrix, characterizing the primary trabeculae af woven bone WB); the amows indicate osteoblasts near to the
trabecutae. Bar - 50 pm; (B PDL IL and PDIL groups demonstrating the organization and thickening of bone trabeculae; abundant blood vessels
{arrows) and interceliuiar matrix enriched with coliagen fibers are shown {*). A- apical third. Bar - 80 pm.

Figure 4. Representative HE-stained photomicrographs of groups at 14 days after the surgical procedure. (A) BC L. P, PDP and 1P groups showing
the presence of bone trabeculae in the apical third and part of the middle third. Histological features of the immature bone (1B) are demonstrated.
(8) PDL, 1L and PDIL groups showing the presence of derse bone trabeculze with histological aspects suggesting osseous maturation, such & small
medullar spaces (MS), and osteocytes organization {amows). MB: Mature bone. Bar - 100 pm.

Tabie 1. Staining levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) and osteocalcin at 7 days in the investigated areas.

BC L P PDP P PDL L PDIL
VEGF
Endothelial cefls 0.23+0.03+ 0.19+0.06* 0.17 £0.05 0.1840.09* 0.1710.02+ 2.110.80 272035 2.9+0.7%5*
Osteacalcin

Osteobiasts/fibroblasts  0.42+0.08s 0.2620.04> 0.22+0.04 0.2640.07 0.2710.0% 2.320.® 2.620.45* 2.810.56*

Data are presented as mean and standard deviation of the mean from all sections analyzed per atea. a,b Jetters represent intra- group anatysis. Difrerent
Jetters dgimer statisticaily (pe-0.05).

"
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alveolar bone is maintained by a complex orchestration of
GF matrix molecules (e.q., osteopontin, and osteocalein),
immunclogic mediators and cytokines, the controlled
delivery of exogenous GFs to targets has shown to be
efficient when performed in combination with biological
carriers that allow the GFs to properly induce and enhance
the healing process (4,6,10,12,14,18).

Based on previous (6,13,14) and present findings, was
raised the hy pothess that liposomes promote the regulation
of the concentration and spatiotemporal gradient of factors
in rat tooth sockets. This hypothesis considers that the
liposome matrix allows GFs to act at the place and time
required by the therapy by increasing the retention of GFs
at the treatment sites for sufficient time to allow cells to
migrate to the injured area, proliferate and differentiate.
Consequently, if the liposome drug delivery system improves
GF bioavailability, therapy using these agents would become
more advantageous, powerful and less invasive, whereas
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the frequency and target of administration could be
optimized in a manner to minimize overdosing and allow
maore objective and localized stimulation (4).

The histological and histoquantitative results of the
current work identified an accelerated repair process
during the evaluated periods. The repair process was
more pronounced in the groups treated with isolated or
combined GFs within liposomes, when compared with the
other groups (BC, L, P, PDP and |P).

Therefore, it was postulated that the exogenous GFs
were released properly and constantly following the wound
requirement for those bioagents to assist the enroclment of
mesenchymal cells to differentiate and reframe the alveali.

The presence of multiple GFs is believed to be essential
for most tissue regeneration processes (4], and according
to the literature, combinations of different GFs may
reveal interesting formulas to improve wound healing.
Mevertheless, which GFs should be wsed and which
combinations could be suitably administered to obtain
enhanced repair signaling is crucial to decipher. In addition,
an understanding of how these exogenous biological agents
should be controlled and delivered to the injured tissue
needs to be achieved. The nature of GF interactions, the
best formulations that allow release with spatiotemporal
control, the adequate GF concentration required, the most
precise location of GFs and the length of GFs activity around
the recovering tissue need to be considered (4).

With the aim of evaluating the potential of isolated or
combined exogenous GFs on bone regeneration, this work
assessed the effects of exogenous PDGF-BE and I1GF-I on
bone tissue repair. PDGF-BEB is hy pothesized to be a central
connector between angiogenesis and osteogenesis, and
could thus be used as a powerful therapeutic agent for
bone regeneration and repair, by mobilizing and stimulating
pericytes (mesenchymal stem cells] to organize and
reproduce inside the wound (10).

In addition, IGF-I stimulates osteoprogenitor cell mitosis
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Figure & (hoantification of blood vessels in tooth sockets at 7 days after
surgical procedure. Data are shown as mean + 5.0, *pecD05,
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and differentiation for maintaining general growth, which
increases the number of mature osteoblasts. However,
the effects of IGF-| local administration did not clearly
reveale the actual potential of this GF forenhancing tissue
regeneration for the already tested concentrations (4). Prior
researchers studied the occurrence of IGF system members
in the periodontum and alveolar bone of rat (7) and showed
that the PDL acts as a reservoir of IGF components and
that these GFs are involved in resorption processes, clastic
activities cementum homeostasis, odontoblast biology,
fibrosis and pulp formation.

The combination of IGF-1 with PDGF was effectively
used by some researchers to heal soft tissues (19,20) and
bone (21-23), confirming the promising potential of this
combined application for promoting bone regeneration

Bra Demt J 24(x) 2013

in alveolar bone defects around implants or even after
periodontal bone loss. Tanaka et al. (24) indicated IGF as
a better stimulator of osteoblast marker expression in
old bone and that PDGF slightly improves this effect. The
PDGF-BB/IGF-I combination has an important role asa bone
healing enhancer in both animal and human models (21).

In this study, it was found that PDGF-BB, IGF-1and the
combination of these two GFs carried by liposomes may
have a significant effect on bone repair capacity when
compared with its free form (no liposomes). No significant
differences were observed between the performances of
the GF-liposome groups. The current findings are based on
an invivomodel, which has the potential to permit further
insight into the underlying mechanisms of bene repair and
could support the identification of factors that stimulate

Figure 7. Representative photomicrographs of VEGF immunoreactivity in sockets at 7 ddys afer the surgical procedure. (A} Sockets filled with a biood
ciot (BC) are indicated, and the BC, L. P, PDP, 1P groups shaw weak reactivity (amows). (B) Strong immunoreactivity & found in the PDL, 1L and PDIL

groups {arrows) V: Vesseis. Bar - 80 pm.

0C . 7days

Figure 8. Representative photomicrographs of asteocaicin (OC) immunoreactivity in sockets at 7 days after the surgical procedure. (A) Sockets filed
with biood clot (BC) are shown, and BC. L. P, PDP, IP groups show weak reactivity in osteoblasts {amows). Bar - 50 pm. (8] Strong immunoreactivity

in osteobiasts (white armows) and fibroblasts (black arrows) is observed in the PDL, 1L andg PDIL groups V: Viessels. Bar - B0 pm.
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the process in therapeutic approaches. Further evidence
indicated that liposomes could be potential beneficial
factors and an interesting biomaterial for delivering GFs
in bone tissue engineering.

In fact, itwas observed that alveolar bone repair occurs
quicker in sites treated with GFs delivered within liposomes
and consequently induces higher expression levels of
reparative molecules such as VEGF and osteccalcin, which
are essential to promote bone tissue repair. These two
agents were indicative (markers) of the repair progress
because VEGF is directly related to angiogenesis, by its
role in the attraction of new endothelial cells into the
injured site to form blood vessel. Osteocalein, a key protein
secreted by osteoblasts and settled in the extracellular
matrix participates in the regulation of osteoblast function
and the bone tissue mineralization stage. Thus, as more
osteablasts are formed in the alveoli, more osteocalcin will
be present in the wound. In addition, the increasing number
of blood wessels in the matrix indicates VEGF activity in
the injured tissue.

In addition to the significant difference in the number
of blood cells and the increase in trabecular bone in the
GF-liposome groups at seven days after the surgical
procedure, the conducted immunohistochemical analyses
identified a significant increase in VEGF and osteocalcin
expression in the groups treatedwith PDGF-BB and IGF-l im
liposomes, alone or in combination, when compared with
the other groups. At the remaining periods, no significant
differences in the ex pression pattern of these two markers
were observed when comparing the GF-lippsome groups
with the BC, L, P, PDP and IP groups that received no GFs
or had the GFs directly inserted without the carrier.

Concerning the used delivery system, the present
work indicates liposomes as successful carriers for the
controlled release and preservation of GF bioclogical
activity by protecting the GF from early absorption and
degradation by proteases. This result agrees with those of
other studies (6,12-14). However, most of the currenthy
studied delivering models used GF administration either
throwgh direct insertion or non-liposome carriers. These
studies showed unsatisfactory results for spatioternporal
GF concentration and exposure time within the targeted
site, especially because of direct absorption, unsafe levels of
GFs and the consequent side effects of this type of therapy
[25). I addition, few in vivo studies have been performed,
and the alveolar microenvironment, a contaminated area,
i= a challenge for the success of the procedure.

Inthe presentwork, the insert experiment was performed
using low concentrations of GFs when compared with
direct administration. This procedure could be considered
an advantageous therapy because of the diminished side
effects that ex ogenous GF dosages could cause topatients.

a

This type of treatment using small concentrations of GFs
administered alone or combined in liposomes became a
potential strategy in the last few years. Therefore, the
parameters to be studied in future tests include the exact GF
needed dosage, the interaction or non-interaction between
combined GFs, and the availability of endogenous GF
receptors for properly activating the exogenous GF dosages.
In addition, further studies should be performed to clarify
the exact function and interaction dynamics of each GF at
each stage of tissue regeneration, including inflammation,
formation of granulation tissue, cell differentiation, matrix
formation and remodeling.

Importantly, an increased percentage of trabecular
bone wasverified in GF-liposome groups, but no synergistic
effect between IGF-1 and PDGF-BE was observed. As PDGF-
BE is involved in angiogenesis and IGF-I is an osteogenic
stimulator, these two GFs may participate in non-
simultaneous or non-consecutive steps of repair because
these GFs do notshare receptors competing for biochemical
activation and may not cooperate synergistically when
together. Future research may reveal the circumstances
in which these GFs juxtapose or complete each other's
functions. Currently, the knowledge of the complete and
correct sequence of the natural signaling cascade that
leads a tissue to heal is insufficient.

In conclusion, the study data suggest that GFs carried by
liposomes, in either isolated or combined forms, enhanced
the healing process in rat tooth sockets. The differential
ex pression of the ostecgenic markersVEGF and osteocalcin
in the early phases of bone healing support these findings.

Resumo

Este trabalho avaliou o potencizl de formagio dsses do fator de
crescimento derivado de plaquetas na isofoema BB (PDGF-BB), fator de
crescimento semelhante § insuling | (IGF-IL & a mistura PDGF-BE/IGE-]
administrada em liposomas comparando com tampdo fosfato saling
[PBSL no processo de cicatrizagdo de alvéolos dentarios de ratos. Cento
e daze ratos Wistar foram distribuidos alestoriamente em 7 grupos de
16 animais cada & Foram avalizdos aos 3 7, 14 ¢ 30 dizs 3pds 2 extracdo
dos sequndos molares maxilares. Os alvéolos esquerdos foram tratados
com PES [P, lipossomas vazios (L1 1GF-1 em PBS (IFL IGF-1 em lipassomas
[ILL PDGF-BE em PES [FDP), PDGF-BE em lipossomas (POL) e ambas os
fatores de crescimenta (GFs] em zssociacao dentro de lipossomas [POL).
(s ahwéolos direitos foram preenchidos com coagulo sanguineo [BO). As
analises histomaorfométrica e histoldgica foram utilizadas para avaliar
a formag3e de nove osso e vasas sanguineos. Imunchistoguimica foi
realizada para avaliar 2 expresdo de osteocaloing e o fator de crescimento
enduotelial vascular W EGF) durante areparn Gssen. Osdados foram testados
estatisticamente utilizando o teste de Tukey em acondo com analise de
Dunn & o teste Mann-Whitney U sequido pela analise de um passo de
Kruskal-Wallis. Os resultados foram considerados significantes quando
p<l.0E Uima percentagem altamente significativa de asso trabecular e
afto nimen de vasos sanguineos foram observadas nos grupos IL POL
e POIL {p<D.0E&). Todavia, eses grupas lipossoma-GF tiveram resultados
similares estatisticamente. Ensaios de imunohistoquimica inicizlmente
detectaram a expressao de osteocalcing e VEGF aos 3 dias. seguida por um
pico ans 7 dizs. Nivels mais baios de imunorreativ idade foram obsereados
em BC L P, P e PDP guando comparados com os grupos IL, POL e POIL
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|p <0.08). Os resultados superem que GFs carreados por lipessomas, na
forma isolada ou em combinagdo, aceleram o processo de cicatrizagio
em alvénlos dentarios de rato. A express3o diferencial dos marcadores
astengénicosVEGF e osteoralcing, nas fases iniciais de cicatrizacao ossea,
confirma esses achados.
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Abstract: Research to looking for bone repair accelerate in Odoniology have been considerably valorized. The bone
fissue 15 fundamental to re-establishing of masiicalovy funciion of the patients, with prosthesis backing or implanis.
The vast maforlly of studies wlilize intra-buceal bone defects developed in dogs or primates, which are adeguate by
Jacility of intraoval surgical access. But, the use of these animals s doficult by ethics questions, costs and necessity of
specific vivarium. Tnfra-buccal surgeries In small animals as mice, rats and rabbits, are lmited by idle opening of
maxiilary; dificult on visualization of surgical field and [imited space for irripale and aspirale svstems, fundamental
ffems o willization of deniistry motors. Mareover, the necessily of pratechion of fongue, lips, cheeks, reguire auxiliary
hands, fo making the visual fleld even more limiled. This study shows the development of the surgical lable with
specific resources for iniraoral proceeding in small animals, improving s realization on safe form, standardized and
i minor fime, elimingting the need for assisfant operator. The model presents a platform removable and sterilized,
with possibility of heafing: helght reciilation and diferent inclinalions by means of screw adiustable feel, mechanism
afraumatic Io fixation of the animals; intelligent support for surgical mstrumenis, dental ool andfor infraoral
refraciors, alfowing several rofation, heiehi positions and different angulations. Odontology researches and mechanics
engineering professionals confvibuted for the development of the profect, with the financial support of Fapemie. The
depasitfon of the pafent request on National Instiute of Indusirial propriety was accompiizhed by Technological
Transfer and Innovation, CTTTUFMG. The eguipment represents a methodological advance and opens perspectives
Jor numeronus studies n the oral cavity or oufside, in animal models of low cost and easy avallability

Keywards: Bloengineering: Surgical Table, Small Animals; Bone Defect; Odontology
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Resamo: Pesgquizas visando a aceleracdo do reparo dsseo em Odomtologia 1ém sido extremamenie valorizadas. ©
tecido dsseo é de fundamental para o restabelecimenta da funcdo mastipaloria dos pacientes, como apalo para
proteses ou implantes. A matorta dos estudos wilizam modelos de defeitos dsseos mira-bucais desenvolvidos em cdes
on primatas, adequados pela facilidade de acesso cirirsico intrgoral. Mas, a wiilizagdo desses animais é diffcultada
por guestdes étieas, pelo custo ¢ necessidade de bolérios especificos. Clrurgtas mirabucals em Pegquenos aninais
como camundongos, ratos e coelhos sdo fimitadas pela peguena abertura dos maxilares, dificil visualizagdo do campo
cirirgico ¢ espago [imilado para o sistema de rripagdo e de aspiracdo, fundamentals guando da utilizagdo de motores
odontolopicos. Além disso, a necessidade de protegdo dos fecidos moles- limpua, ldbios, bochechas, demanda mdos
aixiliares, tornando o campo visual ainda mals resivito. O presenie estudo apresenia o desenvolvimento de uma mesa
cinirgica com recursos especificos para procedimentos inira-orgls em animals de pequena porte, aperfelgoando sua
realizacdo de forma sepura, padronizada e em menor tempo, dEpensando-se a necessidade de operadores auxiliares.
O madelo conia com uma plaiaforma (lelto cirirgica) removivel € esterilizave!, com possibilidade de aguecimento &
controle da femperatura,; repulagem de altura e diferentes nclinagdes por mefo de pés rosguedvels; mecanismo de
sustemtagdo e fxapdo atraumatica dos animais; suporte infeligente para INSIFUMERLTIS cirurglcos efou afastadores
Imtraoraiy permifindo inumeros giros, posipdes de altura e diferemtes anpulaeens dos mesmos, Pesguisadores
odontalopos ¢ profissionais da engenharia mecdnica confribulram para o desemvolvimento do profeto, com apaio
[Mmanceiro da Fapemip. O deposito de pedido de patente no mstiwio Naocfonal de Propriedade Industrial fol realtzado
por mete do CTITUFMG. A4 matéria tralada representa um avange metodolopico ¢ abre perspectivas promissoras
para imimeros estudos em cavidade oral ou fora dela, em animals de pequeno porte, modelos de hatvo cusio @ facil
disponibilidade.

Palavras-chave: Bioengenharia; Mesa cinirgica; Pequenos animals; Defeftos osseos; Odonfologta.
1. INTRODUCAQ

Um dos prandes desafios para a Odontologia é a reposicdo do tecido dsseo, essencial para o restabelecimento da
funcdo mastigatoria dos pacientes, seja por proteses ou por implantes dentirios. Nesse sentido, as pesquisas que tratam
de aliernativas para a aceleragdo da cicatrizacdo 6ssea ou da reposicio do tecido dsseo, como a avaliagido de difierentes
tipos de enxertos, biomateriais, células tronco ¢ osteogénicas para bioengenhana tecidual Gssea, tém sido extremamente
valorizadas (Healy ¢ Guldberp, 2007, Matsuno et al, 2000, Srpalski et al., 2010y A validagdo cientifica do uso de
biomateriais como substituios dsseos requer a avaliagio do seu comporiamento bioldgico em modelos animais. Alguns
defeitos dssens tém sido experimentalmente desenvolvidos in vivo para fins de pesquisa sobre a regeneracdo Ossea.
Entrefanto, & imporiante considerar nos estudos de reparo/enxerios dsseos, os sitios cinirgicos envolvidos; ou seja, as
dreas doadoras e receptoras criadas nos modelos animais. Preferencialmente, os sitios receptores devem ter a mesma
origem embriondria das dreas doadoras. Em se tratando dos defeitos dsseos crinio-faciais e maxilares, considera-se
como  condicdo ideal trabalhar com modelos dsseps de mesma origem embriondria; ou seja, de origem
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intramembrancsa. Esta condicio justifica-se pelo tipo de neoformacio de osso alveolar, tecido dsse0 que suporta os
dentes nos maxilares, o que ocomme por ossificacio intramembrancsa. Por meio desse processo de ossificacio, ooomme um
padrdo direto de deposicdo Gssea a partir do mesénquima (Brugnami et al., 2010). Os modelos de defeitos Gsse0s mais
usualmente empregados em pesguisas, incluindo os estudos sobre a aplicabilidade dos biomateriais ou dos enxerios em
odontologia, sio criados em tibias, em fémures e em caloia craniana de ratos e de coelhos. Desses, somente a calviria
possui a desejivel origem intramembranosa (Berglundh et al., 2003). O processo de cicatrizacdo dssea nos 0ss0s fémur
¢ tibia progride por ossificacio endocondral, diferente do que ocome nos maxilares.

Além da importincia da origem embriondria dos sitios de reparo dsseo, outros fatores diretamente relacionados ao
sitio cimirgico, como as caracteristicas do meio bucal podem influenciar na evolugdo do processo cicatricial e interferir
na interpretagdo dos resultados. Defeitos dsseos criados em tibias, fémures e calvirias constituem sitios cinirgicos exira-
orais, portanto, livre de fatores como bactérias, fluxo salivar, alteragdes de pH e de forgas mastigatdrias, o gue
inviabiliza a extrapolacdo direta dos resultados para clinica odontologica.

Alpuns estudos que simulam os defeitos dsseos, como exemplo, as fraturas de mandibula, os miltiplos implantes ou
0s enxerios osseos em bloco Bm utilizado modelos de defeitos dsseos criados nos maxilares de cles on maxilares de
primatas (Lynch etal, 199]; Kim et al., 2005). Tais animais constituem modelos adequados para cirurgias intraorais,
devido ao amplo campo visual, com acesso cimirgico direto e com a utilizacio dos recursos técnicos similares aos
disponibilizados na clinica odontolégica ( Elsalanty et.al, 200%; Barone et al., 201 1; Giannobile et al., 1994; Zhou et al.,
2010). Entretanto, ndo representam uma realidade acessivel 4 maioria dos laboratirios de pesquisa cientifica, tanto por
questdes éticas, quanto pelo custo e pelas condicdes especificas de manejo e espaco para manutengdo desses animais em
biotério. Poucos estudos intra-orais tém sido realizados em animais de pequeno porte, ratos e camundongos, modelos de
baixo custo e mais acessiveis ans laboratdrios de pesquisa na drea da Odontologia. Possivelmente, uma das razdes para
a deficiéncia de estudos em defeitos Gsseos infraorals nesses modelos experimentais decorre da dificuldade técnica para
a realizagdo dos procedimentos intracrais em animais de pequeno porte. De fato, o acesso intraoral aos maxilares de
ratos, camundongos, coelhos, especialments quando o procedimento cinirgico exige o corte por instrumentos rotatdrios
elétricos sob irigacio, & limitado por alguns fatores, tais como;

#  Limitada abertura dos maxilares, com dificil visualizagio do campo cinirgico intraoral;

»  Negessidade de um sistema de irripacio e de aspiracio continua com soro ou solucdo salina simultaneamente &
utiliza¢fio dos motores cinirgicos ufilizados na criacio de defeitos dsseos;

* Negessidade de afastamento e de protecdo dos tecidos moles, para evitar acidentes iatrogénicos como a
dilaceragdo tecidual de tecidos pericdontais, lingua e mucosa labial e jugal (bochechas); e,

#  Negessidade de suporte, apoio ou fixacdo da cabega do animal a fim de permitir o acesso intraoral de
instrumentos cortantes (mecinicos ou elétricos) com seguranga.

A necessidade de muitos aparatos e de maos auxiliares para sustentar os aparelhos e os instrumentais indispensdveis
a0s procedimentos como fonte de luz, imigacdo, suecdo, afastadores de tecidos, dificultam a realizacio de cirurgias
intraorais em pequencs animais. Cirurgias que demandam a utilizacdo de equipamentos odontoldgicos elétricos,
micromotores giratorios como contra-ingulos e canetas de alta rotagdo, sao ainda mais criticas. O campo visual para o
acesso 45 estruturas Osseas intraorais fica extremamente limitado, prejudicando o trabalho padronizado e sepuro para os
animais. Atualmente, com a regulamentacio dos Comités de Flica em Pesquisa Experimental, os pesquisadores
precisam estar atentos ndo somente aos procadimentos cimirgicos, mas também ao conforto e seguranga dos animais,
evitando a manipulagdo excessiva dos mesmos. Tem side recomendado que as téenicas cimrgicas em qualguer modelo
animal experimental, incluindo roedores, sejam realizadas com o méximo de agilidade, seguranca para os animais ¢ em
condigdes assépticas (Committee on Infectious Diseases of Laboratory Rats and Mice, LLAR., 1992). Obviamente,
experimentos sem perspectiva de resposta, mal planejados ou que determinem o soffimente, a mutilagdo ¢ a morie
desnecessdria de animais, devem ser condenados (Marques et al, 2005). Ao contririo, a utilizacdo de instrumentos,
equipamentos, recurses técnicos que viabilizem procedimentos cirirgices de modo eficiente e seguro para 08 animais
tem sido estimulada. Nesse senfido, alguns modelos de mesas ou de plataformas cinirgicas vém sendo propostos e
disponibilizados comercialmente, conferindo uma série de beneficios e recursos facilitadores que visam minimizar o
tempo cimirgico, propiciando conforto e seguranca para ambos, operador e animal experimental. Alpuns modelos de
mesas cinirgicas, com diferentes indicagdes, aplicagdes e formatos jé foram patenteadas. Como exemplo, a patente US
6467112, intitulada “OCperating Table for Animal”, apresenta uma mesa com uma grade destacivel, composta por furos
circulares de diimetros variados, por onde as excretas e fluidos corporais atravessam e s3o coletados por uma camara
interna, como uma pia inferior, ligada a rede de esgoto. Ao redor dessa grade encontram-s2 acoplados um microscipio
ol lupas e um sistema de exaustio para coletar o ar de dentro da cimara coletora. A mesa possui pés repuliveis e pode
ter, opcionalmente, conexdes para entrada de dgua e fonte de luz. A patente RU 2 246 283 C2 (Federacdo Russa),
intitulada “Swrgical Table for Operating on Small Animals”™, refere-se @ uma mesa portatil que permite a montagem e
regulagem em alturas ¢ inclinagdes diferentes. Apresenta comd vantagem sua compactacdo para ser puardada e
transportada sem ocupar muito volume. A patente US2009/126113, intitulada “Rotatable Surpery Table”, descreve uma
mesa auxiliar, conectada a uma mesa cinirgica tradicional. O modelo apresenta formato de “cama”™ de dupla base
desmontdvel, gue permite seu movimento/deslocamento por meio de colunas e membros de apoio, de forma horizontal
ou vertical. O modelo & indicado para procedimentos em animais de pequeno ¢ médio porte @ também para criangas.
Apresenta como vantagem rotatividade do leito cirirgico, evitando o deslocamento do operador ao redor do paciente
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durante o ato cirdrgice. Além das patentes supracitadas, alguns produtos tém sido comercialmente disponibilizados no
mercado internacional, trazendo cada formecedor, sua lista de beneficios ou vantagens para a manipulagdo cirdrgica de
pequenos animais. Dentre eles estdo os fabricantes: Harvard Apparatus. “Small Animal Operating Tables™ (Disponivel
em www.harvardapparatus.com; Acessado em 2903/2012), Lefica Sclentific Instrumenis, Panlab s1./Barcelona-
Espanha. “Surgery tables” (Disponivel em www panlab.com/panlabWeb/Hardware/php/displavHard; Acessado em
2903/2012), Hupo Sachs Elektrontk-Harvard Apparafus, “HSE-Small Operating Table™ (Disponivel em www. hupo-
sachs.de; Acessado em 23032012y, TSE-gysiem, “Operating Table™ (Disponivel em  hitp.dwww ise-
systems com/products/other-products/surgery-handling/small-animal-operating-tables. him; Acessado em 2903°2002) ¢
Bioseh — In Vive Research Instrumenis. “Small Animal Surgery System™ (Disponivel em www bioseb.com; Acessado
em 29/03/2012).

() presente estudo, valendo-se dos principios bdsicos da engenharia mecdnica, apresenta um modelo de mesa
cinirgica inédito pela somatdria de recursos e aplicagies voliadas para cirurgias gerais e odontoldgicas em animais de
pequena porte. O modelo é indicado para qualquer tipo de intervengdo intra ou exira-oral, para procedimentos dos mais
simples como tomadas fotograficas, dissecagdes anatdmicas ou simples coletas de sangue aos procedimentos cinirgicos
mais complexos onde a precisdo e a reprodutibilidade s30 fundamentais para a pesquisa. O presente estudo apresenta o
desenvolvimento de uma mesa cinirgica com recursos especificos para a realizacio de procedimentos anatémicos,
clinicos ou cimirgicos em animais de pequeno porte. Especificamente, o dispositivo compreende uma mesa cimirgica
para procedimentos intraorais em animais de pequeno porte, aperfeicoando sua realizagio de forma padronizada, em
menor tempo, dispensando-se a necessidade de operadores auxiliares.

2. APLICACAO DA MESA CIRURGICA PARA ANIMAIS DE PEQUENO PORTE

Diversos estudos e pesquisas envolvendo cirurgias em cavidade oral de animaiz de pequeno porte tém sido
realizados pelos pesquisadores/inventores utilizando a mesa cimirgica. Dados publicados demonstram algumas das
indicagdes e aplicabilidade da mesa cimirgica. Exodontias de molares de ratos seguida da insercdo de biomateriais nos
alvéolos dentirios, para avaliagio do processo cicatricial e subseqOente reparo dsseo & um exemplo de sua
aplicabilidade (Mendes et al., 2008). No estudo indicado, imediatamente apds anestesia e posicionamento de ratos na
mesa cirirgica, os animais foram submetidos 3 extragdo dos primeiros molares superiores. Em seguida, os alvéolos
dentirios direitos foram tratados com gel de hialuronato de sbdio a 1%, enquanto os alvéolos esquerdos foram usados
como controles. O animais foram sacrificados apos 2, 7 e 21 dias, quando as amosiras dos maxilares foram processadas
para andlise histolégica ¢ imunohistogquimica.

.Ma mesma linha de pesquisa, Mendes et al., 2010 avaliaram o efeito da insercéo de nanotubos de carbono isolados
ol funcionalizados com hialuronato de s6dio na cicatrizacdo dssea em alvéolos dentdrios de ratos. O objetivo do estudo
foi avaliar se a funcionalizacio dos nanotubos de carbono (NTC) com hialuronato de sddio (HY) produziria um gel
mais reforcado, com a manutencio das propriedades do hialuronato de sbdio isolado {(previamente avaliado), o qual
apresenta fraca estabilidade. Como no estudo anterior (Mendes et al, 200%), os animais foram anestesiados e
posicicnados em decibito dorsal sobre a mesa cinirpica para a exodontia dos primeiros molares. Em seguida, os
alvéolos foram tratados com nanofubos de carbono, com gel de hialuronate de sodio 1% ou com nanotubos
funcionalizados com hialuronato de sdio. A Figura (1) 1lustra o exposto acima.

-

Figura 1. Procedimentos intra-bucais em ratos viabilizados pela mesa eirdrgica para animais de pequeno porte.
1 - Extracao do 1* molar superior (seta) mostrado no canto superior esquerdo, apis exodontia, 2 - Acesso aos
alvéolos dentdrios -cavidades dsseas apds a remociio dos dentes,

Ainda na linha de pesquisa de avaliacio de biomateriais no modelo intrabucal de alvéolos dentéirios, Miranda et al.
{2011y avalizramy o reparo dsseo, sepuido do implante de esponjas de quitosana nas cavidades alveolares apds a
exodontia dos primeiros molares superiores de ratos. Apds a avaliagdo i vilre do comportamento de células tronco
mesengquimais (de medula dssea de ratos) cultivadas sobre o biomaterial de guitosana associada 4 gelatina, os
pesquisadores inseriram o biomaterial em alvéolos dentirios a fim de avaliar sua biocompatibilidade e bicdegradacio in
vivo, O animais foram sacrificados apés 5, 21 e 35 dias.

Oz recursos da mesa cimirpica para procedimentos intra-bucais tém sido também utilizados em pesquisas sobre o
tracionamento ortoddmtico. O tracicnamento ortoddntico & geralmente um procedimento moroso e de alto custo.

99



Vil Congresso Maclonal de Engenharla Mecanica, 31 de Julho a 03 de Agoste 2012, 330 Luls - Maranhio

Pesquisadores tém buscado esiratépias para aceleracio do processo de movimentacdo dentdria, a partir da ativagio dos
mecanismos de reabsorcdo e formagdo Ossea. Uma das estratépias em estudo consiste na administracdo local de fatores
de crescimento relacionados ao metabolismo dsseo. Buscando esclarecer o possivel papel regulador do EGF (fator de
crescimento epidermal) na remodelacio Gssea, Saddi et al. (2008) e Alves ef. al. (2009) avaliaram o efeito desse dessa
molécula no tracionamento orodéntico indurido em ratos. Os awtores utilizaram lipossomas como veiculos para a
administracio do EGF. Lipossomas sdo paquenas vesiculas esféricas produzidas a partir de colesterol, esfingolipides,
glicolipides e proteinas de membrana, utilizadas como veiculos no ransporte de produtos biologicamente ativos. Essas
vesiculas tém sido utilizadas como cameadores para uma grande varedade de moléculas, como drogas, profeinas,
nucleotideos, uma vezr que permitem a liberagdo lenta e gradual dos produtos que transportam. O uso de lipossomas
associados a0 EGF no tracionamento ortoddntice visava a permanéncia da molécula bioativa por um periodo mais
longo, sem a necessidade de administracdes didrias ou periGdicas do EGF. Os animais foram posicionados na mesa
cimirgica para a viabilizagdo dos procedimentos intrabucais de adaptacio das molas e elisticos onodinticos entre o5
dentes 1os molares e incisivos superiores. A abertura da boca e a visualizacio do campo cimirgico intrabucal s30 efapas
importantes para ambos, a colocagdo dos aparelhos de tracdo ¢ para a administracio das drogas, realizadas com uma
microseringa, paralela 3 mucosa, adjacente aos dentes tracionados. A Figura (2) ilustra o exposto acima.

(= animais foram sacrificados apds 5, 10, 14 ¢ 21 dias da colocacdo dos aparelhos ontoddnticos, quando foram
realizadas medidas de deslocamento (movimentacio dentiria) e andlises histoldgicas ¢ imunchistoguimicas. No
primeiro estudo (Saddi et al., 2008) o objetivo foi avaliar a eficicia dos lipossomas como velculo para a enfrega de
EGFE. No segundo estudo, em continuidade is avaliaphes de Saddi et al (2008), Alves et al, 2009 avaliaram o papel da
administracio desse fator de crescimento no tracionamento ortoddntico. Os resultados revelaram que a administracio do
EGF exdgeno associado & vesiculas de lipossomas promove um efeito adicional no nivel de osteoclastos recrutados, em
comparacdo 4 administragdo do EGF soldvel, produzindo uma reabsorgdo dssea e consequente movimentacio dentiria
mais rapidas.

Fizura 2. Procedimentos intra-bucais em ratos viabilizados pela mesa cirdrgica para animais de pequeno porte.
1 - Colocachio de aparelhe ortodintico entre os incisivos ¢ molares de ratos (seta), 2 - Administraciio de drogas
via intra-oral.

A manutencdo do tecido dsseo dos maxilares & de fundamental importincia em Odontologia, pois o sucesso das
priteses ¢ implantes dentirios utilizados no restabelecimento da fungdo mastigatoria de pacientes desdentados, depende
do volume de tecido Osseo remanescente. MNesse sentido, indmeras pesquisas tém sido realizadas no intuito de
compensar perdas dsseas e otimizar o processo de reparo dsseo apds cirurgias intra-bucais. Enfretanto, a maioria dos
estudos em bicengenharia tecidual dssea tem avaliado biomateriais osteocondutores e/ou ostecindutores em modelos de
defeitos Gsse0s extra-bucais, possivelmente pelas dificuldades técnicas encontradas no frabalho em boca de animais. A
maioria dos estudos sobre reparo dsseo utiliza defeitos Gsseos criados em tibias, fémures e calota craniana de ratos e
coelhos. Tais modelos estdo livres de fatores bucais que invariavelmente podem comprometer a interpretacdo dos
resultados. A fim de contribuir também nessa linha de pesquisa, um estudo piloto tem sido desenvolvide com o auxilio
da mesa cinirgica aqui apresentada (Costa-filho et al., 2001).

Messe esfudo, um defeito dsseo padronizado foi obtido cirurgicamente no maxilar superior de ratos, por via intra-
oral, com a preservacdo da mucosa periodontal e dos tecidos moles adjacentes. O defeito foi criado na drea das raizes
distais ¢ mediais dos 1os molares superiores. Apds a exodontia desses dentes, o defeito é criado com broca diamantada,
adaptada a um micromotor odontoldgice como indica a Fig. (3), sob imigacio com soro fisioligico estéril. O
procedimento & realizado com succdo 3 vicuo das solucdes imigadoras e com o auxilio de afastadores intrabucais de ago
inox, para protegdo dos tecidos moles. A cavidade padrio obtida de 2.5 mm de profundidade e 2.5 mm de didmetro
permite que biomateriais de dimensdes padronizadas, sejam inseridos na loja Gssea ¢ contidos por meio de suturas como
mostra a Fig. (4).

Além dos procedimentos cirirgicos, a avaliagio clinica do processo de cicatrizacio, ou seja, o nivel de fechamento
das feridas observadas durante a fase pos-operatoria é um aspecto muito importante nas pesquisas odontoldgicas. Nesse
sentide, a mesa cinirgica permite também a padronizagdo de tomadas fotogrificas para o controle clinico da drea intra-
bucal operada ao longo do periodo de avaliagdo pos-operatdna pretendido.

0 modelo de defeito dsseo proposto possul um aspecto inovador, tanto pela via de acesso e localizacio, quanto pela
padronizacio de suas dimensdes. Sua implementacio abre perspectivas promissoras para avaliagdo do reparo dsseo de
biomateriais enxertados im vivo, em animais de baixo custo @ pronta disponibilidade.
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Figura 3. Utilizacdo da mesa cir@rgica para criacio de defeito dsseo intra-bucal em ratos. 1 e 2 - Criacdo do
defeito dsseo intra-bucal com motor odontolégico.

- |
.‘

Figuras 4. Utilizacio da mesa cirdrgica para criaciio de defeito 6sseo intra-bucal em ratos.
1 - Imagem panorimica do defeito 6sseo criado (seta), 2 - Aplicacdio de um biomaterial de preenchimento
3 - Biomaterial contido por meio de sutura.

3. DESENVOLVIMENTO DA MESA CIRURGICA PARA ANIMAIS DE PEQUENO PORTE

A mesa cirdrgica para pequenos animais foi desenvolvida por pesquisadores odont6logos e profissionais da
Engenharia Mecéanica contribuiram para o projeto, com apoio financeiro da Fapemig. O depdsito de pedido de patente
no Instituto Nacional de Propriedade Industrial foi realizado por meio da Coordenadoria de Transferéncia de Inovacgao
Tecnologica (CTIT) da UFMG, sob n®. 014110002397.

As Figuras (5) e (6) ilustram o projeto conceitual da mesa cirtirgica inicialmente desenvolvida onde é possivel
indicar as vérias partes e suas funcdes.

A mesa cinirgica compreende uma base (2), apoiada em quatro pés reguldveis (1) conectados na parte inferior da
mesma. Na base ha dois rasgos laterais (3), sendo um rasgo para cada lado da base, e uma depressdo (7) na parte
superior proxima ¢ paralela a face frontal (50). A base (2) serve de suporte para uma plataforma removivel esterilizivel
(24) que serve de local de apoio para os animais.

Duas hastes (16) podem correr dentro de tubos (4) em um movimento de deslizamento para cima e para baixo,
sendo que o tubo (4) possui um suporte de fixagdo (26) para uma trava lateral (25). além um orificio (34) para conectar
4 trava (25), ja as hastes (16) possuem orificios ( 15), por onde passam a trava (25). O conjunto compreendido pelo tubo
(4) e haste (16) e a barra superior (20) formam um aparato similar a uma trave articulada retritil. O deslizamento das
hastes (16) nos tubos (4) permite o ajuste de altura da barra horizontal (20) utilizando as fravas laterais (25) que
blogueiam o movimento ao penetrar nos orificios (34) e (15).

O tubo (4) também pode se deslocar ao longo dos rasgos (3) e sobre o eixo (5) do conector (6) formando um dngulo
variando de 0 a 180 graus com a superficie de apoio. A posi¢do final (altura) da barra horizontal (20) é definida pelas
travas laterais (25). O travamento é mecinico, propiciado pelo movimento deslocamento/giro limitado a 90 graus, da
trava (25) dentro do suporte de fixagdo (26), guiando o encaixe da extremidade superior da trava (25) no orificio (34) do
tubo (4) em correspondéncia com orificio/guia (15) criado na haste (16) das hastes laterais.

O objetivo do aparato compreendido pelos tubos (4), hastes (16) e barra superior (20), anexo a mesa, é permitir a
conexdo da haste instrumental (11) a ser utilizada como afastador intraoral e/ou outras fun¢des de apoio a cirurgia. A
haste instrumental (11) é presa por um pivd (22) giratério, conectado a uma pega cilindrica (18) que permite o
movimento lateral do pivo (22), deslizando de um lado para outro (direito-esquerda) na barra horizontal (20) A posigio
desejada do pivd (22) ao longo da barra horizontal (20) ¢ conecfada preferencialmente pelo travamento de uma
borboleta (19) anexa ao cilindro (18). O conjunto de tubos (4) e hastes (16) e da barra superior (20) podem ser
deslocados em sentidos antero-posteriores sobre a mesa, pelo deslizamento desse sistema em rasgos laterais (3). A
posicdo desejada por esse deslocamento das traves pode ser estabelecida, valendo-se das guias (56) ou marcagdes
equidistantes nos rasgos laterais (3) para reprodugdo ou padronizacdo em outras cirurgias/procedimentos de cunho
similar. Dessa maneira, a possibilidade de altera¢do de altura e de posi¢do do pivd (22). assim como da haste
instrumental (11), permite a utilizac3o de instrumentos mais longos, mais curtos ou angulados. O pivo (22) compreende
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também uma borboleta lateral (33) para prender os instrumentais, permitindo definir a melhor alura (movimento de
subida / descida) desses instrumentos ali adaptados. A borboleta frontal (21) conecta a melhor posicdo do pivd (22), em
relacdo ao movimento em tomo desse conector (gire para direita x esquerda). A haste (11) pode, opcionalmente,
comportar um dispositivo (%) contendo um orificio (10} para adaptacdo de um instrumental paralelo a critério do
operador, como por exemplo, para cimurgias intraorais, uma ponta sugadora de fluidos.

O suporte (17) pode ser removivel ¢ é conectado por rosca podendo a uma das extremidades de uma pega em “LU™
{28} que corre pelo rasgo (30), na outra extremidade da peca em “U™ (38) recebe um conector (29) para travamento do
suporte (17) na posigio desejada. Esse suporte (17) € utilizado para methor fixacdo e estabilizagdo da cabeca do animal,
no caso de cirurgias em que movimentos minimes da cabeca do animal podem prejudicar o procedimento, tais como no
caso das exodontias ou acessos infracranianos.

As hastes (13) sio compreendidas por, pelo menos, um anel {12) circunscrito 4 haste que serve de bloqueio para o
posicionamento dos eldsticos em diferentes alturas. Cada haste (13) conecta os dispositivoes eldsticos que passam pelos
incisivos do maxilar inferior (mandibula) mantendo aberta a boca do animal, esse posicionado em declbito dorsal. A
haste (13) pode ser rosgueada em pelo menos um orificio da mesa (8), permitindo diferentes nivels de tragdo dos
maxilares, de acordo com a posicio dos eldsticos nos andis de blogueio (12) das hastes (13) e de acorde com a extensdo
{forca de tragdo) do dispositivo elastico utilizado. © anel (12) da haste {13) permmite o posicionamento do mesmo em
diferentes alturas. O posicionamento ou a altura dos elisticos nesses anéis (12) deve ser definido de acordo com o
tamanho e altura dos maxilares dos animais.

s pés repulaveis (1) podem deslocar a base (2) permitindo a inclinacdo da mesa, que pode trabalhar em posicio
plano-horizontal (0 graus); bem como com a inclinacl3o original de 3,7 praus (pés totalmente rosqueados), ou até
inclinacio de 10 graus, quando os pés anteriores, priximos d face frontal da mesa (30) estio rosqueados & o0s
posteriores, proximos i face traseira da mesa (51) levantam ao médximo a base em relagdo i superficie de apoio

A posicdo ideal de trabalho serd ajustada pelo operador de acordo com a finalidade cimirgica, sendo que a
inclinacio padrio da base com os pés tofalmente rosqueados, favorece a coleta de residuos, que compreendem dejetos
solidos efou liguidos orginicos, solugdes salinas ¢ fixadoras, tampdes ou outros, gerados durante o ato cinirgico; os
quais sdo depositados na depressdo (7) da plataforma (24), que funciona como uma calha coletora de residuos.

A arpola (27) deve sepurar o maxilar superior do animal, travando-o pelos dentes incisivos superiores.
Alternativamente 4 utilizacdo da argola (27), o maxilar superior dos animais pode ser apreendido para abertura da boca
por meio de um dispositivo eldstico conectado a um pino (31) conectado na parte posterior (51) da mesa.

Os dispositivos fixadores moveis (14) possuem um suleo horizontal, wma fissura para adaptagdo de dispositivo
elistico e também podem ser posicionados em gualguer posicdo na plataforma removivel esterilizivel (24). Bssas
fixadores (14) funcionam como auxiliares para a fixagdo dos membros superiores @ inferiores do animal durante a
cirurgia. Altemativamente, os dispositivos fixadores méveis (14) podem atuar como afastadores de tecidos ou auxiliar
no posicionamento do animal em posigtes diferentes do decibito dorsal, para ouiras cirurgias que ndo intraorais.

O sistema de aguecimento & ligado a um controlador de temperatura (32), podendo para variar a temperatura entre
35 a 40 praus e pode ser lipado em uma tomada convencional nas tensdes 127220 V. [sso garante a manutengao da
temperatura basal do animal, condigdo indispensdvel para cimnurgias de mais longa duragdo.

Opeionalmente, a mesa pode ser utilizada apenas como plataforma, inclinada ou ndo, para apoio dos animais, livre
das hastes. Nesse caso, as traves devem ser estendidas e piradas totalmente para a posicio frontal, onde terminam em
ZEr0 prau, no momento em que a barra superior (207 encaixa no apoio frontal (23), localizado na parie fronial da mesa
{30 caracterizando a “posigio fechada” ou “compacta”™ da mesa, posicio adequada para o transporte da mesma.

Figuras 5. Mesa cirdrgica para animais de pequeno porte.
Visdo lateral em perspectiva
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Figuras 6. Mesa cirdrgica para animais de pequeno porte.
Visfio lateral em perspectiva e partes.

A base (2) e a plataforma removivel esterilizivel (24) devem ser fabricadas feitas em materiais passiveis de
desinfeccio ou esteriliza¢io em autoclave, em casos de procedimentos cimirgicos criticos, tais como, 0 ago inoxidivel e
o dluminio. As outras partes podem ser submetidas & desinfeccio quimica, podendo ser empregados materiais
poliméricos, tais coms o polipropileno (PP), polietileno (PE), policloreto de vinila (PYC), polimetacrilato de metila
(PMMA), policarbonato (PC), copolimere acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS), resinas fendlicas, epixi, polidster;
poliuretano; silicones rigidos; elastémeros termoplisticos.

Visando aprimorar o projeto conceitual inicialmente desenvolvido, encontra-se atualmente numa fase do projeto,
onde as virias partes da mesa cinirgica vem sendo redesenhadas em sua forma final. Para tanto, estio sendo escolhidos
0s materiais mais adequados para cada parte, considerande os elementos padronizados encontrados no comércio e a
definicdo dos processos de fabricacdo convencionais mais adeguados e de baixo custo. A Figura (7) ilustra o exposio
acima.

Figuras 7. Mesa cirdrgica para animais de pequeno porte.
Desenvolvimento do projeto final.

4. COMPARACAO DA MESA CIRURGICA DESENVOLVIDA COM OUTROS EQUIPAMENTOS

Comparando a mesa cimrgica desenvelvida com oufros equipamentos, percebe-se que as mesas encontradas no
mercado variam em sua complexidade, variando de modelos simples, contando apenas com uma plataforma de apoio
para os animais com a possibilidade de inclinacdo, até modelos mais complexos e inteligentes, especialmente
relacionados ao controle da temperatura durante os procedimentos cinirgicos.
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O equipamente desenvolvido apresenta alguns pontos comuns com os produtos do mercado, como: possibilidade de
aquecimentio da plataforma; regulagem de altura por meio de pés rosguedveis, permitinde diferentes inclinagdes da
mesa; mecanismo de sustentacio atraumdtica dos animais, com a utilizagdo de pegas imantadas para suporte de elisticos
ou cintas afastadoras em substituic3o ds fitas adesivas, garmas ou cintos de plastico. Entrefanto, a mesa cirirgica aqui
desenvolvida relne caracteristicas imporiantes, algumas das gquais, foram encontradas em diferentes produtos
conhecidos no Estado da Técnica, mas ndo simulianeamenie.

Ao contrano da maioria das mesas que sio oferecidas em tamanhos diferenciados para camundongos, ratos,
coethos, porgquinhos da india, 8 mesa cirirgica desenvolvida apresenta regulagem de altura das hastes laterais {suporte
de instrumentais cimirgicos) o que viabiliza a utilizacdo da mesma plataforma para todos os animais de pequeno porte,
dispensando a aquisicdo de versdes especificas de mesa para cada modelo animal.

Além disso, um diferencial especifico em relagdo as demais mesas cirmirgicas do mercado é a sua aplicabilidade,
ndo exclusiva, mas precisamente indicada, para os procedimentos iniraorais em pequenos animais. Para tanto, o sistema
comia com hastes laterais articuladas e desliziveis sobre a plataforma, presas enire si por uma barra horizontal superior.
Essa barra horizonial visa servir de apoio para instrumeniais e para afastadores intraorais. Tal mecanismo de suporte de
instrumentos foi delineado com base na experiéncia de pesquisadores odontélogos. O sistema permite indmeras
posiphes de allura e de angulagem dos instrumentos adaptados na barra horizontal, permitindo o livre acesso dos
operadores & plataforma. Para procedimentos inirabucais, 0s componentes e os acessdrios da mesa foram planejados
para que os operadores se coloquem em posicio erpondmica de meio dia (12 horas); ou seja, em posicdo voltada para
face posterior da mesa, atras da cabeca do animal, 4 semelhanga do que ocomme na maioria dos procedimentos clinicos
intrabucais em humanos.

A mesa cimrgica possui tamanho adequado para operacdes em animais de pequeno porte, tais como o5 roadores,
coethos, gatos, gambas de laboratrio medindo de 10 cm a 30 cm de comprimento, em média, excluindo-se o
comprimento da cauda; a largura dos animais, supracitados, varia de 5 cm a 20 cm no sentido Kitero-lateral.

5. CONCLUSAD

A matéria tratada representa um avango metodoldgico e abre perspectivas promissoras para inimeros estudos em
cavidade oral ou fora dela, em animais de pequeno porie, modelos de baixo custo e Ficil disponibilidade.
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