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RESUMO 

 

Os fatores de crescimento, IGF e PDGF, apresentam funções biológicas 

importantes no metabolismo ósseo, com ação direta, tanto no crescimento, como 

na diferenciação celular. Dados da literatura revelam que a enxertia dessas 

moléculas exógenas, in vivo, é capaz de acelerar o processo do reparo ósseo. A 

utilização dos lipossomas, com suas propriedades carreadoras e de liberação 

gradual de moléculas, pode aumentar o tempo de exposição dos fatores de 

crescimento nos sítios enxertados. Este trabalho avaliou o potencial de formação 

óssea do fator de crescimento derivado de plaquetas na isoforma BB (PDGF-BB), 

fator de crescimento semelhante à insulina I (IGF-I), e a mistura PDGF-BB/IGF-I 

administrada em lipossomas comparando com tampão fosfato salino (PBS), no 

processo de cicatrização de alvéolos dentários de ratos. 112 ratos Wistar foram 

distribuídos aleatoriamente em 7 grupos de 16 animais cada e foram avaliados 

aos 3, 7, 14 e 21 dias após a extração dos segundos molares maxilares. Os 

alvéolos esquerdos foram tratados com PBS (P), lipossomas vazios (L), IGF-I 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 associação 

dentro de lipossomas (PDIL). Os alvéolos direitos foram preenchidos com coagulo 

sanguíneo (BC). As análises histomorfométrica e histológica foram utilizadas para 

avaliar a formação de novo osso e vasos sanguíneos. Imunoistoquímica foi 

realizada para avaliar a expressão de osteocalcina e o fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF) durante o reparo ósseo. Os dados foram testados 

estatisticamente utilizando o teste de Tukey em acordo com análise de Dunn e o 

teste Mann-Whitney U seguido pela analise de um passo de Kruskal-Wallis. Os 
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resultados foram considerados significantes quando p<0.05. Uma percentagem 

altamente significativa de osso trabecular e alto número de vasos sanguíneos 

foram observados nos grupos IL, PDL e PDIL (p<0,05). Todavia, esses grupos 

lipossoma-GF tiveram resultados similares estatisticamente. Ensaios de 

imunoistoquímica inicialmente detectaram a expressão de osteocalcina e VEGF 

aos 3 dias, seguida por um pico aos 7 dias. Níveis mais baixos de 

imunorreatividade foram observados em BC, L, P, PI 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 combinação, aceleram o 

processo de cicatrização em alvéolos dentários de rato. A expressão diferencial, 

dos marcadores osteogênicos VEGF e osteocalcina nas fases iniciais de 

cicatrização óssea, confirma esses achados.   

 

Palavras-chave: fator de crescimento; PDGF; IGF; lipossoma, reparo ósseo.  
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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 I (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). 
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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. 
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1. INTRODUÇÃO 

A Doença Periodontal, o trauma de face, patologias de origem 

endodôntica, tumores benignos ou malignos e a ausência do dente por um 

período prolongado podem acarretar um processo de reabsorção óssea, de 

moderada a severa, dos ossos maxilares. A recuperação da estrutura óssea 

perdida pode demandar a necessidade da realização de cirurgias de enxertia 

óssea (AROSARENA & COLLINS, 2005; BODIC et al., 2005; IZUKA et al., 2005; 

HALLMAN & THOR, 2008). Há tempos, o tecido ósseo de origem autógena, com 

suas propriedades osteoindutivas e osteocondutivas, vem sendo considerado o 

material “gold standart” (padrão ouro) de enxertia nas cirurgias ósseas 

reconstrutivas (BURCHARDT, 1983). Todavia, sua escolha apresenta como 

desvantagens a viabilidade da área doadora, morbidade e imprevisibilidade no 

processo de reabsorção do enxerto (JOHANSSON et al., 2001a, 2001b; NKENKE 

et al., 2001; SPRINGER et al., 2004). Recentes avanços em biotecnologia têm 

promovido à clínica cirúrgico-odontológica o acesso a uma diversidade de 

substitutos ósseos, o que vem viabilizando, em alguns casos, a inserção precoce 

de implantes bucais. Contudo, o biomaterial ideal para enxertia óssea ainda não 

foi identificado. Carreadores de fatores de crescimento são considerados 

biomateriais promissores à aceleração do reparo ósseo, porém existem 

obstáculos como o alto custo de produção, além dos resultados pouco explorados 

de seu uso (ESPOSITO et al., 2006; HALLMAN & THOR, 2008; CHEN, ZHANG & 

WU, 2010).   

O tecido ósseo apresenta-se em constante remodelação. Alguns agentes 

importantes para o metabolismo celular-ósseo têm sido identificados, tais como: o 

hormônio 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 

síntese de proteínas (DAVIDOVITCH, 1979; HILL, 1998).  

Os fatores críticos para a ossificação incluem a presença de colágeno, 

fosfato e a regulação de inibidores de nucleação. Essa regulação pode ocorrer 

pela via da remoção enzimática de pirofosfato, ou modulação de outros inibidores. 

Tecidos que contêm a combinação desses três fatores apresentam capacidade de 

mineralização da MEC (matriz extracelular), todavia tecidos que apresentam 

apenas duas combinações, por exemplo, produzem tecidos moles, onde 

fibroblastos produzem colágeno, observando assim, falha na mineralização. No 

entanto, o processo de ossificação, também, inclui a estimulação por fatores de 

crescimento e a modulação de antagonistas e outros componentes da MEC 

(ALLORI et al., 2008).      

Os fatores de crescimento podem ativar ou regular uma grande variedade 

de funções celulares. Eles estimulam diferenciação, proliferação, migração, 

adesão celular e expressão de genes. Possuem efeitos sobre as células da 

mesma classe (fatores autócrinos) ou sobre as células de outra classe dentro do 

tecido (fatores parácrinos), e estão presentes na circulação, podendo agir como 

reguladores sistêmicos do metabolismo esquelético ou localmente. 

(LUGINBUEHL et al., 2004; KRISHNAN e DAVIDOVITCH, 2006).  

No tecido ósseo, as terapias com os GFs têm sido aplicadas na indução 

da formação óssea em defeitos e fraturas e, também, em implantes metálicos 

(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 osso, as células são expostas a diversos GFs, de 

modo simultâneo; de modo ideal qualquer terapia deveria envolver uma mistura 

dessas proteínas, simulando o processo de cicatrização do tecido ósseo 

(CHEIFETZ et al., 1996; ROETHY et al., 2001; RAICHE & PULEO 2004; 

AROSARENA & PULEO 2007). Fatores de crescimento estão inseridos na via 

central da transferência de informação entre células e a matriz extracelular 

(CHEN, ZHANG & WU, 2010).    

Uma indução celular efetiva depende de diferentes parâmetros: (a) 

concentração dos fatores de crescimento no meio extracelular; (b) tempo e 

duração da exposição; (c) tipo de célula alvo e seu estado de diferenciação; (d) 

expressão de receptores específicos e (e) a presença 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 disponibilização local de fatores de crescimento no defeito ósseo pode 

interferir o reparo ósseo. A utilização de um sistema capaz de liberar o composto 

terapêutico de forma gradual e constante pode favorecer o processo de 

cicatrização ósseo-alveolar. Os lipossomos têm sido os carreadores de escolha 

como veículo de distribuição para compostos biologicamente ativos. São 

partículas esférico-microscópicas, cujas membranas, desenvolvidas com uma ou 

mais bicamadas lipídicas, encapsulam uma fração de solvente que ficam 

suspensos em seu interior. Em comparação com outros carreadores, os 

lipossomos têm algumas vantagens, como degradabilidade biológica e segurança 

toxicológica e imunológica (LASIC, 1993, 1998; ALVES et al. 2009).  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Biologia do reparo ósseo-alveolar 

Após os procedimentos de exodontia, ou seja, remoção dos elementos 

dentários, as cavidades ósseas remanescentes, alvéolos dentários, são 

naturalmente preenchidas pelo coágulo sanguíneo. O reparo tecidual inicia-se 

com a hemostasia, responsável 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 reposição tecidual, com preenchimento dos alvéolos com osso 

neoformado. (YUGOSHI et al., 2002). A formação da rede de fibrina auxilia 

inicialmente o influxo de neutrófilos, macrófagos e linfócitos, característicos da 

resposta inflamatória aguda (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000), bem como 

possibilita a invasão de fibroblastos e células endoteliais, presentes no ligamento 

periodontal remanescente (YUGOSHI et al., 2002). O ligamento periodontal 

contém uma mistura de populações celulares incluindo progenitores para 

osteoblastos (DEVLIN & SLOAN, 2002), cementoblastos e fibroblastos, essenciais 

para remodelação e formação óssea inicial em processos de cicatrização alveolar 

(LEKIC et al., 1997). Células osteoprogenitoras podem ser derivadas também da 

medula óssea (DEVLIN & SLOAN, 2002) e periósteo (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 

2000; RASUBALA et al., 2004).  

Macrófagos e fibroblastos imaturos parecem ser atraídos para áreas com 

baixa concentração de oxigênio e altos níveis de lactato, presentes na ferida 

alveolar em consequência do metabolismo das células inflamatórias (LALANI et 

al., 2005). Macrófagos liberam um fator de crescimento chamado fator 
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angiogênico dependente de macrófago, quimiotáxico para células endoteliais. 

Estas secretam o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que apresenta 

importantes funções na angiogênese e vasculogênese, essenciais nos processos 

de cicatrização de feridas (LALANI et al., 2005). Novos fibroblastos, produzidos 

por diferenciação de células mesenquimais e mitoses de fibroblastos pré-

existentes, sintetizam uma delicada matriz de colágeno que, junto com os 

capilares neoformados, caracterizam o tecido de granulação (YUGOSHI et al., 

2002). O coágulo é progressivamente reabsorvido quando é invadido por 

fibroblastos derivados do ligamento periodontal, que proliferam ativamente e 

migram em direção a ele, formando um tecido conjuntivo imaturo. Posteriormente, 

diferenciam-se em osteoblastos responsáveis por produzir novo tecido ósseo 

durante a cicatrização alveolar (TEÓFILO et al., 2001). As fibras colágenas, 

inicialmente depositadas, formam uma trama preliminar na qual ocorre a 

deposição de osso neoformado. 

 A diferenciação de células precursoras mesenquimais, diretamente em 

osteoblastos, como observado no desenvolvimento dos ossos faciais, representa 

o processo de ossificação intramembranosa; enquanto o processo de ossificação 

sobre um modelo de cartilagem intermediária, presente no desenvolvimento de 

ossos longos, caracteriza o processo de ossificação endocondral (STREET et al., 

2002; KANYAMA et al., 2003). No alvéolo dentário, observa-se apenas 

ossificação intramembranosa (KANYAMA et al., 2003), sem formação de 

cartilagem ou presença de condrócitos (SHYNG et al., 1999). 

A cicatrização normal do osso, após injúrias, é caracterizada por ações 

integradas de diferentes células e pode ser dividida em fases sequenciais: de 

inflamação, migração, diferenciação e proliferação de células osteogênicas 
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(SASAKI & WATANABE, 1995; SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000), síntese de 

matriz extracelular (MEC), mineralização do osteoide, maturação e remodelação 

óssea (LALANI et al., 2005).  

Osteoclastos atuam na remodelação óssea das margens do alvéolo e dos 

septos inter-radiculares remanescentes, presentes após a extração de dentes 

multiradiculares, em humanos (LINDHE, 2005). Por fim, os eventos de 

cicatrização alveolar culminam no preenchimento do alvéolo com tecido ósseo 

trabecular (DEVLIN & SLOAN, 2002). O preenchimento do alvéolo com trabéculas 

ósseas espessas e bem definidas, vinte e quatro dias após a extração, 

praticamente definia o estágio final do processo de cicatrização, em ratos (ZIED et 

al., 2005). Apesar de estar completamente preenchida por trabéculas ósseas, a 

densidade óssea alveolar máxima foi alcançada aparentemente no trigésimo dia 

pós-operatório, em ratos (LAMANO CARVALHO et al., 1997).  

A osteogênese pode promover a formação de osso: “woven” (WB) ou 

lamelar. A regulação molecular, desses dois processos, é pouco conhecida. 

(MCKENZIE & SILVA, 2011). No esqueleto pós-natal, WB é formado sobre 

condições que requerem rápida deposição mineral como uma distração 

osteogênica ou reparo de fratura por trauma. Histologicamente, WB é 

caracterizado por uma pobre organização, 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 são proteínas que servem como agentes de 

sinalização para as células e influenciam funções como divisão celular, síntese de 
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matriz e diferenciação tecidual. Podem, portanto, desempenhar importante papel 

na formação óssea e de cartilagem, cicatrização de fraturas e reparo de tecidos 

músculo-esqueléticos (LIEBERMAN et al., 2002). Alguns fatores de crescimento, 

tais como fator de crescimento transformante β (TGF-), fator de crescimento de 

fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de 

crescimento semelhante à insulina (IGF), proteína morfogenética óssea (BMP), e 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) são expressos de modo temporal 

nos processos de cicatrização tecidual e, provavelmente, devem estar envolvidos 

na sinalização, controle e indução durante o processo de reparo ósseo (STREET 

et al., 2002; ALLORI et al., 2008; DEVESCOVI et al., 2008).  

Os Fatores de Crescimento (GF) são uma classe de proteínas 

sinalizadoras que, apesar de estarem presentes em baixas concentrações no 

plasma e na matriz óssea, apresentam funções biológicas importantes no 

metabolismo celular-ósseo, com ação direta, tanto no crescimento como na 

diferenciação, em determinadas linhagens celulares. Essas proteínas se ligam a 

receptores moleculares, de células de mamíferos, e induzem uma “cascata 

orquestrada” de reações citoplasmáticas, culminando no aumento da transcrição 

de mRNA e liberação 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 ósseo, incluem hormônios, 

citocinas e Fatores de Crescimento. Secretadas endogenamente, por células 

locais, ou absorvidas, podem agir de forma autócrina, parácrina e endócrina. 

Essas moléculas são 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 biológico do 

reparo ósseo, para nosso estudo, foram selecionados IGF-I e PDGF-BB.  

 

2.2.1  Fator de Crescimento semelhante à insulina (IGF) 

O Fator de Crescimento semelhante à Insulina (IGF) é um polipeptídeo 

de cadeia-simples aminoácida produzido predominantemente no fígado, mas 

também, em outros tecidos como, por exemplo, muscular e ósseo (ALLORI et al. 

2008). 

IGF-I e IGF-II são codificados por dois diferentes genes e expressos 

diferencialmente em tecidos diversos. A estrutura de ambos IGFs é homóloga 

para a pró-insulina humana. IGF é constitutivamente produzido em muitos tecidos, 

principalmente no fígado; e, também, no rim, no coração, pulmão, tecidos adiposo 

e glandulares. IGF-I é também produzido por condroblasto, fibroblastos e 

osteoblastos. Os IGFs demonstram alguma afinidade por receptores insulínicos. 

Sua bioatividade no tecido ósseo é modulada pelas proteínas de ligação para 

IGF, o qual é regulado pelo hormônio do crescimento e outros. Além disso, IGF-I 

estimula a formação óssea, por induzir a proliferação celular, diferenciação e 

biossíntese de colágeno tipo I. Sugere-se que IGF-I seja mais mitogênico que 

IGF-II (HOCK et al., 1988; OHLSSON et al., 1998). Em pesquisas periodontais, foi 

demonstrado que o IGF-I é quimiotático e mitogênico 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 diferenciação de 
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células osteoprogenitoras, aumentando o número de osteoblastos maduros de 

ratos. 

Os níveis circulantes de IGF-I são predominantemente determinados pelo 

Hormônio do crescimento, pela secreção local de osteoblastos estimulados pelo 

estrógeno, paratormônio, cortisol, estímulos mecânicos, e outros fatores (LEAN et 

al.,  1995; OHLSSON et al., 1998).  O IGF apresenta ação parácrina e autócrina 

com alta ligação ao receptor para IGF-I (IGFR), uma tirosina-kinase ativada, 

sinalizando a proliferação e crescimento celular.  Existem poucos estudos na 

literatura a respeito da administração terapêutica sobre IGFs. A administração 

sistêmica de IGF-I tem mostrado restaurar o crescimento ósseo em pacientes 

com deficiência do hormônio 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 formação óssea, todavia sua dose ideal e método de 

aplicação/distribuição permanecem desconhecidos, sendo necessários maiores 

investigações. 

 

2.2.2  Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF) 

O Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF) é um potente 

mitógeno de células mesenquimais vindas da camada perióstea. PDGF é 

sintetizado por plaquetas, monócitos, macrófagos, células endoteliais e 

osteoblastos. O PDGF é composto por duas cadeias polipeptídicas (A e B), e 

essas cadeias formam um heterodímero ou homodímero. Dos três 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 autócrino e parácrino. 

PDGF liga em receptores altamente específicos expressados nas superfícies de 

vários tipos celulares (HELDIN et al, 1981), incluindo fibroblastos, células da glia, 

células vasculares do músculo liso. PDGF é um poderoso promotor de migração e 

proliferação celular. Tem sido mostrado que todas as suas isoformas induzem à 

proliferação de células do ligamento periodontal (PL) in vitro (DENNISON et al, 

1994). PDGF é também quimiotático para células do PL e estimula a síntese de 

colágeno e hialuronato (MATSUDA et al, 1992; BARTOLD, 1993). É também 

relatado que PDGF promove síntese de DNA e quimiotaxia em cultura óssea 

orgânica (GRAVES et al, 1989; HOCK & CANALIS, 1994), mas tem baixa 

modulação nas atividades da fosfatase alcalina e da osteopontina, em células 

como osteoblastos, in vitro (GIANNOBILE et al., 1994b).  

PDGF é atualmente utilizado em sua forma recombinante para o 

tratamento de defeitos ósseos periodontais (GEM21STM; Biomimetic 

Therapeutics, Franlin, TN) e estudos pré-clínicos têm demonstrado que ele 

apresenta efeitos mitogênicos em células osteoprogenitoras, promovendo 

angiogeneses e estimulando cicatrização de fraturas e regeneração óssea 

(HOLLINGER et al., 2008). O PDGF é expresso durante uma cicatrização de uma 

fratura em pacientes saudáveis, todavia sua deficiência é demonstrada na 

cicatrização de pacientes diabéticos (GRAHAM et al., 2009). 

Estudos clínicos preliminares de PDGF para a regeneração óssea têm 

demonstrado resultados promissores e avanços nas provas clínicas (HOLLINGER 

et al., 2008). Apesar do PDGF apresentar resultados pré-clínicos positivos, há 

uma carência de evidências clínicas para o seu uso na regeneração óssea 

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

No tecido ósseo, as células são expostas a diversos GFs de modo 

simultâneo. Idealmente, qualquer terapia deveria envolver uma mistura dessas 

proteínas, com similaridades no processo de cicatrização do tecido ósseo 

(CHEIFETZ et al., 1996; CHEN, ZHANG & WU, 2010). 

Schliephake, em 2002, numa revisão de literatura de 231 artigos 

científicos, relatou que a combinação dos fatores de crescimento IGF-I + PDGF foi 

efetiva na promoção da regeneração óssea, em defeitos alveolares, ao redor de 

implantes bucais, após a perda óssea por Doença Perimplantar.  

Tem sido mostrado que aplicações tópicas da combinação de PDGF 

associado ao IGF-I ou PDGF associado ao dexametasona promoveram 

regeneração de tecido periodontal em primatas. (RUTHERFORD et al., 1992; 

GIANNOBILE et al., 1994a, 1996). Resultados expressivos vêm sendo 

demonstrados utilizando a combinação de VEGF e BMP (ALLORI et al. 2008). 

Bernstein, Mayr & Hube (2010) avaliaram a associação dos fatores de 

crescimento TGF-e IGF-I, carreados por uma membrana de ácido polilático, na 

distração osteogênica, de 28 carneiros Merinos. Concluíram que a aplicação local 

desses fatores de crescimento carreados por uma membrana degradável acelera 

a cicatrização óssea, resultando em tecido ósseo.  

Lamberg et al. (2009) compararam o efeito da administração local da 

associação de TGF-1 e IGF-I, carreados por uma membrana biodegradável de 

ácido polilático, com o enxerto de hidroxiapatita pura, no recobrimento de 

implantes osseointegráveis, em 10 cães. O tempo de sacrifício foi de 4 semanas, 

e os implantes avaliados pela resistência mecânica e histomorfometria. Os 
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resultados não mostraram diferença no teste mecânico, porém uma neoformação 

óssea maior no grupo tratado com os fatores de crescimento.  

Levi et al. (2010) pesquisaram a hipótese de que somente em 

associação, os fatores de crescimento IGF e  PDGF poderiam estimular a 

osteogênese. Os experimentos foram realizados em culturas de células-tronco 

derivadas do estroma de adipósitos. Concluíram que, dentro da metodologia 

aplicada, a associação dessas duas biomoléculas foi essencial para o estímulo da 

formação óssea. 

 

2.3.  Moléculas indicadoras do reparo ósseo  

Além dos fatores de crescimento, a expressão de algumas 

macromoléculas da MEC como colágeno, fibronectina, osteopontina, 

osteocalcina, osteonectina, têm sido referenciadas como aspecto indicativo do 

processo de reparo ósseo (SIQUEIRA JR. & DANTAS, 2000; MENDES et al., 

2008). Dentre esses, o VEGF e a osteocalcina têm sido bastante referenciados 

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

 

2.3.1. Osteocalcina 

A Osteocalcina (OC) é a proteína não colágena mais abundante no osso 

e dentina, constituindo 15% das proteínas da matriz óssea não-colágena (PRICE 

et al. 1980). Possui 49 aminoácidos e, embora sua função específica não seja 

conhecida, sabe-se que é sintetizada predominantemente pelos osteoblastos 

diferenciados, incorporada à matriz óssea extracelular e relacionada à 

mineralização da matriz osteoide. Seu gene, codificado no cromossoma 1 (1q25-

q31) sofre influência direta da 1,25 dihidroxivitamina D, que estimula sua síntese. 
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A Vitamina K1 é um cofator essencial para que ocorra g-carboxilação pós-

traducional do resíduo glutamil, originando os resíduos g-carboxiglutamil. Possui 

em sua estrutura três ácidos glutâmicos que lhe conferem a capacidade de ligar-

se ao cálcio (LEE, HODGES & EASTELL, 2000) e isto pode ser importante no 

processo de mineralização da matriz óssea já formada. 

Uma fração (10 a 40%) da OC intacta recém sintetizada é liberada na 

circulação, possuindo uma meia-vida curta, pois é rapidamente hidrolisada no 

fígado e rim por metaloproteases.  

ELISA e outros ensaios de imunohistoquímica podem ser utilizados pra 

detecção 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 é considerada um excelente marcador 

para a formação óssea (CIVITELLI, VILLAREAL & NAPOLI, 2009).  

 

2.3.2. Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) 

O Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) está envolvido na 

angiogênese, relacionado ao aumento da extensão de vasos pré-existentes e na 

sua neoformação. Sua estrutura e função estão bem caracterizadas e revisadas 

pela literatura (ALLORI et al., 2008). A família VEGF consiste de homodímeros 

glicosilados, com 121 a 206 aminoácidos cada, produzidos de um ligamento 

alternativo de um simples gene Vegf no cromossomo 6 humano (ERIKSSON & 

ALITALO, 1999). 

Sua ligação ocorre em dois receptores de superfície de células 

endoteliais: VEGFR-1 (Flt-1) e VEGFR-2 (KDR/Flk-1), ambos tirosina kinase. Seu 
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mecanismo de ação é mediado com a ligação do VEGFR-1 ao VEGFR-2 

(SHIBUYA, 2006). 

VEGF aumenta a quimiotaxia e mitogênese de células endoteliais e 

células progenitoras endoteliais, promovendo neoformação vascular. Esta 

também relacionada ao aumento da vasodilatação e permeabilidade vascular, 

aumentando o fluxo sanguíneo e permitindo a distribuição de vários fatores de 

crescimento, células do sistema imune e células-tronco circulantes. No tecido 

ósseo, 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 não 

esteja relacionado diretamente ao efeito osteogênico, ele apresenta capacidade 

de promover a diferenciação osteoblástica, além de complementar e potencializar 

a função osteogênica de diferentes fatores de crescimento (ECKARDT et al., 

2005). Muitos fatores de crescimento, como por exemplo, as proteínas 

morfogenéticas ósseas (BMPs), exercem sua ativação vasculogênica via 

produção derivada de VEGF de osteoblastos (DECKERS et al., 2002). 

  Angiogênese e vasculogênese são processos biológicos dependentes 

de um complexo esquema regulatório, ainda pouco conhecido. Angiopoietinas 

(Ang) são proteínas angiogênicas relacionadas estruturalmente de 

aproximadamente 70 kD em tamanho. As Ang-1 são conhecidas em ativar o 

VEGF e promover a maturação vascular. Já a Ang-2 apresenta o papel de 

desestabilizar a membrana endotelial e favorecer a neovascularização 

(ASAHARA et al., 1998).  
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VEGF é produzido por uma variedade de células como: células 

endoteliais, fibroblastos, condrócitos e osteoblastos. Inicialmente, em resposta à 

hipóxia pela via do fator de transcrição hipóxia-induzida (HIF) apresentando uma 

alta regulação (DERY, MICHAUD & RICHARD, 2005). Numa fratura ou 

osteotomia, o rompimento vascular de nutrientes libera enzimas lisossomais de 

partes ósseas e tecidos moles necróticos. Adicionalmente, ocorre uma 

vasoconstrição do periósteo e das artérias medulares resultando na formação de 

uma zona interfragmentada de injúria (GRUNDES & REIKERAS, 1992). Esse 

estímulo catalisa a formação de novos vasos sanguíneos e aumenta a 

permeabilidade vascular. VEGF mediando a angiogênese foi demonstrada como 

um requerimento essencial na indução óssea durante distração osteogênica 

mandibular. Animais knock-outs demonstram falha na formação óssea durante a 

embriogênese, (HAIGH et al., 2000) e animais adultos tratados com um inibidor 

angiogênico, TPN-470, resultaram numa cicatrização óssea ineficaz ( ECKARDT 

et al., 2003). 

A literatura relata que a expressão de mRNA para VEGF pelos 

osteoblastos e células endoteliais, no espaço interfragmental de uma distração 

osteogênica, foi aumentada do 5º para o 7º dia, após a injúria (LEVY et al., 1995).  

Cetrulo et al. (2005) demonstraram que uma relativa isquemia durante a ativação 

e consolidação das fases atraia células precursoras endoteliais. 

Terapeuticamente, a aplicação local do VEGF recombinante humano (VEGFrh) 

demonstrou um aumento de vasos sanguíneos na zona de fratura, com aumento 

da união óssea. (ECKARDT et al., 2005). Estudos nas ciências básicas têm 

demonstrado que o VEGF é uma potente molécula angiogênica e osteogênica, 

crítica no processo de regeneração óssea. Devido ao fato que essa proteína é 
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frágil e de vida curta, in vivo, estudos pré-clínicos têm aplicado a terapia gênica 

por meio da aplicação terapêutica de VEGF para a regeneração óssea (ALLORI 

et al., 2008). 

 

2.4.  Sistemas carreadores de Moléculas Biologicamente Ativas 

A utilização de alguns compostos terapêuticos tem sido limitada por 

vários fatores, tais como: impossibilidade do aumento da sua dosagem, retenção, 

controle de degradação, baixa solubilidade e/ou efeitos colaterais perniciosos. 

Tais dificuldades têm conduzido os pesquisadores ao estudo de novos sistemas 

capazes de transportar um composto terapêutico até um alvo específico, 

aumentando seu potencial terapêutico, impedindo que este se perca durante o 

trajeto (SANTOS & CASTANHO, 2002; ZHANG et al., 2005). 

Vários tipos de carreadores têm sido utilizados; porém, poucos autores 

têm relatado um longo período de sustentabilidade na liberação dos Fatores de 

Crescimento, normalmente carreados por polímeros absorvíveis. Até o momento, 

todos os carreadores utilizados não preenchem as características ideais 

desejadas, sendo que uma indução inicial da cascata morfológica de formação 

óssea, seguida de rápido declínio dos sinais dos Fatores de Crescimento 

utilizados, pode ser, ou não, suficiente para promover a quantidade e qualidade 

de regeneração óssea satisfatória, nos diversos tipos de defeitos (SCHMIDMAIER 

et al., 2001; RASCHKE et al., 2002; HALLMAN & THOR, 2008) 

Algumas proteínas/peptídeos têm sido utilizadas em conjunto com 

diversos sistemas carreadores, numa série de estratégias, para promoverem a 

cicatrização tecidual.  (ROSE et al. 2004; LEE & SHIN, 2007). Atualmente, o 
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design dos biomateriais tem focado na incorporação de moléculas 

biomoduladoras em sua matriz (MIESZAWSKA & KAPLAN, 2010).  

Ao longo da evolução científica dos polímeros bioabsorvíveis, sintéticos 

ou naturais, o controle de suas propriedades materiais estimula o interesse de sua 

associação com moléculas bioativas, como os fatores de crescimento. A natureza 

de um biomaterial é um aspecto importante para um sistema distribuidor de 

fatores de crescimento. Destacam-se algumas características fundamentais 

esperadas: (i) material constituinte não citotóxico e biodegradável, (ii) método de 

produção reprodutível e que não afete a bioatividade da proteína, (iii) interação 

física que proteja a proteína de degradações físicas ou químicas, (iv) eficiência e 

controle de liberação da proteína, (v) habilidade de carrear os fatores de 

crescimento para o sítio desejado de ação, (vi) flexibilidade e predicabilidade 

carreadora e (vii) idealmente mimetizar o espaço temporal do processo de 

cicatrização in vivo. Dessa forma, o biomaterial ideal deve apresentar suficiente 

elasticidade para conformar o tamanho, a forma e suporte mecânico temporário, 

provisionar algum nível de bioatividade para estimulo celular, não ser 

imunogênico, promover a bioabsorção após a completa regeneração tecidual e 

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

 

2.4.1 Lipossomas 

Em 1965, com a publicação de Bangham e colaboradores, caracterizou-

se um sistema de vesículas fosfolipídicas, ao qual foi dado o nome de lipossomas, 

termo atribuído a Weissman; lipossoma (do grego lipos = gordura + soma = corpo) 

(PRISTA et al., 1996). Lipossomas são pequenas vesículas, com diâmetro 

variando de alguns nanômetros a poucos micrômetros (sempre maior que 25 nm), 
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que se formam naturalmente ou são sintetizadas artificialmente, sendo capazes 

de levar medicamentos para o interior das células (LASIC, 1993; LASIC 1998; 

PRISTA et al., 1996).  

Os componentes básicos dos lipossomas são fosfolipídios, naturais ou 

sintéticos, um esterol e, eventualmente um produto iônico que permite a obtenção 

de vesículas carregadas, positiva ou negativamente. Esta ligação é feita por 

esterificação. A molécula fosfolipídica apresenta um polo negativo e um polo 

positivo, sendo chamada anfiprótica, e que coexiste com uma porção hidrófila e 

uma porção lipófila (PRISTA et al., 1996).  

Quando se dispersam fosfolipídios em um meio aquoso, formam-se 

espontaneamente vesículas, na maioria das vezes ovaladas, constituídas por 

estruturas tubulares. Os fosfolipídios orientam seus grupos polares para o meio 

aquoso, originando compartimentos isolados entre si, e, também, do meio aquoso 

externo, ou seja, as cadeias carbonadas hidrófobas que associam entre si, 

criando um ambiente lipófilo interno, enquanto os grupos polares se orientam para 

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

Como partículas esféricas microscópicas, com membranas constituídas 

de uma ou mais bicamadas lipídicas, os lipossomas encapsulam uma fração de 

solvente que ficam suspensos em seu interior. O aspecto dos lipossomas 

assemelha-se a uma membrana celular em sua estrutura e composição. Eles são 

tipicamente feitos de moléculas lipídicas naturais, biodegradáveis, de baixa 

toxicidade e não–imunogênica, e podem encapsular ou se ligar a uma variedade 

de drogas moleculares, que podem permanecer livres em seu interior ou 

vinculadas às suas membranas (LASIC, 1993). 
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Uma das principais vantagens da utilização dos lipossomas, como 

transportadores, é a facilidade de incorporação de um fármaco, independente de 

sua carga ou massa molecular. Além disso, podemos citar como vantagens a 

biodegradabilidade, a baixa toxicidade, a possibilidade de dissolver substâncias 

lipofílicas (nas bicamadas lipídicas) ou hidrofílicas (na fase aquosa de seu interior) 

e a possibilidade de direcionar o local ou de controlar a liberação de uma 

determinada droga (PRISTA et al., 1996; ZHANG et al., 2005). Os lipossomas 

apresentam-se como materiais bioativos para enxertia, de proporção nanométrica 

e atuação biomolecular. 
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA  

 

Vivemos o século da biotecnologia. As estimativas indicam que o impacto 

comercial dos produtos biotecnológicos se equipara ao PIB de um país do 

Terceiro Mundo. A assistência à saúde é, isoladamente, o maior setor econômico 

do planeta, chegando a representar de 12% a 14% do PIB em grandes mercados. 

Nos EUA, o porte das indústrias ligadas à biotecnologia oscila entre US$ 400 

bilhões para produtos químicos, US$ 800 bilhões para o setor alimentício e mais 

de US$ 1 trilhão para biomateriais (SIMON & KOTLER, 2004).  

A busca por biomateriais, inicialmente, decorreu do fato de que à medida 

que os seres vivos envelhecem, há o desgaste fisiológico natural, o processo de 

envelhecimento. Embora muitos fatores responsáveis pelo envelhecimento não 

sejam compreendidos, as consequências são bastante claras (ORÉFICE, 

PEREIRA & MANSUR; 2006). Em acréscimo, a expectativa de vida da população 

mundial cresce consideravelmente. Uma das consequências desse fenômeno tem 

sido o aumento de injúrias e doenças em pessoas senis, que apresentam uma 

capacidade de cicatrização diminuída.  Defeitos nos tecidos orais e craniofaciais, 

resultantes de trauma, tumores, infecções, mau desenvolvimento ósseo ou 

doenças de deformação progressiva demonstram a necessidade de restauração 

desses tecidos como objetivo clínico, onde se concentram os conhecimentos das 

bases das ciências biomédicas e das engenharias. De todas as áreas do 

conhecimento médico, a que sugere apresentar maiores perspectivas para a 

humanidade é a da regeneração. O conhecimento e a aplicação dos princípios 

das técnicas de Regeneração Tecidual Guiada (RTG) realizam o princípio 

hipocrático da arte e ciência de curar (SANCHES, 2010).   
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 O uso de fatores de crescimento acelera e melhora a qualidade do 

reparo ósseo em diversos modelos, estimulando a diferenciação e promovendo a 

maturação 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; OLlVEIRA et al., 2008; ALVES et al. 2009; CHEN, ZHANG & WU, 

2010). Trabalhos anteriores revelaram a eficiência das vesículas 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 avaliação dos lipossomas como carreadores para fatores 

de crescimento, numa possibilidade de tratamento das sequelas ósseas causadas 

por diversas etiopatogenias.  

A compreensão dos mecanismos biológicos envolvidos nos processos de 

interação do biomaterial ao organismo e do processo de reparo ósseo é essencial 

para subsidiar os protocolos de tratamento, tanto para patologias como para 

outros procedimentos que envolvam a regeneração do tecido ósseo. No atual 

mundo globalizado, as descobertas científicas são rapidamente introduzidas e 

absorvidas pela prática clínica. Na odontologia, novos produtos são lançados 

diariamente e grande parte corresponde a materiais empregados pelo cirurgião-

dentista. Esses produtos são 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 períodos (JUNIOR & 

GARRAFA, 2007). O desenvolvimento dos biomateriais acompanha a evolução da 
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nossa compreensão do funcionamento biológico-tecidual. Os primeiros 

biomateriais procuravam essencialmente propor um reparo mecânico de lesões 

teciduais, providenciando suportes não tóxicos, inertes e bem tolerados. A 

implantação das próteses ortopédicas representa, ainda, um exemplo 

amplamente utilizado destes procedimentos. A extensão de tal modelo de terapia 

envolveu materiais que estimulam a integração do implante com os tecidos 

adjacentes, provocando a mobilização e ativação celular, bem como a 

subsequente produção da matriz extracelular intimamente associada com o 

material implantado. A experiência de várias décadas de implantes ortopédicos, 

cardiológicos, dentários aponta para a principal dificuldade no desenvolvimento 

destes procedimentos. Os tecidos vivos renovam continuamente as matrizes 

estruturais e respondem a demandas específicas, adaptando-se às novas 

condições com a produção de matrizes reestruturadas e modificadas 

(remodelação tecidual). Os biomateriais implantados não degradáveis (titânio, 

ouro, cerâmicas) e suas interfaces com o tecido vivo não acompanham estas 

modificações e sofrem o desgaste que geralmente requer uma cirurgia 

complementar ou corretiva. Os biomateriais biodegradáveis procuram responder a 

esse desafio. Implantes de polímeros orgânicos ou de materiais mineralizados 

absorvíveis permitem um reparo permanente, mobilizando as células que 

normalmente participam na renovação da mesma estrutura. (NIMNI,1997; 

HUBBELL 1999; MIRANDA et al., 2011).     

A hipótese desse trabalho constituiu em avaliar o reparo ósseo alveolar 

quando submetido à exposição gradual e constante de dois fatores de 

crescimento, IGF e PDGF, isolados e em associação, 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 vesículas de lipossomas, em associação ou isoladamente, no processo de 

reparo ósseo-alveolar dentário, após a exodontia do segundo molar superior de 

ratos.  

 

4.2. Objetivos específicos 

 

 Avaliar histologicamente, por meio de análise morfométrica, o número de 

vasos sanguíneos nos alvéolos: controle (BC) e tratados (P, L, PDP, PDL, IP, 

IL, PDIL), após 07 dias de cicatrização. 

 Avaliar, por meio de técnicas de imunoistoquímica, a expressão do fator de 

crescimento endotelial vascular e da proteína osteocalcina, aos 03 e 07 dias 

de cicatrização.  

 Avaliar histologicamente, por meio de análise morfométricas, o percentual de 

trabéculas ósseas nos alvéolos: controle (BC) e tratados (P, L, PDP, PDL, IP, 

IL, PDIL), após 07, 14 e 21 dias de cicatrização. 

 Avaliar a eficácia dos lipossomas como carreadores dos fatores de 

crescimento por meio da correlação entre os dados da histologia, histometria e 

imunoistoquímica. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

5.1. Preparação de IGF-I e PDGF-BB em lipossomas 

Os lipossomas com IGF-I e PDGF-BB foram preparados pelo laboratório 

de Biopatologia e Biologia Molecular da Universidade de Uberaba/MG, em 

supervisão do professor doutor José Bento Alves, de acordo com Alves et al. 

2009, como se segue: IGF-I, PDGF-BB foram dissolvidos em 1ml de 10mM de 

ácido acético contendo 0.1% (w/v) de albumina de soro bovino (BSA) em 0.2 

μg/ml de concentração final e armazenados a −20 °C. Os lipossomas foram 

obtidos por sonificação utilizando uma solução de 12 mg/ml de dipalmitoil fosfatidil 

colina (DPPC) e 1.2 mg/ml de lisofosfatidil colina (LPC) dissolvidos em 4ml de 

clorofórmio, produzindo vesículas unilamelares contendo 0.5 ng/μL dos fatores de 

crescimento, PDGF-BB, IGF-I com aproximadamente 100 nm de diâmetro. 

 

Figura 01. Desenho esquemático e simplificado do método de preparação de 

lipossomas. Representação esquemática das metodologias de preparação de vesículas 

multilamelares (MLV), vesículas unilamelares pequenas (SUV) e vesículas 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 Ciências Biológicas (ICB) da UFMG. Durante o 

período experimental, os animais foram mantidos em biotério apropriado, 

acondicionados em gaiolas plásticas contendo um número máximo de 04 (quatro) 

animais, sob temperatura ambiente e controle de luz automática (07 às 19h). Os 

animais receberam ração para animais de laboratório e água ad libitum.  

Todos os procedimentos seguiram as Diretrizes em Experimentação 

Animal de Faculdade Brasileira, tendo sido o projeto previamente aprovado pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal (CETEA) da UFMG, sob nº 207/2009.  

 
5.3. Procedimentos cirúrgicos e grupos experimentais 

Durante a realização de tais procedimentos, percebemos a 

necessidade de criar estratégias para melhorar a visualização do campo 

cirúrgico (cavidades bucais de ratos) e que permitissem uma maior 

padronização dos pontos de administração das drogas. Nesse sentido, uma 

mesa cirúrgica para procedimentos intrabucais, em animais de pequeno porte, 

foi idealizada, no decorrer desse projeto. Além dos objetivos citados, 

o equipamento visava também à utilização dos instrumentos odontológicos com 

mais segurança. Com a utilização da mesa cirúrgica, a demanda de mãos 

auxiliares, normalmente requeridas nesses procedimentos foi reduzida. Tal 

equipamento, portanto, configura-se também como importante produto do 

nosso estudo. Seu caráter inovador, diante do estado da técnica, permitiu a 

aprovação do depósito de patente dessa invenção junto ao Instituto Nacional 
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da Propriedade Intelectual. O depósito da invenção nomeada “Mesa cirúrgica 

para animais de pequeno porte” foi realizado junto ao INPI em 

04/08/2011  (ANEXO III). Seu número definitivo é PI-1103967-1. O projeto 

contou com o apoio técnico de profissionais da Engenharia Mecânica, os quais 

demonstraram grande interesse pela divulgação do produto. Por essa razão, 

como fruto desse projeto, publicamos o artigo completo, com as possíveis 

aplicações da mesa cirúrgica, em Odontologia, na Revista do VII Congresso de 

Engenharia Mecânica/ 2012 (ANEXO IV).  

Dessa forma, após a anestesia intramuscular com a associação 

ketamina-xilazina (10mg/100g), os animais (n=112) foram posicionados na 

mesa operatória e submetidos aos procedimentos cirúrgicos. Utilizando-se um 

instrumento de Hollemback para sindesmotomia e uma pinça dente de rato 

para luxação, os segundos molares superiores direitos e esquerdos foram 

extraídos. Os alvéolos direitos foram utilizados como controle do processo de 

reparo ósseo, sendo naturalmente preenchidos com coágulo (Grupo BC – 

blood clot). No lado esquerdo, os alvéolos foram preenchidos de acordo com os 

grupos experimentais descritos na tabela 1. Os fatores de crescimento 

associados ou não aos lipossomas foram administrados com uma seringa de 

precisão, graduada em microlitros da marca HAMILTON COMPANY (Figura 

03).  As microinjeções foram aplicadas dentro do coágulo, com volume de 1μL, 

com a seringa posicionada verticalmente, paralela ao primeiro e terceiros 

molares. Os animais (n=4 por grupo/por período) foram sacrificados  após 3, 7, 

14 e 21 dias dos procedimentos.  
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Figura 02 – Mesa cirúrgica e acesso ao campo operatório 

 

 

 

Figura 03 – Seringa HAMILTON COMPANY 

 
 

Tabela 1 – Grupos experimentais 

Grupo Descrição 

Número de amostras /período de 
sacrifício 

3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

P 20ng/µL PBS 4 4 4 4 

L 1µl de lipossomas 

vazios 
4 4 4 4 

IP 20ng/µl de 

IGF-I em PBS 
4 4 4 4 

IL 20ng/μl de IGF-I em 

lipossomas 
4 4 4 4 

PDP 20ng/µl de PDGF-BB 

em PBS 
4 4 4 4 

PDL 20ng/μl de PDGF-BB 

em lipossomas 
4 4 4 4 

PDIL 

20ng/ µl de IGF-I 

+ 

20ng/µl de PDGF-BB 

associados em 

Lipossomas 

4 4 4 4 

TOTAL ( n ) = 112 ANIMAIS 

Fonte: Elaborado pelo autor  
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5.4. Métodos histológicos  

Após o sacrifício por superdosagem anestésica, overdose, os animais 

foram decapitados, e os maxilares dissecados. As maxilas foram fixadas por 48 

horas à temperatura ambiente em solução de formalina neutra tamponada a 10% 

(FNT10%).   

Após a fixação, as maxilas foram desmineralizadas em solução 

tamponada de EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) a 10%, (pH entre 7,2) à 

temperatura ambiente, durante um período de 40 dias, com substituição a cada 2 

dias. Após a desmineralização, as maxilas foram lavadas em água corrente por 

uma noite e separadas em metades: direita (lado controle) e esquerda (lado 

experimental). Os fragmentos foram, então, processados para análise histológica 

e imunoistoquímica, conforme protocolo a seguir:  

1) Desidratação: série crescente de álcool (70%, 80%, 90%, absoluto I, 

absoluto II, absoluto III), com um tempo de 30 minutos em cada banho; 

2) Diafanização:  três banhos de xilol, durante 30 minutos em cada banho; 

3) Infiltração: três banhos em parafina a 58°C, durante 90 minutos cada, 

seguindo-se a inclusão.  

Os blocos de parafina foram cortados no plano sagital, obtendo-se cortes 

seriados de seis micrômetros de espessura. Os cortes foram coletados em 

lâminas de vidro, secos em estufa a 37 graus durante um dia e corados com 

hematoxilina-eosina (HE) para análises histológicas e morfométricas. A avaliação 

histológica foi fundamentada nos padrões de organização e maturação de tecido 

conjuntivo que preencheu o alvéolo, a presença de células ósseas (osteoclastos, 

osteoblastos), tecido ósseo e vasos sanguíneos neoformados e detecção de 

reação inflamatória.  
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5.5. Métodos morfométricos  

5.5.1. Avaliação do preenchimento ósseo 

Pelo menos três cortes escolhidos aleatoriamente foram avaliados para 

cada grupo. Com o auxílio do software  AxioVision Release 4.8 (Carl Zeiss), a 

área trabecular de cada secção foi determinada e contornada (figura 4). A área 

total de cada alvéolo foi também registrada. O percentual de área óssea 

trabecular de cada campo capturado foi obtido dividindo a área trabecular pela 

área total do alvéolo.   

 

Figura 4 – Avaliação do preenchimento ósseo. Observar contorno 

do tecido ósseo (linhas vermelhas). HE.  

 

5.5.2. Avaliação dos vasos sanguíneos  

 O número de vasos sanguíneos foi obtido como descrito previamente 

(ALVES et al. 2009), utilizando-se uma grade histométrica, colocada sobre as 

fotomicrografias com auxílio do  Confocal Assistant (Chapel Hill, NC). Os vasos 
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sanguíneos localizados nas interseções 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 sanguíneos. Grade histométrica utilizada para a 

contagem do número de pontos (interseções aqui indicadas em amarelo) ocupados 

pelos vasos sanguíneos. HE. 

 

5.6.  Método Imunoistoquímico  

A expressão de osteocalcina e VEGF foi avaliada por imunoperoxidase, 

aos 3 e 7 dias após os procedimentos cirúrgicos. Para tanto, as secções foram 

coletados em lâminas de vidro previamente silanizadas e submetidos ao seguinte 

protocolo:  

1)  Desparafinização: 

i. Xilol I – 1 hora/ temperatura ambiente. 

ii. Xilol II – 15 minutos/ temperatura ambiente. 

2)  Hidratação: 

i. Etanol 100% I – 5 minutos. 

ii. Etanol 100% II – 5 minutos. 

iii. Etanol 95% – 5 minutos. 

iv. Etanol 80% – 5 minutos. 
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v. 5 banhos em água deionizada. 

3)  Recuperação antigênica: 

i. Ácido cítrico 10 mM (pH 6,0),  20 minutos, em panela de pressão digital 

(Manttra) regulada em 8 libras de pressão. 

ii. Lavagem em água deionizada. 

4) Bloqueio da Peroxidase Endógena: 

i. Peróxido de Hidrogênio 10 volumes - 2 banhos de 15 minutos cada. 

ii. Lavagem em água deionizada. 

5) Lavagem em tampão TBS (Tris-HCl 20mM , pH 7,4): 

i. 3 banhos – 5 minutos cada  temperatura ambiente. 

6) Bloqueio de ligações inespecíficas: 

i. BSA 2% + Tween 20  0,1% - 1h em câmara úmida à temperatura ambiente. 

7) Incubação com anticorpos primários por 1h em câmara úmida escura, à 

temperatura ambiente:  

 Anti-osteocalcina / marca (ABCAM) – diluição 1:100. 

 Anti-VEGF / marca (Santa Cruz) – diluição 1:100. 

i. Anticorpos foram diluídos em solução DAKO (2012-07 S3022 /Antibody 

diluent with background reducing component). 

ii. Como controle negativo, foram omitidos os anticorpos primários em 

secções subseqüentes.  

8)  Lavagem com banhos Tris-HCl – 3 banhos de 5 minutos cada. 

9)  Incubação com Anticorpo Secundário/ kit LSAB/Dako. 

10)  Lavagem com banhos Tris-HCl – 3 banhos de 5 minutos cada. 

11)  Revelação com diaminobenzidina:  

i. 350 µM 3,3´- diaminobenzidine (Sigma Chemical Co.) e 1% H2O2 em Tris-

HCl. 

ii. Bloqueio da revelação com Tris-HCl. 

12) Contra-Coloração: 



 49 

i. Hematoxilina de Harris diluída – 1 minuto. 

13) Desidratação: 

i. Etanol 70% I – 5 minutos. 

ii. Etanol 70% II – 5 minutos. 

iii. Etanol 90% – 5 minutos. 

iv. Etanol 100% I – 5 miutos. 

v. Etanol 100% III – 10 minutos. 

14) Diafanização: 

i. Xilol I – 5 minutos. 

ii. Xilol II – 10 minutos. 

15) Montagem da lâmina com Entelan. 

 

5.6.1. Quantificação da expressão imunoistoquímica  

Imagens dos cortes com aumento de 400X foram obtidas usando uma 

placa de captura e um microscópio Zeiss Axiostar Plus interligados a um 

computador com o software AxioVision Release 4.8 (Carl Zeiss). As células 

imunocoradas e a imunoexpressão nas áreas de matriz extracelular foram 

contadas utilizando o mesmo método de grade histométrica para a quantificação 

vascular, conforme Fernandes et al. (2008). 

 

5.7. Análise estatística 

Os dados coletados foram estatisticamente testados utilizando o teste de 

Tukey em concordância para análises de Dunn, e o teste de Mann-Whitney U não 

paramétrico em concordância pelo Kruskal-Wallis. Todos os grupos foram 

avaliados três vezes e foram considerados estatisticamente significantes quando 

p<0,05. 
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6. RESULTADOS 

 

6.1.   Análise histológica e morfométrica 

O processo de reparo alveolar, com a formação de novas trabéculas 

ósseas, se inicia pelas células marginais dos alvéolos. Durante esse processo 

observamos seus eventos clássicos, como: a formação e maturação do coágulo, 

sua infiltração por fibroblastos e o estabelecimento de uma matriz provisional.  

Nossa avaliação histológica foi realizada em varredura vertical, a partir da 

região apical (mais profunda do alvéolo) para a região cervical (área do alvéolo 

mais próxima ao meio externo na cavidade bucal). Sua área total foi dividida em 

três terços (figura 6). A análise histológica e morfológica considerou o terço apical 

e o médio dos alvéolos da raiz distal, dos segundos molares extraídos.  

 

Figura 6 – Imagem panorâmica de alvéolo da raiz distal do segundo molar superior.  

HE. Barra = 200 µm. A = Terço apical; M = Terço médio; C =Terço 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 coágulo ocupando todo os terços: apical, médio e 

cervical (figura 7a). Os alvéolos dos animais tratados com PDL, IL e PDIL exibiam 

características histológicas compatíveis com avanço no processo de reparo. O 

coágulo inicial foi, em grande parte, substituído por uma matriz provisional com 

vasos sanguíneos, células mesenquimais e fibras colágenas (figura 7b). 

Aos 7 dias, nos alvéolos tratados com PDL, IL e PDIL foi observado que o 

processo de reparo está mais avançado, com trabéculas ósseas organizadas em 

íntimo contato com vaso sanguíneos dilatados e ocupando maior área 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 formação, com tecido ósseo primário preenchendo porção apical e média do 

alvéolo (figuras 9a). Nos alvéolos PDL, IL e PDIL o processo de formação óssea 

encontrava-se em fase mais avançada de desenvolvimento, exibindo trabéculas 

ósseas maduras, com osteônios e espaços medulares (figura 9b). 

Aos 21 dias o processo de reparo ósseo 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 ósseo. Contudo, nos 

alvéolos tratados com PDL, IL e PDIL, o processo de reparo estava sempre em 

estágio mais avançado de desenvolvimento. 
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Nos gráficos I, II e III, podemos verificar que a porcentagem de trabéculas 

ósseas 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 

após os procedimentos cirúrgicos. 

 
Gráfico I – Porcentagem de trabéculas ósseas formadas aos 7 dias. 

 
Gráfico II – Porcentagem de trabéculas ósseas formadas aos 14 dias. 

 
Gráfico III – Porcentagem de trabéculas ósseas formadas aos 21 dias. 
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Similarmente à porcentagem de trabéculas ósseas neoformadas, o 

número de vasos sanguíneos 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 

após os procedimentos cirúrgicos. 

 
Gráfico IV – Número de vasos sanguíneos formadas aos 7 dias. 

 

Nos períodos estudados, verificamos os eventos clássicos do processo de 

cicatrização 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 avançado de desenvolvimento.  

 

 

6.2.  Análise Imunoistoquímica 

A expressão temporal e espacial de duas moléculas associadas ao 

reparo ósseo, a osteocalcina e o VEGF, foi monitorada nos períodos de 3, 7, 14 e 

21 dias e avaliados por meio da imunoistoquímica. Verificamos que nos alvéolos 

tratados com fatores de crescimento em lipossomos, isolados ou associados, 

houve maior expressão de VEGF tanto nas células como na matriz extracelular, 

quando 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 relação à osteocalcina, os resultados revelaram uma expressão 

preferencial pelos osteoblastos associados à superfície do osso neoformado. A 

imunomarcação foi sempre mais forte nos alvéolos dos animais tratados com os 

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 análises histológicas, 

apresentando diferença significativa (p<0.05) na expressão para VEGF e 

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

(tabela II).   

 

 VEGF 

Celulas endoteliais 

OSTEOCALCINA 

Osteoblastos/Fibroblastos 

BC 0.23±0.03
a
 0.42±0.08

a
 

L 0.19±0.06
a
 0.26±0.04

a
 

P 0.17±0.05
a
 0.22±0.04

a
 

PDP 0.18±0.09
a
 0.26±0.07

a
 

IP 0.17±0.02
a
 0.27±0.05

a
 

PDL 2.1±0.8
b
 2.3±0.7

b
 

IL 2.7±0.35
b
 2.6±0.45

b
 

PDIL 2.9±0.75
b
 2.8±0.56

b
 

Dados são apresentados como mediana e desvio padrão da media da marcação de 

todas as sessões analisadas por área.   

a, b = análise intra grupo. Diferentes letras, diferença estatistica (P<0.05). 

  

Tabela II - Níveis de marcação para VEGF e Osteocalcina.   
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7. DISCUSSÃO 

 
Os eventos fisiológicos que acompanham “a cascata biomolecular da 

cicatrização” apresentam a integração de uma alta variedade de biomoléculas 

conhecidas como fatores de crescimento (GFs), que têm a incumbência de 

recapitular e mimetizar os micromeios naturais, na formação de tecidos, no reparo 

biológico. 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 exógenas, como objeto a ser 

atingido, tem-se mostrado eficiente quando realizado em associação com 

carreadores biológicos, que permitem amparar o estímulo biológico, otimizando o 

processo de cicatrização (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 ósseo. Sua bioatividade é preservada quando 

protegidas contra a degradação e disseminação, in situ, de forma precoce (Chen 

et al., 2010). O desempenho de um GF depende tanto da concentração, como do 

tempo de exposição no sitio alvo. 

 Lipossomas se apresentam como uma versátil ferramenta em biologia, 

bioquímica e na medicina atual, uma vez que eles são agentes carreadores para 

diferentes tipos de moléculas, como pequenos compósitos, proteínas, 

nucleotídeos e plasmídios (Samad et al., 2007; Alves et al., 2009). Esses nano-

veículos são biodegradáveis, apresentam baixa toxidade quando comparado a 

outros agentes de fácil manipulação 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 regulação de GFs em 

alvéolos dentários de ratos, em sua concentração e de seu gradiente, espaço-

temporal. O lipossoma, na matriz extracelular, consente a ação dos GFs no lugar 

e pelo tempo pretendido por uma terapia. A retenção de GFs, nos sítios de 

tratamento e por um determinado tempo, permite uma migração celular para 

esses sítios, sua proliferação e diferenciação. 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 frequência e a marcação da administração devem ser otimizadas, no 

sentido de minimizar uma overdose, sendo mais objetiva a sua estimulação de 

forma localizada (Chen et al., 2010).  

Os resultados histológicos e histoquantitativos, do presente trabalho, 

identificaram uma aceleração no processo de reparo durante os períodos 

avaliados, aos quais sendo sempre mais pronunciado nos grupos teste, com 

lipossomas carreando GFs, isolados ou em associação, quando comparados com 

outros grupos (BC, L, P, PDP and IP).  

Aos sete dias do procedimento cirúrgico, o progresso do reparo ósseo-

alveolar, nos grupos que receberam os GFs carreados pelos lipossomas, foi 

caracterizado por um completo preenchimento de coágulo e apresentava uma 

avançada organização das trabéculas ósseas iniciais, nas porções: 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 porção apical do 

alvéolo dentário.     

Dessa maneira, é racional postular que os fatores de crescimento 

exógenos foram prontamente liberados, seguindo o requerimento destes 

bioagentes, para ajudar a recrutar células mesenquimais e a se diferenciar, 

recompondo o tecido ósseo no alvéolo.  

A presença de multiplos GFs é indispensável à maioria dos processos de 

regeneração tecidual (Chen et al., 2010) e, em acordo com a literatura, 

combinações de diferentes GFs seriam interessantes fórmulas para melhorar as 

etapas da cicatrização. Contudo, é crucial decifrar qual GF deve ser utilizado e 

quais combinações seriam administradas, para obter otimização dos processos 

de sinalição celular ao do reparo, bem como o entendimento de que como esses 

agentes biológicos exógenos iriam ser controlados e introduzidos no tecido alvo, 

considerando a natureza das interações dos GFs. A melhor formulação com 

adequada concentração necessária, seguida de uma distribuição local com 

controle espaço-temporal, favoreceriam a bioatividade dos GFs, na reconstituição 

tecidual (Schilephake, 2002; Uebersax  et al., 2009; Chen et al., 2010). 

Com o objetivo de estudar o potencial de determinados fatores de 

crescimento exógenos, PDGF-BB e IGF-I, isolados ou combinados, este trabalho 

avaliou seus efeitos no reparo tecidual ósseo. PDGF é um mediador essencial, 

que produz enorme efeito quimiotático em osteoblastos e células-tronco 

precursoras, induzindo sua proliferação e o remodelamento tecidual durante o 

trauma ou infecção e, ao mesmo tempo, ativa osteoblatos, fibroblastos e células 

endoteliais (Schilephake, 2002; Allori et al., 2008). Em tempo, há limitada 

evidência para as funções do PDGF em condição fisiológica normal, sendo 
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improvável que esse GF promova propriedades osteogênicas por si próprio 

(Schilephake, 2002; Andrae et al., 2008). Tem sido hipotetizado que o PDGF-BB 

pode ser um conector central, entre angiogêneses e osteogêneses, podendo ser 

utilizado como potente agente terapêutico no reparo ósseo, pela mobilização e 

estimulação das células tronco-mesenquimais periféricas, em se organizar e 

multiplicar no local da injúria (Caplan and Correa, 2011). 

Já o IGF-I estimula a mitose em células osteoprogenitoras e sua 

diferenciação, matendo o crescimento geral, com aumento do número de 

osteoblastos maduros. Esse efeito numa administração local não demonstra 

claramente o real potencial para esse fator de crescimento, nas concentrações já 

testadas (Schilephake, 2002; Chen et al., 2010). 

A combinação de IGF-I com PDGF tem sido utilizada por alguns 

pesquisadores, na cicatrização do tecido eptelial (Wagner and Wehrmann, 2007), 

cartilagem (Schmidt et al., 2006), tecido ocular (Etheredge et al., 2009) e reparo 

ósseo (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 combinação, na aplicação da promoção do reparo em 

defeitos ósseo-alveolares. Tanaka e colaboradores (2002) indicaram o IGF como 

o melhor estimulador para a expressão de marcadores para osteoblastos, em 

tecido ósseo maduro, sendo que o PDGF demonstrou pouco desse efeito. A 

associação entre PDGF-BB e IGF-I tem sido demonstrada na cicatrização óssea 

em modelos, animal e humano (Lynch et al. 1991a; 1991b). 

Nesse estudo, foi observado que PDGF-BB, IGF-I e a associação 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). Não houve diferença significativa, quando observado 

o desempenho entre os grupos tratados com os GFs carreados pelos lipossomas.  

Os presentes achados estão baseados no modelo in vivo, o qual representa 

critérios potenciais dentro dos fundamentos básicos do reparo ósseo e também 

suportaria a identificação de fatores estimulantes desse processo, numa aplicação 

terapêutica. Mais além, a evidência indica que o lipossoma poderia ser um dos 

potenciais fatores beneficentes e um interessante nanobiomaterial, para a entrega 

de fatores de crescimento, na ciência da engenharia tecidual óssea. 

De fato, foi observado que o reparo do osso alveolar ocorre mais 

rapidamente nos sítios tratados com a entrega de GFs, por meio de lipossomas, e 

consequentemente induziram altos níveis na expressão de moléculas reparativas, 

como: o VEGF e a osteocalcina essenciais para a promoção do reparo tecidual 

ósseo.  Nesse contexto, esses dois agentes foram utilizados como marcadores de 

progresso do reparo, visto que o VEGF está diretamente relacionado ao processo 

da angiogênese, pelo seu papel na atração de novas células endoteliais, dentro 

do sítio injuriado para formar vasos sanguíneos e a osteocalcina, uma proteína 

chave secretada por osteoblastos, depositada na matriz extracelular, participando 

na regulação da função dos osteoblastos e no estágio de minaralização tecidual 

óssea. Desse modo, como mais osteoblastos foram formados no alvéolo, mais 

osteocalcina estava presente, bem como o aumento do número de vasos 

sanguineos, na matriz, indicado pela presença de VEGF e sua atividade no tecido 

alvo.  

Houve uma diferença significativa do número de células sanguíneas e o 

aumento da percentagem de osso alveolar, verificado após a comparação dos 

grupos dos GFs carreados pelos lipossomas com os outros grupos. Aos sete dias 
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após o procedimento cirúrgico, a análise imunoistoquímica identificou um 

significante aumento na expressão de VEGF e osteocalcina, nos grupos tratados 

com PDGF-BB e IGF-I em lipossomas, associado ou sem associação, quando 

comparado aos outros grupos. Nos períodos remanescentes, não houve diferença 

estatística na expressão desses dois marcadores.  

Osteocalcina é um dos indícios na interação entre cálcio e o metabolismo 

da glicose (Fernandez-Real and Ricart, 2011). Lin et al. (2011) executaram uma 

microdissecação laser (laser capture microdissection - LCM) para analisar uma 

expressão do perfil de genes, associados com a cicatrização de alvéolos 

dentários, após exodontia em ratos. Durante o processo de cicatrização, a 

expressão de osteocalcina foi lentamente aumentada e alcançou o pico de 

expressão, no dia 10. Os resultados imunoistoquimicos do presente trabalho, para 

a expressão 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, proteção dos GFs da absorção inicial e de sua degradação pelas 

proteases.  Isso está 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 administração de GF 

tanto em injeção direta ou utilizando carreadores diferentes dos lipossomas, os 

quais mostram resultados insatisfatórios para a concentração espaço-temporal de 

GFs, porque devido à absorção direta, altas dosagens de GF não são seguras 

nos consequentes efeitos, no sitio em uma terapia (Schmidmaier et al., 2002). Em 
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adição, há 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 injeção experimental utilizando 

uma baixa concentração de GFs. Quando comparado com a administração direta, 

essa baixa concentração pode ser considerada uma vantagem terapêutica. A 

utilização de pequenas concentrações de GFs, administrados sem ou em 

associação, carreados por lipossomas, apresentam uma estratégia potencial. Os 

próximos parâmetros seriam incluir, em testes futuros, uma exata dosagem 

necessária, a interação, ou não, entre GFs e a viabilidade de receptores 

endógenos para proporcionar a ativação de GFs exógenos. Adicionais estudos 

devem ser realizados na ordem de clarear a exata função e dinâmica de interação 

do GF, em cada estágio da regeneração tecidual, incluindo: inflamação, formação 

do tecido de granulação, diferenciação celular, formação da matriz e 

remodelação.   

Finalmente, faz-se importante destacar que, apesar de verificado um 

aumento significativo na porcentagem trabecular óssea, nos grupos onde os GFs 

foram carreados pelos lipossomas, o efeito sinergista entre IGF-I e PDGF-BB não 

foi observado. Como o PDGF-BB é envolvido na angiogênese e o IGF-I se 

apresenta como um estimulador osteogênico, pode ser possível que esses dois 

GFs participem em processos biológicos não simultâneos ou não consecutivos no 

reparo tecidual, assim, como não compartilham receptores, na competição de 

uma ativação bioquímica, podem não cooperar sinergicamente quando 

apresentadas em conjunto. Futuras pesquisas podem revelar as circunstâncias da 

completa função de cada um e suas interações. Atualmente, nosso conhecimento 
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humano é insuficiente sobre a completa e correta sequência da “cascata natural”, 

que conduz a cicatrização tecidual.  

  

8. CONCLUSÕES 

 

1) A liberação local, constante e gradual, dos fatores de crescimento 

estudados (IGF-I e PDGF-BB), associados ou não, promovida pelos 

lipossomas acelerou o reparo ósseo alveolar em ratos. 

2) Entretanto quando associados não foi observado o efeito sinergista, entre 

esses fatores de crescimento.  

3) A expressão diferencial de marcadores osteogênicos, VEGF e 

Osteocalcina, em fases iniciais desse processo, suporta esses achados.  

4) Essa metodologia representa uma estratégia terapêutica promissora à 

aceleração do reparo ósseo, em Odontologia e Medicina.  
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