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RESUMO

O processo de reparo 0sseo dos maxilares € mediado por uma cascata de
eventos moleculares, da qual participam diversos fatores de crescimento e seus
receptores. O conhecimento das moléculas sinalizadoras durante a dindmica da
cicatrizacdo alveolar e remodelacdo dos tecidos periodontais, pode tornar o
tratamento mais rapido e permitir, por meio da modulacdo biolégica, o alcance
dos objetivos clinicos, estéticos e funcionais, com maior qualidade e menor
comprometimento dos tecidos envolvidos. Neste trabalho nés avaliamos o
potencial de inducdo de formacdo o6ssea das moléculas BMP-4 e TGF-31
carreados por lipossomas, sozinhos e associados, durante processo de reparo
alveolar apos extracdo do segundo molar superior de ratos. Foram utilizados 112
animais machos Wistar com peso corporal entre 250-300g. Analises histoldgicas e
histomorfométricas foram utilizadas para avaliar a formacéo de vasos sanguineos
e a neoformacédo 6ssea. Os resultados revelaram um maior proliferacdo vascular
e maior percentual de trabéculas 6sseas em alvéolos tratados com BMP-4 ou
TGF-B1, carreados por lipossomas, administrados isolados ou em associacéo
quando comparados com aqueles alvéolos preenchidos com coagulo sanguineo
ou tratados com L (lipossoma vazio), P (PBS), BP (BMP-4 carreados em PBS) e
TP(TGF-B1 carreados em PBS). Além disso, a expressao de dois indicadores de
reparo 6sseo, a fibronectina e colageno tipo Il foi avaliada nas fases iniciais da
cicatrizacdo alveolar, através da técnica de imunohistoquimica. Observou-se um
aumento na expressdo de ambas as moléculas detectada aos 3 dias, seguido por
um pico de expressao aos 7 dias. Niveis mais baixos de imunoreatividade foram
observados nos alvéolos preenchidos com coagulo sanguineo, e tratados com L,
P, BP e TP quando comparados com alvéolos dos grupos tratados com BL(BMP-
4/lipossoma), TL(TGF-B1/lipossoma) e BTL(BMP-4 e TGF-f1 em lipossoma
administrados no mesmo alvéolo). Em conclusdo, o presente estudo revelou a
eficacia dos fatores de crescimento TGF-1 e BMP-4 como aceleradores no
processo de reparo 0sseo alveolar, quando administrados por meio de
lipossomas.

Palavras chaves: Reparo 0sseo. Fatores de crescimento. BMP-4. TGF-B1.
Lipossomas. Alvéolos dentarios.



ABSTRACT

The process of bone repair is mediated by a cascade of molecular events,
attended several growth factors and their receptors. Knowledge of signaling
molecules during the dynamic healing and remodeling of periodontal tissues, can
make treatment faster and allow, through the biological modulation, the scope of
clinical, aesthetic and functional objectives, with higher quality and lower tissue
involved damage. In this work we evaluate BMP-4 and TGF-B1 potential induction
bone formation adduced by liposomes molecules alone or associates during
alveolar repair process followed extraction of second molar maxillary rats. 112
male Wistar animals weighing between 250-300g were used. Histomorphometric
and histological analyzes evaluated blood vessels and bone formation during
alveolar bone repair. The results revealed a higher vascular proliferation and an
increase percentage of trabecular bone in sockets treated with BMP-4 or TGF-$1,
adduced by liposomes, administered isolated or in association when compared
with those filled with blood clot or treated with L-(empty liposome), P (PBS), BP
(BMP-4 adduced in PBS) and TP (TGF-B1 adduced in PBS). Furthermore, the
expression of two indicators of bone repair, fibronectin and type Il collagen, was
evaluated in the early stages of healing alveolar by immunohistochemistry. An
increase in expression of both molecules detected at 3 days was observed,
followed by a peak expression at 7 days. Lower levels of immunoreactivity were
observed in cavities filled with blood clot and treated with L, P, BP and TP when
compared to sockets treated with BL (BMP 4/lipossome), TL (TGF-B1/lipossome)
and BTL (BMP-4 and TGF-B1 in liposome administered in the same well). In
conclusion, the present study showed the efficacy of growth factors TGF-1 and
BMP-4 as accelerators in the process of tooth socket bone healing when

administered via liposomes.

Keywords: Bone repair. Growth factors. BMP-4. TGF-B1. Liposomes. Tooth
socket.
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1. INTRODUCAO

1.1. Tecido 6sseo, remodelacdo 6ssea e reparo alveolar

A remodelacdo Ossea ocorre durante toda a vida para manutencdo da
massa e integridade 6ssea, e envolve uma dindmica de dois processos opostos:
reabsorcdo por osteoclastos e deposicdo por osteoblastos (HADJIDAKIS e
ANDROULAKIS, 2006; KHOSLA et al., 2008; RAISZ, 2005; ZAIDI, 2007).

A remodelacdo 6ssea requer interacfes reguladas entre sinais locais e
sistémicos, mediados por hormonios, fatores de crescimento, citocinas, e
programas hierarquicos de fatores de transcricdo 0sseo - especificos definidos
geneticamente (RAISZ, 2005; ZAIDI, 2007).

No geral, existem duas vias através das quais o corpo forma 0sso,
endocondral e intramembranosa (SHAPIRO, 2008). O primeiro processo envolve
a diferenciacéo local de células progenitoras em condrdcitos que sintetizam uma
matriz cartilaginosa. A cartilagem € entdo substituida por osso através do
processo conhecido por ossificagdo endocondral, durante o qual a matriz
cartilaginosa é degradada, vasos sanguineos invadem a cartilagem e condrocitos
sao substituidos por osteoblastos. A formacao intramembranosa do 0sso envolve
a diferenciacdo de células progenitoras diretamente em osteoblastos sem o
intermédio cartilaginoso. Ambas as vias endocondral e intramembranosa levam a
formacdo de osso imaturo, “woven bone” que sofre remodelacdo em o0sso
maduro, lamelar (SHAPIRO, 2008). Estudos sobre osteogénese tém identificado
um numero de fatores de crescimento com capacidade de estimular um ou mais
passos envolvidos na formacdo 6ssea endocondral e intramembranosa
(SIMPSON et al., 2006; LIEBERMAN et al., 2002). No alvéolo dentario, cavidade
Ossea formada apés exodontias, observa-se apenas ossificacédo intramembranosa
(KANYAMA et al., 2003), sem formacao de cartilagem ou presenca de condroécitos
(SHYNG et al., 1999).

O processo de regeneracdo e reparo 0sseos do 0sso, apoés injurias, €
caracterizado por acdes integradas de diferentes células e pode ser dividido em
fases sequenciais de inflamac&o, migragcdo, diferenciacdo e proliferacdo de
células osteogénicas (SASAKI e WATANABE, 1995; SIQUEIRA JR. e DANTAS,
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2000), sintese de matriz extracelular (MEC), mineralizagdo do ostedide,
maturacdo e remodelacdo 6ssea (LALANI et al., 2005).

O reparo alveolar seguido da exodontia foi estudado em diferentes modelos
animais (SCHRAM, 1929; CLAFLIN, 1936; SIMPSON, 1960; KUBOKI et al. 1988;
LIN et al., 1994; LEKIC et al., 2001; CARDAROPOLI et al., 2003; KANAYAMA et
al., 2003; SATO E TAKEDA, 2007; MENDES et al.,, 2008, 2010). Varios
experimentos demonstraram que 0 processo de reparo passa por uma seérie de
eventos, tais como (i) formacdo e maturacdo do coagulo sanguineo, (ii) infiltracao
de fibroblastos substituindo o coagulo, e eventualmente (iii) estabelecimento de
uma matriz provisional que permite a formacéo de tecido 6sseo (CARDAROPOLI
et al., 2003).

Um componente essencial ao reparo 0sseo normal depois da extracéo
dental é um adequado suprimento sanguineo. Durante as fases iniciais de reparo
do ferimento, o brotamento de capilares angiogénicos invade o coagulo e dentro
de poucos dias se organizam em uma rede microvascular formando parte do
tecido de granulagédo (AGUIRRE et al., 2010).

O processo de reparo do alvéolo dental parece ser histologicamente similar
aquele observado em outros sitios do esqueleto. Entretanto, o0 meio ambiente oral
difere de outros sitios esqueléticos porque ele é banhado pela saliva e abriga
espécies microbianas. O reparo do 0sso em um ambiente contaminado com
microrganismos patogénicos apresenta um cenario diferente daquele encontrado
em outros sitios 6sseos (ZAHID et al, 2003) .

O reparo tecidual inicia-se com a hemostasia, responsavel por bloquear a
perda de sangue através de vasos rompidos (SIQUEIRA JR. e DANTAS, 2000).
Apés a extracdo de um dente, a formacdo de um coagulo sanguineo no alvéolo
dentario € um passo fundamental para as fases subseqientes do reparo
(YUGOSHI et al.,, 2002). A formacdo da rede de fibrina auxilia inicialmente o
influxo de neutréfilos, macrofagos e linfécitos, caracteristicos da resposta
inflamatoria aguda (SIQUEIRA JR. e DANTAS, 2000), bem como possibilita a
invasdo de fibroblastos e células endoteliais, presentes no ligamento periodontal
(LP) remanescente (YUGOSHI et al., 2002). O LP contém uma mistura de
populacdes celulares incluindo progenitores para osteoblastos (DEVLIN e
SLOAN, 2002), cementoblastos e fibroblastos, essenciais para remodelagéo e
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formacdo Ossea inicial no processo de reparo alveolar (LEKIC et al., 1997).
Células osteoprogenitoras podem ser derivadas também da medula dssea
(SHYNG et al.,, 1999; DEVLIN e SLOAN, 2002) e periésteo (SIQUEIRA JR. e
DANTAS, 2000; RASUBALA et al., 2004).

Macroéfagos 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 inflamatorias (LALANI et
al.,, 2005). Macrofagos liberam um fator de crescimento chamado fator
angiogénico dependente de macréfago, quimiotaxico para células endoteliais.
Estas secretam, por sua vez, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
gue apresenta importantes funcées na angiogénese e vasculogénese (LALANI et
al., 2005), essenciais nos processos de cicatrizacdo de feridas (SAVANI et al.,
2001). Novos fibroblastos, produzidos por diferenciacdo de células mesenquimais
e mitoses de fibroblastos pré-existentes, sintetizam uma delicada matriz de
colageno que, junto com os capilares neoformados, caracteriza o tecido de
granulacdo (YUGOSHI et al., 2002). O coagulo é progressivamente reabsorvido
quando é invadido por fibroblastos derivados do LP, que proliferam ativamente e
migram em direcao a ele, formando um tecido conjuntivo imaturo. Posteriormente,
diferenciam-se em osteoblastos responsaveis por produzir novo tecido ésseo
durante o reparo alveolar (TEOFILO et al., 2001). As fibras colagenas inicialmente
depositadas formam uma trama preliminar na qual ocorre a deposicdo de 0sso
neoformado (SHYNG et al., 1999). Osteoclastos atuam na remodelacdo 6ssea
das margens do alvéolo e dos septos inter-radiculares remanescentes, presentes
apos a extracdo de dentes multiradiculares (LINDHE, 1999). Por fim, os eventos
de reparo alveolar culminam no preenchimento do alvéolo com tecido Gsseo
trabecular (DEVLIN e SLOAN, 2002).

Em ratos, dez dias ap0s a exodontia, o alvéolo exibe grande quantidade de
trabéculas Osseas e apos quatorze dias de reparo, apresenta-se quase
completamente preenchido por tecido 6sseo que sofreu remodelagdo (KANYAMA
et al, 2003) e maturacdo quase idéntica ao tecido Osseo pré-existente
(KURIHASHI et al., 2002. Outros autores relataram que o alvéolo encontra-se,
neste periodo, igualmente ocupado por tecido conjuntivo e trabéculas Osseas
(TEOFILO et al., 2001). Ap6s quinze dias de reparo, a ferida apresenta-se
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recoberta com epitélio da mucosa gengival (BOECK et al., 1999; PINTO et al.,
2001) e a crista 0ssea esta completamente remodelada (ZIED et al., 2005). Ao
final da terceira semana de reparo, o alvéolo é preenchido por uma rede de
trabéculas ésseas espessas, circundando espacos medulares contendo tecido
conjuntivo frouxo (TEOFILO et al., 2001). O preenchimento do alvéolo com
trabéculas 6sseas espessas e bem definidas, vinte e quatro dias apds a extracéo,
praticamente define o estagio final do processo de reparo (ZIED et al., 2005).
Apesar de estar completamente preenchido por trabéculas 6sseas, a densidade
O0ssea alveolar mdxima em ratos é alcancada aparentemente no trigésimo dia
pos-operatorio (LAMANO CARVALHO et al., 1997).

1.2. Estratégias para aceleracdo do reparo 6sseo

O osso alveolar se forma durante a erupcao dental (SCHROEDER, 1986) e
sofre atrofia depois da perda de um Unico ou multiplos dentes (PIETROKOVSKI E
MASSLER, 1967; JOHNSON, 1969; SCHROPP et al., 2003; PIETROKOVSKI et
al., 2007). A perda prematura de dentes e doenca periodontal provocam um
processo de reabsorcdo O6ssea dos maxilares, os quais demandam cirurgias
Osseas e/ou enxertos de biomateriais para reabilitacdo de pacientes
(AROSARENA e COLLINS, 2005; IZUKA et al., 2005). O processo de reabsorcdo
Ossea € extremamente prejudicial a reconstituicdo funcional e a reabilitacdo do
sistema estomatognatico.

As pesquisas utilizadas correntemente para o tratamento de defeitos e
perdas 6sseas incluem o uso de osso substituto e enxertos (LAURENCIN et al.,
1999; MEYER et al.,, 2004). Entretanto, certas desvantagens, tais como,
morbidade do sitio doador, disponibilidade limitada de tecido doador para
autoenxertos, risco de transmissédo patogénica do doador, e rejeicdo devido a
resposta imunogénica tém levado os cientistas a focar no campo interdisciplinar
de biomateriais e engenharia tecidual como uma alternativa de tratamento. A
regeneracao tecidual € um complexo processo biolégico que requer interacdes

intrincadamente reguladas entre células, fatores de crescimento locais e
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sistémicos e componentes da matriz extracellular onde essas interagbes sdo
efetuadas (LEE etal., 2011; POWELL et al., 2009).

Pesquisas biologicas baseadas nos principios da engenharia tecidual tém
revelado alternativas interessantes para o reparo e regeneracdo da perda 6ssea
ou do periodonto (RIPAMONTI, 2007; SCHELLER et al., 2009). Tais pesquisas
tém incluido terapias baseadas em proteinas, em células e genes, além de
scaffolds biocompativeis contendo fatores de crescimento especificos (TABA et
al., 2005; YU et al.,, 2008). Varias abordagens biologicas tém sido feitas para
promogédo do reparo do tecido periodontal, incluindo o osso alveolar. Estas
incluem o uso de fatores de crescimento (GFs) e aplicacdo de proteinas da matriz
extracelular (JAVED et al., 2011).

1.2.1.Citocinas e fatores de crescimento

Muitos eventos biolégicos sdo rigorosamente regulados por interacdes
celulares mediadas por citocinas. Citocinas sdo pequenas proteinas solUveis
produzidas por uma célula que altera localmente ou sistemicamente o
comportamento ou propriedades de outra célula. Incluidas no grupo de moléculas
citocinas estdo as interleucinas, interferons, fatores de crescimento, fatores
citotoxicos, fatores ativadores ou inibidores, fatores estimuladores de colénia e
integrinas. Citocinas tem um papel importante em numerosas atividades
bioldgicas, incluindo proliferacdo, desenvolvimento, diferenciacdo, homeostase,
regeneracao, reparo, e inflamacédo (OKADA e MURAKAMI,1998).

Fator de crescimento é um termo geral utilizado para denotar a classe de
proteinas que funcionam para promover mitogénese (proliferacdo celular) e
atividade metabdlica de células (LYNCH, 1994). Fatores de crescimento
constituem um grupo de polipeptideos de aproximadamente 45 KD, os quais
estdo envolvidos na proliferacao celular, diferenciacdo e morfogénese de tecidos
e orgaos durante embriogénese, crescimento pos-natal e na vida adulta. Podem
agir como mitogénicos que aumentam a proliferacdo de certos tipos celulares.
Possuem efeitos sobre as células da mesma classe (fatores autdcrinos) ou sobre

as células de outra classe dentro do tecido (fatores paracrinos), e estao presentes
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na circulagdo, podendo agir como reguladores sistémicos do metabolismo
esquelético ou produzidos localmente.

Muitos fatores de crescimento sdo depositados na matriz extracelular, onde
sao liberados e agem como parte da rede complexa de sinalizagcdo com efeitos
durante remodelacao e reparo tecidual. Juntos com outros fatores de transcricdo
eles ativam um grupo de genes, os quais entdo exercem fungdes especificas na
atividade celular ou fendtipo (SCHLIEPHAKE, 2002). Numerosos fatores de
crescimento tém sido identificados e caracterizados. Assim, a expressao desses
varios fatores de crescimento e diferenciacao celular em consequéncia a lesédo de
tecido 6sseo e mole pode regular o processo de reparo e ou regeneracdo (RAJA
et al., 2009). Fatores de crescimento regulam atividades celulares in vivo e suas
aplicacbes como agentes externos bioativos tém sido relatadas induzindo a
reparacao 6ssea (LEE et al., 2002; EDLUN et al., 2008), controlando crescimento
e diferenciacao celular (ZIEGLER et al., 2008) e estimulando angiogénese (SHEN
et al., 2008). Estudos de osteogénese tém identificado um numero de fatores de
crescimento com capacidade de estimular um ou mais passos envolvidos na
formacdo Ossea endocondral e intramembranosa (SIMPSON et al.,, 2006;
LIEBERMAN et al., 2002).

Proteinas morfogenéticas o6sseas (BMPs), fator de crescimento
semelhante insulina (IGF), fator de crescimento derivado de fibroblasto (FGF) (e
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) funcionam em conjunto durante
formacao Ossea e processo de reparacdo de fraturas (LEE e SHINL, 2007).

Fatores de crescimento podem desempenhar importante papel na
formacdo Ossea e de cartilagem, reparacdo de fraturas e de tecidos musculo-
esqueléticos (LIEBERMAN et al.,, 2002). Alguns fatores de crescimento, tais
como fator de crescimento transformador-p (TGF-B), fator de crescimento
derivado de fibroblasto (FGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)
e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) sdo expressos de modo
temporal nos processos de cicatrizacao tecidual e, provavelmente, devem estar
envolvidos na sinalizacao, controle e indugcéo durante o processo de reparo 0sseo
(STREET et al.,, 2002). O PDGF pode estimular a proliferacdo de fibroblastos
periodontais e sua migracdo em direcdo ao coagulo em estagios iniciais do reparo
alveolar (TEOFILO et al., 2001), enquanto TGF-B parece ter um papel importante
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na diferenciacao dos fibroblastos em osteoblastos (SASAKI e WATANABE, 1995).
De fato, um dos modelos j& testados, aplicados na terapia de GFs em defeitos
0sseos foi a utilizacdo de um concentrado de plaquetas no plasma conhecido
como Plasma Rico em Plaquetas (PRP) (MARX et al., 1998; DUGRILON et al,.
2002; ANITUA et al.,, 2007). Essas plaquetas liberam Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas (PDGF) e o Fator de Crescimento Transformador- 3 (TGF-
B) (GRUBER et al., 2003; LUCARELLI et al., 2003; GRAZIANI et al., 2006; VAN
DER DOLDER et al., 2006). Contudo, resultados de estudos clinicos mostraram
que o PRP néo foi capaz de promover nova formacdo 6ssea (FERREIRA et al.,
2005; HOKUGO et al.,, 2005; GERARD et al., 2006; MOOREN et al., 2007;
RANLY et al., 2007; ROUSSY et al., 2007). Essa divergéncia tem sido atribuida
as variacoes intra e inter-espécimes na relativa proporcdo dos componentes do
PRP (LACOSTE et al., 2003; VAN DEN DOLDER et al., 2006).

Varios outros fatores de crescimento produzidos por células osteogénicas,
plaquetas e células inflamatérias participam do reparo ésseo, incluindo IGF-1 e -2,
TGF-B1, PDGF e FGF-2 (SYKARAS e OPPERMAN, 2003). A matriz 6ssea serve
como um reservatério para esses fatores de crescimento e BMPs, e séo ativados
durante reabsorcdo de matriz pelas metaloproteinases (BAYLINK et al., 1993,
JANSEN et al., 2005). Adicionalmente, 0 meio ambiente &cido durante o processo
inflamatoério conduz ativagéo de fatores de crescimento latentes (LINKHART et al.,
1996), os quais ajudam na quimiotaxia, migracao, proliferacdo e diferenciacao de
células mesenquimais em osteoblastos ou condroblastos (LINKHART et al.,
1996).

Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) mostra ser um potente
fator angiogénico, essencial para ambas formacfes 6sseas intramembranosa
(STREET et al., 2002) e endocondral (STREET et al., 2002; GERBER et al.,
1999) e no reparo O6sseo (DECKERS et al., 2000; PUFE et al., 2002). A
neoformacdo vascular acarreta um aumento da populacdo de células
mesenquimais (WONG e RABIE, 2005) e de precursores de osteoblastos e
osteoclastos para a regiao de dano tecidual (GIAVARESI et al., 2005).

Durante a maturacdo de vasos, 0S quais Sa0 necessariamente exigidos
para um longo e estavel sistema vascular sanguineo, varios fatores de

crescimento e moléculas sinalizadoras orquestram passos individuais de
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proliferacdo vascular e recrutamento de células murais (HELLSTROM et al., 2001;
GAENGEL et al.,, 2009). A vascularizagdo € um processo crucial durante o
crescimento e desenvolvimento do osso (TOWLER, 2008). A vascularizacdo
permanece como um dos principais obstaculos para melhores resultados na
reconstrucdo de grandes defeitos 6sseos (MOON e WEST, 2008). Uma das
limitagbes correntes para a engenharia tecidual éssea é a incapacidade de
suficiente suprimento sanguineo nas fases iniciais.

Assim, uma vez que O suporte sanguineo seja restabelecido, a
diferenciacdo endotelial € interrompida e 0 processo osteogénico € iniciado
(PACICCA et al., 2003).

Administracdo de fatores de crescimento para promover formacdo 0ssea e
reparo tem alcancado resultados promissores em uma variedade de modelos
clinicos e pré clinicos (FRIEDLAENDER et al., 2001; SETO et al., 2002).

1.2.1.1. Fator de crescimento transformador — B 1 (TGF-1)

TGF- B esta entre as citocinas mais difundidas e versateis e tem um papel
importante na formacéo e desenvolvimento de muitos tipos de tecidos (GAO et al.,
2002). O nome fator de crescimento transformador é derivado do fato de que
TGF-B pertence ao grupo de reguladores de crescimento, que foram
originalmente detectados em extratos tumorais e acredita-se que induz ou
mantém tipos celulares neoplasicos ou transformados (CENTRELLA e CANALIS,
1985).

TGF-B € uma citocina multifuncional que regula o crescimento, proliferacéo,
adeséao e apoptose de varios tipos celulares (MIYAZONO, 2000).

O fator de crescimento transformador — B (TGF- B) pertence a familia de
proteinas chamadas superfamilia TGF- B. Esta familia de proteinas inclui cinco
isoformas do TGF- B (TGF- B1 - TGF- B5), as BMPs, fatores de crescimento de
diferenciacéo, activinas, inibinas, e substancia Mullerian (LINKHART et al., 1996
e LIU et al., 1996). TGF-B influencia a ampla cadeia de atividade celular, incluindo
crescimento, diferenciacdo e sintese de matriz extracelular (LIEBERMAN et al.,
2002). TGF-B € encontrado em muitos tecidos, mas € particularmente presente no

0sso, plaquetas, e cartilagem. E liberado pelas plaquetas depois que o coagulo é
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formado no momento da fratura (ROBEY et al., 1987). E produzido por
osteoblastos, estimula a expresséo de proteinas da matriz é6ssea (WRANA et al.,
1988) e suprime a atividade degradativa das metaloproteinases e outras enzimas
(OVERALL et al., 1989). TGF-B também induz a diferenciacédo ou proliferacao de
células osteoblasticas enquanto inibe a formacéo de precursores de osteoclastos
e, em concentracdes maiores, pode exercer um efeito inibitério em osteoclastos
maduros (BONEWALD E MUNDY, 1990).

O efeito da aplicacdo sistémica de TGF-B1 regula diferentes tipos de
células (condrdcitos, osteoblastos, osteoclastos, e células mesenquimais), as
quais estdo diretamente envolvidas no reparo de fraturas e remodelacao éssea
por influenciar positivamente a formacdo de matriz (SCHMIDMAIER et al., 2002;
LOSER et al., 2003).

A capacidade de TGF-B exibir efeito profundo e prolongado no reparo
0sseo € indubitavelmente um reflexo de seu efeito mitogénico em osteoblastos
(PATIL et al., 2011). Entretanto, TGF- estimula a sintese dos componentes de
matriz extracelular, tais como colageno (FINE e GOLDSTEIN, 1987), fibronectina
(VARGA et al.,, 1987), proteoglicana (CHEN et al., 1987), glicosaminoglicana
(WESTERGREN — THORSSON et al., 1990), osteonectina (PFEILSCHIFTER et
al., 1990) e osteopontina em muitos tipos celulares, incluindo células do ligamento
periodontal (MATSUDA et al., 1992). Além disso, inibe a degradacdo de matriz
protéica pela inibicdo da sintese de metaloproteinases, tais como colagenase
(LAIHO e KESKI-O JA, 1989; OVERALL et al., 1991) e pelo aumento da sintese
de inibidores de proteinase (EDWARDS et al., 1987; OVERALL et al., 1989). TGF-
B tem efeito significante na formacéo 0ssea, embora seu efeito seja dependente
da fonte celular 6ssea, dose aplicada e meio ambiente local (SCHLIEPHAKE,
2002).

Assim, todas acbes de TGF-B sao altamente relevantes para controlar
inflamacgé@o do sitio lesionado e promover reparo tecidual em resposta a injaria
(SPORN et al.,1987; BLUMENFEL et al., 1997; REINHOLZ et al., 2009).
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1.2.1.2. Proteinas morfogenéticas do osso — (BMPSs)

A hipétese da existéncia de uma substancia no 0sso capaz de induzir nova
formacdo 6ssea, foi reconhecida por Marschall R. Urist em 1965 quando ele
observou que um novo ossiculo tinha formado depois da implantagdo de matriz
O0ssea desmineralizada em musculos de ratos (URIST, 1965). Ele denominou este
fendmeno de principio de inducdo Ossea e mais tarde identificou a proteina
responsavel por este efeito, a qual deu o nome de proteina morfogenética dssea.

Proteinas morfogenéticas do osso (BMPs) sdo membros da superfamilia de
TGF-B, tendo sido descritos, até o momento, trinta subtipos desta molécula
(LIEBERMAN et al., 2002), altamente conservada entre as espécies
(AROSARENA e COLLINS, 2005). Sdo os mais potentes fatores de crescimento
0sseo conhecidos (AROSARENA e COLLINS, 2005) e apresentam propriedades
mitogénicas e morfogenéticas (LIEBERMAN et al., 2002). Este efeito, em
fibroblastos e osteoblastos, induz a sintese de componentes da MEC como
colageno e fibras elasticas, além de proteinas da matriz 6ssea (SCHULTZE-
MOSGAU et al., 2005). As BMPs apresentam papel critico no crescimento celular
e formacédo 6ssea (SCHIMITT et al., 1999).

Entre véarias de suas func¢des, BMPs induz a formacédo de ambos osso e
cartilagem por estimulacdo de eventos celulares de células progenitoras celulares.
Entretanto, somente alguns subtipos de BMPs, mais notavelmente BMP-2, -4, -7 e
-9, tem atividade osteoindutiva, uma propriedade de induzir formacédo 6ssea de
novo por eles mesmos. (CHENG et al., 2003). As BMPs sao estruturalmente e
funcionalmente descritas juntas. Entretanto, cada uma tem um papel Unico, téo
bem definido quanto o padrdo de expressédo temporal durante o processo de
reparo de fraturas. Estudos do papel das BMPs no reparo de fraturas em
camundongos e ratos tem mostrado uma variedade de efeitos osteogénicos,
expressdo temporal e capacidade mitogénica (BOSTROM, 1998; BOSTROM et
al., 1995; CHO et al., 2002). Podem também estimular a sintese e secrecao de
outros fatores de crescimento 6sseo e angiogénico, tais como fator de
crescimento semelhante-insulina (IGF) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), respectivamente (DECKERS et al., 2002).
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As proteinas morfogenéticas Osseas podem agir como fatores de
crescimento e diferenciagcdo, e como agentes quimiotaticos. Elas estimulam a
angiogénese, a migracao, proliferacdo e diferenciacao de células tronco vindas de
tecidos mesenquimais circundantes da cartilagem formando osso em areas de
injurias (HUANG YI-HAO et al., 2008). As BMPs tém um papel critico na
regulacdo do crescimento, diferenciacdo e apoptose de varios tipos celulares,
incluindo osteoblastos, condroblastos, células neurais, e células epiteliais
(SAKOU, 1998).

A matriz extracelular compreende a fonte principal de BMPs, sendo
produzidas por células osteoprogenitoras, células mesenquimais, osteoblastos e
condroblastos. BMPs induzem uma cascata sequencial de eventos para condro-
osteogénese, incluindo quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo de células
osteoprogenitoras, angiogénese, e sintese controlada de matriz extracelular
(REDDI, 2001 e SAKOU, 1998). Seu efeito regulatério depende do tipo de célula —
alvo, seu estagio de diferenciacéo, o local de concentracédo do ligante, bem como
a interacdo com outros fatores de crescimento (GROENEVELD e BURGER,
2000).

As primeiras BMPs foram originalmente isoladas pela sua capacidade de
induzir osso ectdpico e formacdo de cartilagem in vivo em tecido muscular ou
sitios subcutaneos de roedores (URIST, 1965). Esta atividade 0Osseo-indutiva
indica que BMPs proporciona o0s sinais primordiais para osteodiferenciacéo
(REDDI, 1994). BMPs s&do moléculas osteo-indutivas que medeiam a
transformacao de células mesenquimais indiferenciadas ou células precursoras
da medula estromal em osteoblastos produzindo osso (CHEN et al., 1987; GORI
et al., 1999).

A acado de BMPs na formacdo de tecido mineralizado sugere que podem
ser bons candidatos para o uso na estimulacéo de regeneracao periodontal. Isto €
suportado por estudos animais indicando que BMPs podem ter consideravel
potencial clinico para o0 uso em tratamentos de regeneracdo periodontal
(GIANNOBILE et al., 1998; RIPAMONT et al., 1994; SIGURDSSON et al., 1995).

As proteinas morfogenéticas 0sseas (BMPs) tem se revelado bastante

promissoras na promocéo de reparacéo de feridas, por sua capacidade de induzir
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neoformacdo 6ssea em grandes defeitos 6sseos (COOK et al.,, 1994; WANG,
1993).

Na maioria de estudos experimentais, as BMPs recombinantes humanas
como rhBMP-2, rhBMP-4 e rhBMP-7 induziram formacdo Ossea ectépica e
ortotépica em sitios de administracdo dose dependente. BMPs, particularmente
BMP-2, BMP-4 e BMP-7, parecem ser os fatores mais confiaveis de todos os
fatores de crescimento correntemente discutidos com relacdo ao reparo 6sseo em
reconstrucdo do esqueleto facial (BOSTROM et al., 1995 e BOTTNER et al.,
2000).

BMP-4 é um fator de crescimento osteogénico capaz de promover fenotipo
osteogénico in vitro e também expresso durante formacéo 6ssea endocondral em
reparacao de fraturas (CHO et al., 2002 e NAKASE et al.,1994). Esta envolvido na
formacao de calo 6sseo nos estagios iniciais no processo de reparo e estimula a
migracdo de mondcitos sangiineos humanos (REDDI, 2001).

Osteoblastos sintetizam BMP-4 da familia BMP, estimulando a ativacdo de
fosfatase alcalina e a expresséo de osteocalcina (STEIN e LIAN, 1993). BMP-4 é
conhecida por estimular a sintese de osteocalcina, um biomarcador para o
processo de formacdo 6ssea (STEIN e LIAN, 1993; KOZAWA et al., 2002).
Estudos prévios tém demonstrado que BMP-4 é um dos principais fatores de
contribuicéo local na formacdo do calo ésseo nas fases iniciais da reparacao de
fraturas (NAKASE et al., 1994). BMP-4 é encontrada em células condrociticas e
mesenquimais primitivas, na camada de periosteo, na cavidade medular, e nos
musculos adjacentes ao sitio fraturado (YAOITA et al., 2000). Isto indica que
BMP-4 tem um papel Unico nas fases iniciais de reparo de fratura (LIN et al.,
2009).

BMP-2, BMP-4, e proteina osteogénica (OP-1) também chamada de BMP-
7, séo proteinas glicosiladas de 32-36 KDa com estruturas diméricas. BMP-2 e 4
sdo altamente similares em suas estruturas (92% da seqUéncia de aminoacidos
idénticas), e estdo mais distantemente relacionadas com a OP-1 (58-60% de
identidade da sequéncia de aminoéacidos) ( DIJKE et al., 1994).

Além de mostrarem formacéo de 0sso ectopico as BMP-2 e BMP-4 (WANG
et al., 1990; HAMMONDS et al., 1991), também demonstraram efetivo potencial
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terapéutico em sitios clinicos para reparo de fraturas nédo-unidas (RILEY et al.,
1996).
BMP-2 e 4 recombinante humana mostraram efeitos similares no reparo

0sseo em defeitos mandibulares em ratos, com doses equivalentes.
1.3. Moléculas indicadoras de reparo ésseo

Os fatores de crescimento, bem como a expressdao de algumas
macromoléculas da matriz extracelular (MEC) como coladgeno, fibronectina,
osteopontina (OPN), osteocalcina (OC), VEGF, dentre outras, tém sido
referenciadas como moléculas indicativas do processo de reparo 0sseo
(SIQUEIRA JR. E DANTAS, 2000).

Proteinas néo-colagenosas da matriz representam a segunda principal
classe de componentes da MEC do tecido ésseo e incluem osteonectina,
osteocalcina e osteopontina (BOULETREAU et al.,, 2002). Apés a extracdo
dentaria, células progenitoras presentes no alvéolo passam por varios estagios de
maturagdo expressando sequencialmente osteonectina, osteopontina e
osteocalcina (DEVLIN e SLOAN, 2002). Tais proteinas comp8em a matriz
organica do tecido 6sseo (SHYNG et al., 1999) e parecem induzir a maturacdo
dos componentes da MEC, por meio da mineralizacdo da matriz Ossea
(SCHULTZE-MOSGAU et al., 2005). Osteopontina € observada em fibroblastos,
pré-osteoblastos, osteoblastos, ostedcitos (PERRIEN et al., 2002) e osteoclastos
(SIQUEIRA JR. e DANTAS, 2000). ApGs o inicio da formacgédo da matriz 6ssea, a
osteopontina é produzida e secretada por osteoblastos, portanto, sua expressao
coincide com a proliferacdo e diferenciacdo de células osteoblasticas durante a
formacdo 6ssea (PERRIEN et al., 2002), sendo considerada um marcador de
maturacdo de ceélulas tronco osteogénicas (SHYNG et al., 1999). Acredita-se que
promova adesdo e quimiotaxia para osteoblastos (BOULETREAU et al., 2002) e
osteoclastos (SIQUEIRA JR. e DANTAS, 2000; PERRIEN et al., 2002). Sua
expresséo no processo de reparo alveolar em ratos foi demonstrada aos trés dias
de reparo, com forte evidenciagdo apdés quatro e cinco dias de reparo,
simultaneamente com a neoformagdo Ossea, o que pode indicar um papel

regulatorio na mineralizacdo. O modelo de marcacao foi similar em seis e sete
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dias, mas observou-se pouca marcacao no oitavo dia e quase nenhuma apos dez
dias de reparo (SHYNG et al., 1999).

Osteocalcina € uma proteina ndo colagena mais abundante no 0sso e
dentina, possui 49aa e, embora sua funcao especifica ndo seja conhecida, sabe-
se que é sintetizada predominantemente pelos osteoblastos diferenciados,
incorporada a matriz 6ssea extracelular e relacionada a mineralizacdo do tecido
ostedide. Seu gene, codificado no cromossoma 1 (1925-g31) sofre influéncia
direta da 1,25 dihidroxivitamina D, que estimula sua sintese. A vitamina K1 € um
co-fator essencial para que ocorra a formagao de y-carboxiglutamil (Gla). Possui
em sua estrutura trés acidos glutdmicos que lhe conferem a capacidade de ligar-
se ao calcio (LEE et al.,, 2000) e isto pode ser importante no processo de

mineralizacao da matriz 6ssea ja formada.

Véarios estudos tem mostrado que osteogénese é precedida por
angiogénese em modelos de fraturas 6sseas (GERBER et al., 1999; SOJO et al.,
2005). O osso é um tecido altamente vascularizado e a angiogénese € crucial
para a regeneracdo 0ssea (GLOWACKI, 1998). O suplemento sanguineo € o
principal problema na reconstrucdo do defeito 6sseo (SANTOS e REIS, 2010).
Por essa razdo, a expressdo do VEGF tem sido um indicativo de sucesso nos
processos de reparo 6sseo. Embora o VEGF seja um regulador essencial na
angiogénese fisioldgica, ele também tem um papel significante no crescimento
(ZELZER et al., 2002; GERBER et al., 1999; HAIGH et al., 2000; RYAN et al.,
1999) e reparo (STREET et al., 2002; CHU et al., 2002; PENG et al., 2002) do
esqueleto. A entrega localizada do VEGF parece ser benéfica para a regeneracao
0ssea em numerosos modelos animais pela promoc¢éo de neovascularizacao,
turnover 6sseo, migragao de osteoblastos e mineralizagdo (KENT et al., 2006). A
producdo de VEGF parece ser o principal mecanismo no qual a angiogénese e
osteogénese estao fortemente relacionadas durante reparo 6sseo (CARANO et
al., 2003).

1.3.1. Colageno
Representando as proteinas mais abundantes dos mamiferos, os
coldgenos formam uma familia de macromoléculas fibrosas, secretadas por

inUmeros tipos celulares. J& evidenciada em todos os animais multicelulares, a
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molécula de colageno tipica apresenta uma estrutura longa, rigida, formada por
uma fita tripla-helicoidal, na qual trés cadeias polipeptidicas de colageno,
chamadas cadeias a, sdo enroladas umas as outras formando um tipo de corda
supertorcida. Cada cadeia o contém cerca de 1.000 aminoacidos, sendo até o
momento identificado 25 tipos de cadeias a de colageno. Apesar de, a principio
serem possiveis mais de 10.000 tipos de combinac¢@es das 25 cadeias, formando
fitas triplas de moléculas, apenas 15 tipos de moléculas de colagenos foram
encontradas. Nos tecidos conjuntivos, estdo presentes, principalmente os
colagenos tipo |, Il, lll, V e Xl. Estes sdo os chamados colagenos fibrilares, que
apresentam a estrutura tipica de corda retorcida, e que se agrupam em polimeros
chamados fibrilas colagenas, claramente visualizadas em micrografias eletrdnicas
(TAKITA et al., 1987; MARTINEZ et al., 2000).

A matriz extracelular do osso maduro € composta por 90% de proteinas
colagénicas (97% colageno tipo | e 3% colageno tipo V) e 10% de proteinas nao
colagenas (osteocalcina, osteonectina, proteoglicanos, fibronectina, fatores de
crescimento, proteinas morfogenéticas, e outros). Todas essas proteinas sdo
sintetizadas por osteoblastos e muitas estdo envolvidas na adesdo. Colageno tipo
[, Il e V tém sido encontrados em 0ssos do cranio (CHUNG et al., 1976; HONG et
al., 1979) e, também, em outros ossos (RHODES e MILLER, 1978).

A producdo de componentes da MEC tem sido amplamente investigada
durante a cicatrizacdo de fraturas e desenvolvimento de ossos longos. Os
coldgenos sao seus principais componentes e parecem desempenhar papel
critico durante a cicatrizacdo 6ssea por facilitar a formacédo de espiculas 6sseas
iniciais (BOULETREAU et al., 2002). Os colagenos tipo I, II, IV, IX e X séo
expressos na fase de proliferagdo como componentes essenciais da matriz 6ssea
(SCHULTZE-MOSGAU et al., 2005). Durante os processos de reparo, fibroblastos
secretam uma matriz rica em colageno tipo |, que juntamente com outras
proteinas como osteopontina, osteocalcina, osteonectina e fibronectina compdem
a matriz organica do tecido 6sseo (SIQUEIRA JR. e DANTAS, 2000). Por essa
razao esses componentes tem sido referenciados como marcadores e indicativos
do processo de reparo 0sseo.

Durante o processo de reparo 0sseo, a formacdo de fibras colagenas é
iniciada quando filamentos colagenos liberados por osteoblastos rednem
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extracelularmente dentro de fibrilas agrupadas para formar o ostedide (SODEK e
MCKEE, 2000). Este tecido imaturo permite a deposicdo de cristais de
hidroxiapatita responsaveis pela mineralizacdo da matriz 6ssea (SODEK e
MCKEE, 2000; BOULETREAU et al., 2002).

Estudos mostraram que a matriz organica do tecido 6sseo consiste
principalmente de colageno tipo | (VEIS, 1984). Colageno tipo Ill € mencionado
brevemente e existe poucos comentarios na literatura a respeito de tecidos duros,
onde ele aparece transitoriamente no desenvolvimento de fraturas (PAGE, 1986)
e mais constantemente em regifes de deposicao de matriz 4ssea inicial, imatura
“‘woven bone” em mandibulas (BECKER et al., 1986).

CLORE e colaboradores (1979) observaram que o colageno tipo Il foi
aumentado significantemente apds 10 horas do inicio no processo de
cicatrizacdo. O colageno tipo lll, também foi observado em altas concentracdes
nas fases iniciais do reparo 6sseo (BARNES et al., 1976).

Em um estudo de reparo alveolar apds exodontia em ratos, foi mostrado
gue sete dias apos extracdo do dente, ambos colagenos tipo | e lll estavam
expressos nos alvéolos controles e tratados. A quantidade de colageno tipo |
aumentou no ostedide enquanto a expressdo de colageno tipo Il diminuia
progressivamente ( MENDES et al., 2010).

Colageno tipo | e Ill, como principais constituintes para todos os tecidos
conectivos intersticiais, s80 essenciais no estabelecimento da integridade
estrutural e fisiologica da regeneracao tecidual (IVANOVSKY et al., 2000). Tem
sido previamente sugerido que colageno tipo Il tem papel na regulacdo da
composicdo de matriz extracelular e também serve como marcador para células e
tecidos que ainda estdo em processo de modificacdo e/ou diferenciagao (TUNG
et al., 1985). Esta opinido corroborou com a observacédo da forte expresséo de
colageno tipo Il encontrada na linhagem celular recentemente diferenciada sobre

0 cemento e na linhagem osteoblastica do osso alveolar (SCULEAN et al., 2003).
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1.3.2. Fibronectina (FN)

Fibronectina pertence a um grupo de glicoproteinas com alto peso
molecular que existe nas superficies celulares. E encontrada em tecidos
conjuntivos, membranas basais e fluidos extracelulares, e tem papel na adesao
célula-célula e substrato-célula (SABA et al., 1980)

A proliferacéo, diferenciacéo, e migracéo celular induzidos por fatores de
crescimento dependem da adeséo de células com a matriz extracelular (HYNES,
1986).

Comumente presentes na matriz extracelular, as chamadas proteinas
adesivas contribuem amplamente para a organizacdo do tecido, propiciando a
ligacdo entre as células e os elementos fibrilares e moleculares. Uma das
primeiras proteinas adesivas a ser caracterizada foi a fibronectina, glicoproteina
presente em todos os vertebrados. Trata-se de um dimero, constituido por duas
sub-unidades que se unem por pontes dissulfeto. As estruturas que tornam essa
molécula protéica tdo multifuncional e complexa sdo seus variados e multiplos
dominios, cada um com sitios especificos para outras macromoléculas da matriz
e para receptores de superficie de componentes celulares. Estudos utilizando
enzimas proteoliticas permitiram clivar a cadeia polipeptidica em determinados
pontos e isolar cada dominio funcional. Dessa forma demonstrou-se que,
enguanto um dos dominios liga-se, por exemplo, ao colageno, outro pode se ligar
ao fibroblasto e outro ainda a heparina e assim por diante, integrando e
organizando os elementos da matriz entre si (ALBERTS et al., 2003; MARTINEZ
et al., 2000; SCHMIDINGER et al., 2003). Fibronectina, é utilizada portanto, como
um substrato para ligacao celular (HYNES, 1986).

Demonstrou-se a existéncia de varias isoformas de fibronectina, entre elas
a chamada fibronectina plasmatica, solivel e que circula no sangue e outros
liquidos corporais. Todas as outras formas sdo altamente insollveis e se
apresentam na forma de filamentos depositados na matriz extracelular (ALBERTS
et al., 2003; MARTINEZ et al., 2000; SCHMIDINGER et al., 2003).

Fibronectina € uma glicoproteina multifunctional expressa por multiplos
tipos celulares e tem papel chave em uma ampla variedade de funcdes celulares,
tais como adesdo, migracdo, diferenciacdo, entre outras (LINDE et al., 1982;
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LINDE, 1985; KARJALAINEN et al., 1986; MAGLOIRE et al., 1988; VERON et al.,
1990; TZIAFAS et al., 1995; FARGES et al., 1995; ZHU et al., 1998; IZUMI et al.,
1998; MARTINEZ et al., 2000; SCHMIDINGER et al., 2003). Por essa razéo, a
fibronectina tem sido referida como uma molécula de adeséo fundamental para a
embriogénese, homeostase, cicatrizacdo de ferimento, e manutencdo da
integridade tecidual, processos que dependem de interacdes entre células e
matriz extracelular (HYNES, 1990).

Fibronectina é uma proteina moderadamente abundante no sangue
(aproximadamente 300-400 g/ml e 580 g/ml para humanos e ratos,
respectivamente). Em consequéncia da injuria tecidual, a fibronectina é
extravasada dos vasos lesados e, junto com as plaquetas e fibrinas, formam um
tampéo hemostatico. Este coagulo rico com fibronectina serve como uma matriz
provisional para suportar a migragao celular durante o processo de fechamento do
ferimento. No entanto, foi sugerido que a fibronectina produzida localmente em
sitio de ferimento cutaneo em ratos é suficiente para guiar o processo de reparo
normal (SAKAI et al., 2001).

A primeira reagdo biologica na interface entre o biomaterial e o tecido
depois da implantacdo € a adsor¢cédo de fluidos protéicos dentro da superficie, e
subsequiente resposta biol6gica é controlada por essas proteinas adsorvidas
(HORBETT, 1993; PULEO et al.,, 1999). A seletiva adsorcdo de moléculas
benéficas tem sido objeto de estudo para a modificacdo de superficies de
implantes. De fato, estudos tém revelado que a cobertura da superficie com
proteinas adesivas celulares, tais como fibronectina, colageno, e/ou laminina,
melhorou a ligagao inicial, difusdo e atividade celular (CANNAS et al., 1988;
ROEHLECKE et al., 2001). A aplicacdo de fibronectina na superficie do implante
parece favorecer a osseointegracdo de implantes dentais no osso (CHEN et al.,
2010; DO SERRO et al., 2000). Fibronectina é uma das proteinas de adeséo
celular que melhoram a atividade, ligacdo inicial e difusdo celular, e esta
ativamente envolvida na reorganizacéo do esqueleto e formacéo do tecido 6sseo,
em parte pela regulacédo da sobrevivéncia de osteoblastos (WEISS et al., 1980).
Tem importante papel na osseointegragéo devido sua capacidade de realizar a
ligacdo de osteoblastos com componentes da matriz extracelular (SUNGTAE et
al., 2011).
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1.4. Sistemas carreadores de moléculas biologicamente ativas —
Lipossomas

A utilizacdo de alguns compostos terapéuticos tem sido limitada por varios
fatores, tais como: impossibilidade do aumento da sua dosagem, retencéo,
degradacédo, 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 e CASTANHO, 2002).

A efichcia de BMPs para reparo de defeitos parece ser fortemente
dependente do tipo de carreador. A maioria dos estudos tem utilizado um anico
protocolo com administracdo local de BMPs. A aplicacdo tdpica por injecao de
solugcbes aquosas de BMPs é inviabilizada devido a rapida dissolucdo e
degradacdo proteolitica. Colagenos, acidos poli-alfa-hidroxi, fosfato de calcio,
0sso bovino desproteinizado e titanio tém sido utilizados como carreadores para
sustentar o nivel de atividade BMP. Embora aconteca um alto efeito durante as
primeiras horas, sua atuacdo se esgota devido a ineficacia da maioria dos
carreadores utilizados. O curto periodo de permanéncia parece, entretanto, ser
suficiente para uma inducéo inicial da cascata de formacédo 6ssea endocondral
promovendo reparo 6sseo em defeitos de varios modelos (SCHLIEPHAKE, 2002).

A entrega de fatores de crescimento para regeneracdo de tecido
periodontal tem sido cogitada como futura ferramenta terapéutica na terapia
periodontal, pois ha evidéncias de que muitos deles poderiam aumentar a
regeneracdo do aparato de suporte periodontal (GIANNOBILE, 1996; KING e
HUGHES, 2001; RENVERT e PERSSON, 2004; KAIGLER et al., 2006).

A entrega controlada de certas moléculas em propor¢cdo determinada
permite acao prolongada e promove protecdo como agente bioativo o qual pode
por outro lado, ser rapidamente metabolizado (BUKET et al., 2008).

Em geral, fatores de crescimento para aplicacbes ortopédicas tém sido
administrados em grandes doses por uma unica ou repetidas injecdes, mas em
tais aplicacdbes uma consideravel proporcdo do agente se perde através de

microinfiltracdo e/ou baixa bioatividade (LEE e SHIN, 2007). Encapsulagéo de
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fatores de crescimento em estruturas carreadoras, poderia ser de extrema
importancia na protecao da bioatividade do agente, prolongando sua presenca no
defeito do sitio. Varias tentativas tém sido realizadas para incorporacédo de fatores
de crescimento em estruturas capazes de suprir a protecao necessaria e atividade
prolongada além de realizar o controle adequado da atividade celular nos sitios
implantados (HSU et al., 2006; KESKIN et al., 2005).

Métodos de entrega incluem: administracdo por injecao utilizando seringa
(KATO et al., 1998; VIKJAER et al., 1997); liberacdo de proteinas adsorvidas em
superficies de implantes, em esponjas de coldgeno, ou em substratos porosos
(FRIEDLAENDER et al., 2001; GOVENDER et al., 2002; LIND et al., 1996);
entrega continua via bomba osmética (GOODMAN et al.,, 2000; WANG e
ASPENBERG, 1996); e liberacdo controlada de proteinas encapsuladas em
polimero biodegradavel (SCHMIDMAIER et al., 2002; LEE et al., 1994; WOO et
al., 2001).

Desde a formacdao tecidual até o reparo ocorre uma complexa cascata de
eventos nos quais um complexo numero de fatores de crescimento estdo
envolvidos, e a entrega controlada de combinagdes de fatores de crescimento em
scaffolds parece ser a estratégia ideal em aplicacbes como na engenharia
tecidual (BUKET et al., 2008).

Na terapia periodontal tem se buscado um suporte ou scaffold
biodegradavel para preenchimento de defeitos 6sseos e para a liberacdo de
células no sitio do ferimento (KAO et al., 2005). O scaffold ideal para periodonto e
para engenharia tecidual Osseal/cartilagem deveria ser relativamente facil de
manipular, permitir a incorporacdo de células, permitir livre difusdo de células e
fatores de crescimento, permitir o estabelecimento vascular assegurando a
sobrevivéncia de células implantadas, induzir uma minima resposta inflamatéria e
ser finalmente biodegradado (CORNELL, 1999; JIANG et al., 2006).

Os dois principais desafios na entrega de fatores de crescimento em
scaffolds da engenharia tecidual sdo a selecdo de coquetéis de fatores de
crescimento adequados e controle da relacdo entre concentracdo e tempo. A
melhoria do efeito osteogénico com mulitplos fatores de crescimento tem sido
bem estabelecido (LUU et al., 2007).
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Nas estratégias da engenharia tecidual, a presenca local de fatores de
crescimento no sitio do defeito tecidual, desencadeia processos de reparo, sendo
esta condicdo essencial para resultados bem sucedidos (ANITUA et al., 2007;
BABENSEE et al., 2000). Os fatores de crescimento geralmente mostram um
curto periodo de vida na circulagdo (GOLDEN et al., 2008; EDELMAN et al.,
1993), pois sofrem rapida degradacdo in vivo. A administragdo por injecao
utiizando seringa ou infusdo sistémica /local resultaria em mais baixa
disponibilidade de fatores de crescimento que a exigéncia fisiolégica para reparo
tecidual (ANITUA et al., 2007). Por outro lado, repetidas administracdes podem
conduzir efeitos sistémicos indesejaveis e toxicidade devido a distribuicdo nao
especifica e acumulacéo de fatores de crescimento por todo o corpo. Além disso,
fatores de crescimento mal passam através da barreira biologica, as quais séo
principalmente compostas por membranas lipidicas, por causa de sua pobre
difusividade e baixo coeficiente divisor na fase lipidica (COUVREUR e PUISIEUX,
1993). Para um resultado clinico eficiente, um sistema de entrega para fatores de
crescimento seria necessario para guiar o fator de crescimento para o sitio de
acado e impedir a rapida disperséo do sitio.

Em 1965, com a publicacdo de Bangham e colaboradores, caracterizou-se
um sistema de vesiculas fosfolipidicas, denominado lipossomas (do grego lipos =
gordura + soma = corpo) (PRISTA et al., 1996). Lipossomas sdao pequenas
vesiculas, com didmetro variando de alguns nanémetros a poucos micrometros
(sempre maior que 25 nm), capazes de levar medicamentos para o interior das
células, podendo diminuir seus efeitos tdxicos e aumentar sua estabilidade
(PRISTA et al.,, 1996). Lipossomas sao vesiculas fechadas formadas por
bicamadas de fosfolipideos hidratados, os quais incluem um nucleo aquoso (FIG.
1) (SUFENG e HASAN, 2009).

Durante o processo de formacdo das vesiculas lipossomas podem surgir
estruturas mono ou policompartimentais. Neste Ultimo caso, as camadas duplas
sdo concéntricas e se alternam com compartimentos aquosos, podendo, portanto,
carrear farmacos hidrossoluveis ou lipossoluveis. Podem classificar-se de acordo
com a sua dimensédo, em vesiculas unicompartimentais pequenas (SUV — Small

Unilamelar Vesicles), vesiculas unicompartimentais grandes (LUV - Large
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Unilamelar Vesicles), ou vesiculas pluricompartimentais (MLV - Multilamelar
Vesicles) (PRISTA et al., 1996). (FIG.1).

FIGURA 1 - Estrutura unilamelar do lipossoma

Principios ativos

@ %

Lipossoma Camadas do Lipossoma
(corte)

FONTE: Adaptado de Oliveira, A. et al www.unesp.br acesso em 30/10/2004.

Uma das principais vantagens da utilizacdo dos lipossomas como
transportadores é a facilidade de incorporacdo de farmacos, independente de sua
carga ou massa molecular. Além disso, soma-se outras vantagens, como sua
biodegradabilidade, baixa toxicidade, 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 velocidade de liberacao
de uma determinada droga (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 (LASIC, 1993). O aspecto dos
lipossomas assemelha-se a uma membrana celular em sua estrutura e
composicdo. Eles sdo tipicamente feitos de moléculas lipidicas naturais,
biodegradaveis, ndo-tdxica 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).

Os componentes basicos dos lipossomas séo fosfolipidios, naturais ou
sintéticos, um esterol e, eventualmente um produto i6nico que permite a obtencéo
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de vesiculas carregadas, positiva ou negativamente. Esta ligacdo € feita por
esterificacdo. A molécula fosfolipidica apresenta um pdélo negativo e um pdlo
positivo, sendo chamada anfiprética, e que coexiste com uma porcao hidrofila e
uma porcao lipdfila (PRISTA et al, 1996).

O mecanismo de formacdo das vesiculas liposdmicas baseia—se na
dispersao dos fosfolipides de membrana. 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 0 meio aquoso, originando compartimentos isolados entre si,
e também do meio aquoso externo, ou seja, as cadeias carbonadas hidr6fobas
gue associam entre si, criando um ambiente lipdfilo interno, enquanto que os

grupos polares se orientam para o exterior aquoso (PRISTA et al., 1996).

A aplicacao de lipossomas para a disponibilizacdo de drogas baseia-se nas
caracteristicas fisicoquimicas e coloidais destas vesiculas, tais como composicao,
tamanho, carga eficiente e estabilidade, além de suas interacdes bioldégicas com
as células (LASIC, 1993).

Varias vias de administracdo de lipossomas tém sido experimentadas,
como: intravenosa, intramuscular, subcutdnea, dérmica, ocular, pulmonar, nasal
ou oral (SANTOS e CASTANHO, 2002).

A disponibilizacdo local de fatores de crescimento no alvéolo do dente
extraido, pode favorecer os procedimentos clinicos no reparo 6sseo. Para tanto
um sistema capaz de liberar o composto terapéutico de forma gradual e constante
durante o processo de reparacdo 6ssea alveolar seria desejavel. Os lipossomas
tem sido os carreadores de escolha como veiculo de distribuicdo para compostos

biologicamente ativos.

De fato, a eficiéncia das vesiculas de lipossomas como carreadores de
fator de crescimento (EGF), foi constatada em trabalhos anteriores, realizados em
nosso laboratorio. O fator de crescimento foi mantido no microambiente
experimental, sendo liberado gradualmente até 14 dias (SADDI et al.,, 2007;
ALVES et al., 2009). A disponibilizacdo da droga em solucéo (PBS) nao foi eficaz,
possivelmente pela rapida degradacédo e difusibilidade do fator de crescimento

nos primeiros dias da cicatrizagao.
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2. JUSTIFICATIVA

Vérios fatores causam deformidade 6ssea, como doencas de heranca
congénita, traumas complexos, defeitos de crescimento, resseccdo de tumores e
outros fatores etioldgicos (BASMANAV et al., 2008; DIMITRIOU et al., 2011;
REIS-FILHO et al.,, 2011). A medicina atual tem tratado tais defeitos com
enxertos 0sseos autdogenos ou alégenos, 0s quais representam a melhor
alternativa em termos de integracdo e qualidade Ossea. Entretanto, podem
representar riscos para o doador (morbidade) tdo bem como para o paciente,
incluindo infeccédo e imunorrejeicdo. Além disso, a disponibilidade de tecidos para
autoenxertos é baixa (LAURENCIN et al 1999; MEYER et al., 2004; BASMANAV
et al., 2008). Considerando estas limitacdes e desafios, pesquisadores tém focado
seus trabalhos nos procedimentos de engenharia tecidual e biomateriais capazes
de promover o reparo 0sseo de maneira mais rapida e eficiente.

Fatores de crescimento tém sido escolhidos para otimizar o processo de
reparo 0sseo e tem mostrado resultados adequados em modelos experimentais
(FRIEDLAENDER et al., 2001; SETO et al., 2002; RAICHE e PULEO, 2004,
MANNING et al., 2011; LEE et al., 2011). Procedimentos terapéuticos correntes
com fatores de crescimento consistem na administracdo de altas doses destes
mediadores, 0 que nado é fisiologicamente seguro. Altas concentracbes dessas
moléculas podem levar a perda de bioatividade ou ainda, os mediadores podem
ser parcialmente eliminados antes da realizagdo do reparo (LEE e SHIN, 2007;
KAIGLER et al., 2008; DIMITRIOU et al., 2011). Tem sido demonstrado que a
presenca de fatores de crescimento no ferimento tem efeito importante na
estimulacdo da cicatrizacdo (BABENSEE et al.,, 2000; ANITUA et al., 2008;
ZHANG e ULUDAG, 2009). Entretanto, sua réapida degradacdo in vivo,
desencadeada em alguns minutos, associada ao metabolismo celular tornam a
injecdo local ineficiente para alcancar a regeneragdo 0ssea (EDELMAN et al.,
1993; ANITUA et al., 2007; GOLDEN et al., 2008; ZHANG e ULUDAG, 2009).

Por estas razdes, a encapsulacdo de fatores de crescimento em sistemas
de entrega tem sido a melhor estratégia para manté-los bioativos e presentes por

mais tempo dentro do ferimento. Tais sistemas viabilizam o transporte das
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moléculas bioativas de modo mais eficiente para o ligante sem a rapida disperséo
e metabolizacdo (ZHANG e ULUDAG, 2009).

Os lipossomas tém sido utilizados como carreadores de uma variedade de
moléculas, tais como proteinas, nucleotideos, plasmideos e drogas. A eficiéncia
das vesiculas de lipossomas como carreadores de fator de crescimento (EGF) foi
constatada em trabalhos anteriores, realizados em nosso laboratério (SADDI et
al., 2008; ALVES et al., 2009). No presente estudo, utilizamos lipossomas como
carreador para BMP-4 e TGF-B1 (isolados e associados). Trabalhamos com a
hip6tese de que tais moléculas sejam liberadas gradativamente em sitios de
alvéolos de ratos apds extracdo, podendo assim, acelerar o processo de reparo
de alvéolos.

Atualmente, proteinas morfogenéticas 0sseas (BMPs) sdo os fatores de
crescimento mais osteoindutivos descritos na literatura, devido sua capacidade de
induzir a diferenciacao osteoblastica.

As BMPs mais osteogénicas sdo BMP- 2, -4, -6, -7 e -9 (ALLORI et al.,
2008). BMP-4 e BMP-2 sao essenciais para formacdo osteoblastica e
osteoclastica, e sdo as BMPs mais fortemente expressas em reparo de fraturas
mandibulares, em modelos de roedores, tanto quanto na formacédo de novo 0sSso
durante distracdo osteogénica de mandibula (SPECTOR et al., 2001; ABE et al.,
2006; MASAKI et al., 2003).

O papel proeminente do TGF-B no reparo 0sseo parece ser sintese de
matriz de células 0sseas. Entretanto, existe um efeito aditivo de baixas doses de
TGF- B em conjuncdo com altas doses de BMP. TGF-B pode, entretanto, ser
utilizado como fator adjuvante em associagdo com BMPs para potencializar o
efeito na formacéo 6ssea (SCHLIEPHAKE, 2002).

Considerando que, no 0sso, as células sédo expostas a diversos fatores de
crescimento simultaneamente, as terapias 0sseas ideais deveriam envolver uma
mistura dessas proteinas, com similaridades no processo de cicatrizagdo do
tecido 6sseo (CHEIFETZ et al.,, 1996; ROETHY et al.,, 2001; RAICHE e
PULEO,2004; AROSARENA e PULEO, 2007).

Nesse sentido, combinacdes de fatores de crescimento tém grande
potencial de aumentar o reparo 0sseo. Trabalhos prévios tem mostrado que
“coquetéis” de fatores de crescimento podem ter efeitos aditivos e sinergistas na
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proliferacdo, motilidade, diferenciacdo, e atividade de varios tipos celulares
ambos in vitro e in vivo (RAICHE e PULEO, 2004). Véarios fatores de crescimento
tém sido testados sozinhos ou em conjunto, mas, o melhor tratamento ndo tem
sido claramente definido (NAUTH et al., 2011).

Assim, é possivel que o tratamento dos alvéolos com BMP-4 e TGF-f1
associados em lipossomas, possa acelerar o reparo 0sseo e desse modo,
contribuir para a reabilitacdo protética, antecipando a colocacédo de implantes e
proteses dentarias, devolvendo a funcdo mastigatdria aos pacientes,

restabelecendo as areas edéntulas.

40



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito de fatores de crescimento BMP-4 e TGF-B1, isoladamente e
associados, administrados em vesiculas de lipossomas, no processo de reparo
de alvéolos dentarios de ratos, apos 03, 07, 14, e 21 dias da exodontia dos

segundos molares superiores.

3.2. Objetivos Especificos

» Avaliar por meio de analise histomorfométrica, a proliferagcdo vascular nos
alvéolos controles e submetidos a injecdo de TGF-B1 e BMP-4, em lipossomas
ou em PBS.

» Avaliar, por meio de técnica imunohistoquimica a expressdo das proteinas
colageno tipo Ill e fibronectina em alvéolos controles e submetidos a injecéo
de TGF-B1 e BMP-4 em lipossomas ou em PBS.

o Avaliar por meio de andlise histomorfométrica, o percentual de trabéculas
Osseas nos alvéolos controles e submetidos a injecdo de TGF-f1 e BMP-4 em
lipossomas ou em PBS.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Preparacao de BMP-4 e TGF-B1 em lipossomas

Os lipossomas com BMP-4 e TGF-B1 foram preparados de acordo com
ALVES et al 2009, como se segue: BMP-4 ou TGF-B1 foram dissolvidos em 1mL
de 10mM de &cido acético contendo 0.1% (w/v) de albumina de soro bovino (BSA)
em 0.2 yg/ml de concentragdo final e armazenados a -20 °C. Os lipossomas
foram obtidos por sonicacdo utilizando uma solucédo de 12 mg/mL de dipalmitoil
fosfatidil colina (DPPC) e 1.2 mg/mL de lisofosfatidil colina (LPC) dissolvidos em 4
ml de cloroférmio e 10 pyL de solucdo BMP-4 ou TGF-B1, produzindo vesiculas

unilamelares homogéneas com aproximadamente 100 nm de diametro.

4.2. Animais

Este estudo utilizou ratos (Rattus novergicus), Wistar, machos, adultos,
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 automética (07 as 19h). Os animais
receberam racdo para animais de laboratoério e 4gua ad libitum.

Este projeto foi previamente aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, sob n® 207/2009 (ANEXO 1) .

4.3. Procedimentos cirurgicos e grupos experimentais

ApOs a anestesia intramuscular de 2% xilazina e 10% ketamina (1:1, 0,1
ml/100g de peso corporal). Os animais (n=112) foram posicionados na mesa
operatoria e submetidos aos procedimentos cirdrgicos. Utilizando-se um
instrumento de Hollemback para sindesmotomia e uma pinga dente de rato para
luxacdo, os segundos molares superiores direitos e esquerdos foram extraidos
(FIG. 2). Os alvéolos direitos foram utilizados como controle do processo de

reparo 6sseo, sendo naturalmente preenchidos com coagulo (Grupo BC — blood
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clot). No lado esquerdo, os alvéolos foram preenchidos de acordo com 0s grupos
experimentais descritos no quadro 1: o grupo L: 1 pL de lipossomas vazios; grupo
P: 1 yL de tampao fosfato salino (PBS); grupo BP: 20 ng / uL de BMP-4 em 1 pL
de PBS, grupo BL: 20 ng / pL de BMP-4, em lipossomas em 1 uL de PBS, grupo
TP: 20 ng / uL de TGF-f1 em 1 puL de PBS, grupo TL: 20 ng / pL de TGF-1 em
lipossomas em 1 pL de PBS e grupo BTL: 20 ng / pL de BMP-4 e 20 ng / pL de
TGF-B1 em lipossomas em 1 pL de PBS. Os fatores de crescimento associados
ou ndo aos lipossomas foram administrados com uma seringa de precisao
(Hamilton, Bonaduz, Switzerland), graduada em microlitros (FIG. 3). As
microinjecdes foram aplicadas dentro do coagulo, com volume de 1uL, com a
seringa posicionada verticalmente, paralela ao primeiro e terceiros molares. Os
animais (n=4 por grupo/por periodo) foram sacrificados apés 3, 7, 14 e 21 dias
dos procedimentos cirlrgicos, por overdose anestésica, seguida de deslocamento

cervical.

FIGURA 2 — Mesa cirurgica e acesso ao campo operatério

A)- Rato posicionado na mesa cirdargica; B)- Visdo do maxilar superior do animal,
previamente as exodontias; C)- Inicio das fases de exodontias (afastamento dos tecidos
periodontais — sindesmotomia).

Fonte: Fotos do autor

FIGURA 3 — Seringa HAMILTON COMPANY®
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QUADRO 1 - Grupos experimentais

Grupo

Descricao

Numero de amostras /periodo de sacrificio

3 dias

7 dias

14 dias

21 dias

1uL PBS

1l de
lipossomas

vazios

BP

20 ng/pl de
BMP-4 em1ul
de PBS

BL

20 ng/ul de

BMP-4 em

lipossomas
emlul de PBS

TP

20 ng/pl de
TGF-B1 em
emlpul de PBS

TL

20 ng/ul de

TGF-B1 em

lipossomas
emlul de PBS

BTL

20 ng/ pl de
BMP-4
e
20 ng/ul de
TGF-B1 em
lipossomas
emlul de PBS

TOTAL N= 112 ANIMAIS

Fonte: Elaborado pelo autor




4.4. Métodos histolégicos

Apés o sacrificio, os animais foram decapitados, e 0s maxilares
dissecados. As maxilas foram fixadas por 48 horas a temperatura ambiente em
solucédo de formalina neutra tamponada a 10%.

Apos a fixagdo, as maxilas foram desmineralizadas em solu¢éo 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. Apos 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
imunohistoquimica, conforme protocolo a seguir:

1. Desidratacdo: série crescente de alcool (70%, 80%, 90%, absoluto I, absoluto
I, absoluto 11l), com um tempo de 30 minutos em cada banho;

2. Diafanizacédo: 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 andlises histolégicas e morfométricas ou
processados para imunohistoquimica. Os cortes foram observados pela primeira
vez em um microscopio de luz (AxioVision, Carl Zeiss - Gottingen, Germay) e
foram obtidas imagens da raiz distal dos alvéolos do 2° molar superior, de acordo
com métodos previamente estabelecidos. A avaliagdo histolégica do processo de
reparo foi realizada analisando a parte central dos alvéolos, incluindo o tergo
apical (inferior), médio e cervical (superior) (FIG.4) (MENDES et al., 2010). Foram
selecionados para analise somente alvéolos com limites visiveis. Para as
analises histolégicas, em ambos o0s grupos, tratados e controle, foram
considerados 0s seguintes critérios: padrbes de organizagdo e maturagdo do

tecido conjuntivo que preenchia os alvéolos; presenca de células Osseas
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(osteoclastos, osteoblastos), tecido 60sseo neoformado, vasos sanguineos,
presenca de reacgdo inflamatoria.

FIGURA 4 - Imagem panoramica — alvéolo dentario

Imagem panoramica de alvéolo da raiz distal do segundo molar superior. Regifes apical,
média e cervical. HE. Barra =300 um A =Terc¢o apical; M = Tergco médio; C =Terc¢o cervical
Fonte: Fotos do autor

4.5. Métodos morfométricos

4.5.1. Avaliagcéo do preenchimento 6sseo

A andlise morfométrica foi realizada de acordo com trabalhos prévios.
(REIS-FILHO et al., 2012; ALVES et al., 2009). Trés cortes foram aleatoriamente
selecionados para cada grupo. As imagens foram obtidas a partir dos tercos
apical, médio e cervical da raiz distal dos alvéolos. Com o auxilio do software
AxioVision Release 4.8 (Carl Zeiss), a area total de cada amostra foi determinada.
Em seguida, a area trabecular de cada seccéo foi contornada e registrada (FIG.
5). O percentual de area 6ssea trabecular de cada campo foi obtido dividindo a
medida da &rea trabecular pela area total usando os recursos do mesmo software.
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FIGURA 5 - Avaliagdo do preenchimento ésseo

Fonte: foto do autor

4.5.2. Avaliacédo dos vasos sanguineos

A proliferagdo de vasos sanguineos na area de reparo foi mensurada
como previamente descrito (ALVES et al., 2009), utilizando-se uma grade
histométrica com linhas verticais e horizontais, colocada sobre as fotomicrografias
com auxilio do Confocal Assistant (Chapel Hill, NC). Os pontos de interse¢des das
linhas da grade posicionados nas areas ocupadas por vasos sanguineos (FIG. 6)
foram contados por uma pessoa calibrada como descrito por REIS-FILHO et al.,

2012. Todos os dados foram registrados e expressos como histogramas.
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FIGURA 6 — Grade histométrica

Grade histométrica utilizada para a contagem do nimero de pontos (intersecdes aqui
indicadas em amarelo) ocupados pelos vasos sanguineos
Fonte: Foto do autor

4.6. Método Imunohistoquimico

Uma vez que a fibronectina e colageno tipo Il sdo expressos na fase
precoce de reparo 6sseo, foram avaliados por imunoperoxidase, aos 3 e 7 dias
apos os procedimentos cirurgicos. Para tanto, as sec¢fes foram coletados em
laminas de vidro previamente silanizadas com 3 - aminopropiltrietoxi-silano
(Sigma) e submetidos ao seguinte protocolo:

e Desparafinizacéo

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

e Hidratacao

Etanol 100% | — 5 minutos
Etanol 100% Il — 5 minutos
Etanol 95% — 5 minutos
Etanol 80% — 5 minutos

5 banhos em agua deionizada

e Lavagem em agua deionizada
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¢ Bloqueio da Peroxidase Enddgena
¢ Peroxido de Hidrogénio - 3% por 1 hora

Lavagem em agua deionizada

e Lavagem em tampao TBS (Tris-buffered saline, pH 7,4)

3 banhos — 5 minutos cada temperatura ambiente
¢ Bloqueio de ligag@es inespecificas
BSA 2% + Tween 20 0,1% - 1h em camara Umida a temperatura ambiente

e Incubacdo com anticorpos primarios por 2h em camara Umida escura, a
temperatura ambiente:

Anti-fibronectina (1:100, coelho policlonal ab23751 - Abcam, Cambridge, UK) —
diluicdo 1:100

Anti- colageno Il (1:100, anticorpo policlonal de coelho ab7778 - Abcam,
Cambridge, UK) — diluicdo 1:100

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

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

e Lavagem com banhos TBS- 3 banhos de 5 minutos cada

e Incubacdo com Anticorpo Secundario biotinilado (Universal ™ LSAB + Kit /
HRP, Rb / Mo / Cabra KO690-1 - Dako, Glostrup, Dinamarca)

e Lavagem com banhos TBS — 3 banhos de 5 minutos cada

e Revelagdo com diaminobenzidina:

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

e Contra-Coloracdo com Hematoxilina de Mayer — 1 minuto
¢ Desidratacéo

Etanol 70% | — 5 minutos
Etanol 70% Il — 5 minutos
Etanol 90% — 5 minutos
Etanol 100% | — 5 miutos
Etanol 100% Il — 10 minutos
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¢ Diafanizacao

Xilol | = 5 minutos
Xilol Il = 10 minutos

e Montagem com Entelan

4.6.1. Quantificacdo da expressao imunohistoquimica:

Imagens das sec¢Oes de ambos os lados experimental e controle foram
obtidas com aumento final de 400X, usando uma placa de captura e um microscépio
Zeiss Axiostar Plus interligados a um computador com o software AxioVision
Release 4.8 (Carl Zeiss). As células imunocoradas e a iumunoexpressao nas areas
de matriz extracelular foram contadas utilizando o mesmo método de grade

histométrica para a quantificagéo vascular.
4.7. Analise estatistica
Os dados coletados foram estatisticamente testados utilizando o teste de

Tukey em concordancia para andlises de Dun. Todos os grupos foram avaliados

trés vezes e foram considerados estatisticamente significantes quando p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise Histoldgica e histomorfométrica

Apbs trés dias da cirurgia, os tercos apical, médio e cervical dos alvéolos
do grupo BC ( controle) estavam preenchidos com coagulo sanguineo e infiltrado
inflamatorio (FIG. 7) . Os grupos L, P, BP e TP revelaram aspectos histologicos
similares ao grupo controle (BC).

No grupo tratado com fator de crescimento em lipossomas (grupos BL), o
coagulo sanguineo dos tercos apical e médio foi substituido por tecido conjuntivo
composto com células como fibroblastos, uma rede fina de fibras e vasos
sanguineos dilatados (matriz provisional) (FIG. 8). As amostras do grupo TL
exibiram padrdes histologicos similares aos observados no grupo BL.

Nos alvéolos que receberam BMP-4 e TGF-B1 associados em lipossomas
(grupo BTL), além da matriz provisional, foram identificadas células clasticas
proximas a superficie éssea, diferenciacdo de osteoblastos e deposicdo de
ostedide na superficie do 0sso basal, na regido apical dos alvéolos. Na porcao
média, os alvéolos do grupo BTL apresentaram um moderado infiltrado
inflamatério como mostrado na figura 9.

Aos sete dias, os alvéolos dos grupos BC exibiram organizacédo histolégica
tipica de um processo de cicatrizacdo mais avancado que nos grupos de 03 dias.
Trabéculas 6sseas recém depositadas de aspecto imaturo (woven bone) foram
formadas sobre a matriz provisional. A avaliagéo histoldgica revelou que, durante
0 processo de reparo alveolar, independente do tratamento, trabéculas recém-
formadas surgem inicialmente no terco apical dos alvéolos. Alguns vasos
sanguineos estavam presentes no intersticio dessa matriz provisional, proximos
as trabéculas Osseas (FIG. 10). As amostras dos grupos L, P, BP e TP néo
mostraram diferencas na organizagéo histolégica comparada ao grupo BC.

O grupo BL revelou um processo de reparo mais avanc¢ado incluindo maior
deposicao de trabéculas nos tergos apical e médio, em intimo contato com vasos
sanguineos, que se revelaram mais numerosos e dilatados, ocupando a maior

area do alvéolo (FIG. 11). Resultados similares foram verificados para o grupo TL.
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De fato, dados da analise histoquantitativa confirmaram o aspecto
histologico observado aos 7 dias. O percentual de trabéculas 6ssea nos alvéolos
tratados com administracdo associada de fatores de crescimento (grupo BTL-
Figura 12), foi estatisticamente superior (p<0.05) ao percentual encontrado nos
alvéolos submetidos aos tratamentos sem lipossomas (FIG. 13A). O suprimento
isolado de fatores de crescimento (grupos BL e TL) também mostrou diferencas
significantes (p<0.05) no numero de trabéculas (FIG. 13) em relacdo aos grupos
controle (BC) e aos grupos que receberam os fatores de crescimento diluidos em
PBS (grupos TP, BP). Do mesmo modo, alvéolos de grupos tratados com fatores
de crescimento, isolados ou em associagéo, encapsulados em lipossomas (BL, TL
and BTL) mostraram um aumento no numero de vasos sanguineos (p<0,05)
guando comparados com alvéolos de outros grupos (FIG. 14).

Ambas as avaliagfes histoldgica e histoquantitativa de alvéolos de 14 e 21
dias de todos o0s grupos experimentais revelaram aumento no percentual
trabecular (FIG.13B, 13C), em concordancia com a expansdo do tempo de
observacdo. O nivel de organizacdo histolégica de ostedcitos, bem como o
espessamento de trabéculas e formacdo de espacos medulares nesses periodos
(FIG. 15 a 17) mostraram-se de acordo com a evolucdo do processo de
maturacao 6ssea.

Entretanto, foram observadas diferencas estatisticas (p<0,05) na
porcentagem trabecular dos grupos tratados com fatores de crescimento
encapsulados (BL, TL and BTL) quando comparados com outros grupos (FIG.
13B e 13C). A avaliacdo histologica dos grupos BC, L, P, BP e TP (FIG.15)
revelou um tecido 6sseo com caracteristicas de 0sso imaturo, enquanto 0s grupos
BL, TL e BTL tiveram maior organizacao trabecular, incluindo osteons com
ostedcitos tipicamente diferenciados e reducao de espacos medulares (FIG. 16 e
17).
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5.2. Andlise Imunohistoquimica

A expressao da fibronectina e colageno Ill foram similares nos periodos de
3 e 7 dias ap0s as extracdes dentarias. A expressdo de ambas as moléculas foi
primeiramente detectada aos 3 dias e alcancou um pico de expressédo no 7° dia
apos os procedimentos cirdrgicos. Niveis mais baixos de imunoreatividade de
fibronectina e colageno Il foram observados nos alvéolos preenchidos com
coagulo sanguineo (FIG. 18 e 21, respectivamente) e nas amostras tratadas com
L, P, BP e TP quando comparados com alvéolos dos grupos BL, TL e BTL (FIG.
19 e 22). Os dados histoquantitativos da expressao dessas moléculas nas células

e na matriz extracelular intra-alveolar (estdo mostrados no QUADRO 2).
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6. DISCUSSAO

O processo de reparo de alvéolos dentérios inclui uma série de eventos
controlados por fatores de crescimento e citocinas, moléculas muito importantes
para o sucesso da regeneracao 0ssea. Dentre esses eventos, merecem destaque
a diferenciacao celular, a mineralizacdo, e a presenca de células indiferenciadas,
bem como o suprimento sanguineo, a influéncia mecéanica e o meio ambiente
tecidual. Neste contexto, a selecdo das vias ou mecanismos de entrega de
drogas, os chamados sistemas “drug-delivery”, para a disponibilizacdo local dos
fatores de crescimento e citocinas € crucial para uma terapia eficaz e para o
alcance dos resultados pretendidos (BABENSEE et al., 2000., LALANI et al.,
2005).

Em geral, as terapias com fatores de crescimento destinados aos reparos
0sseos tém sido avaliadas apds diferentes modos de administracdo; em doses
Unicas em grande quantidade, ou em doses multiplas. Neste caso existe a
possibilidade das moléculas serem parcialmente perdidas durante o processo de
regeneracao, levando a um baixo efeito terapéutico e muitos efeitos secundarios
indesejaveis. Por outro lado, 0 uso de carreadores tém permitido a liberacéo
adequada de fatores de crescimento diretamente no local da lesdo, além de
protegerem a estrutura das moléculas trasnportadas, até que cheguem ao seu
destino, onde irdo desempenhar as suas funcbes de maneira controlada e
continua (LUGINBUEHL et al., 2004; YILGOR et al., 2009).

Alguns avancos tém sido alcancados em estudos com o0s sistemas de
entrega controlados, como no caso da aplicacdo de fatores de crescimento em
combinagdo ou pela administragdo sequencial de dois diferentes fatores, com o
objetivo de proporcionar um terapia mais rapida e eficaz para o reparo 6sseo. A
BMP-2, por exemplo, tem sido utilizada juntamente com outros fatores, tais como
VEGF, IGF-1, BMP-7 e TGF-B3, em diferentes sistemas carreadores in vitro para
melhorar o reparo 0Osseo, incluindo a estimulagcdo de formacdo de matriz
mineralizada, diferenciacdo osteogénica e diferenciacdo aumentada de matriz
extracelular (BASMANAV et al., 2008; RAICHE e PUELO., 2004; SCHMIDMAIER
et al., 2002; SIMMONS et al., 2004; PATEL et al.,, 2008). O resultado desses
estudos in vitro tém subsidiado o desenvolvimento de estratégias para entrega de

fatores de crescimento in vivo, como por exemplo, os carreadores criados como
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encapsuladores de fatores de crescimento. Estes sistemas carreadores sao
capazes de entregar as drogas de modo temporal e espacialmente coordenado,
permitindo o adequado suprimento dos fatores de crescimento para o tecido alvo,
conforme desejado (KAIGLER et al., 2006). Constituintes do sistema de
carreadores encapsuladores de drogas, os lipossomas sdo pequenas vesiculas
verséteis, esféricas, os quais tém sido utilizados como carreadores de moléculas
pequenas, proteinas, nucleotideos ou plasmideos em diversas areas, como
biologia, bioquimica e medicina. Recentemente, nosso grupo e pesquisa (ALVES
et al., 2009; SADDI et al., 2008) demonstrou que o EGF carreado por lipossomas
foi capaz de aumentar o recrutamento de osteoclastos e o movimento do dente
em um modelo experimental de tracionamento ortodéntico. Estes resultados
foram importantes por ratificar o potencial dos lipossomas como um veiculo para
a administracdo controlada de drogas, durante os processos de cicatrizacao ou
reparo de feridas.

No presente estudo, avaliamos o processo de reparo 0sseo em alvéolos
dentarios de ratos tratados com os fatores de crescimento BMP-4 e TGF-31
administrados em lipossomas, um veiculo que poderia influenciar o tempo e o
progresso do reparo 0sseo. Trabalhamos com a hipotese de que a liberacéo
gradual de fatores de crescimento por lipossomas, permitiria sua atuacao na
sinalizacao celular durante todas as fases de reparo.

Nossos resultados histologicos mostraram que, aos trés dias apos a
extracdo do dente, um coagulo sanguineo se formou dentro da cavidade. Em
consequéncia, seguindo um processo nhatural de reparacdo, observou-se a
formacao de um tecido de granulagéo e a deposicdo de uma matriz provisional,
preenchida com vasos sanguineos e células inflamatérias. Estes resultados estédo
de acordo com a literatura, que também descreve esses achados histoldgicos
como os primeiros passos do processo de reparo (CARDAROPOLI et al., 2003).

Considerando as fases iniciais de reparo 0sseo, a fibronectina e colageno
tipo 11l foram selecionados para avaliacdo imunohistoquimica a fim de confirmar o
papel dessas moléculas nas fases iniciais do reparo e como indicadoras do
processo de regeneracdo tecidual. A literatura tem reportado que proteinas da
matriz extracelular como fibrina, fibronectina e colageno contribuem para a

integridade estrutural da matriz durante o reparo tecidual (MIDWOOD et al.,
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2004). A Fibronectina é um componente chave da matriz provisonal que surge
nos sitios de reparo; sua capacidade de ligagcdo a fatores de crescimento
funciona como um modulador vital da atividade biolégica durante o reparo e
regeneracdo (WELCH et al.,, 1990). Recentemente, foi demonstrado que a
fibronectina € critica para a sobrevivéncia de fibroblastos, sendo necessaria para
sua proliferacdo (LIN et al., 2011). As fibras de colageno sdo produzidas por
fibroblastos e formam uma rede fibrilar no inicio do processo de cicatrizacéao
tecidual. Este scaffold ou suporte tridimensional de fibras colagenas, o que
chamamos de matriz provisional, permite a deposi¢do de matriz 6ssea no alvéolo
dentario (SHYNG et al., 1999; BOULETREAU et al., 2002). Em concordancia com
estudos prévios nossos resultados demonstraram um aumento significativo na
expressdo (p <0,05) de fibronectina e colageno tipo Il aos 7 dias. A
imunoreatividade foi mais expressiva nos grupos de alvéolos tratados com
fatores de crescimento encapsulados (BL, TL e BTL) quando comparados com
outros grupos. Nesta fase, trabéculas primarias surgiram na porcédo apical dos
alvéolos , como um tecido 6sseo imaturo e bastante vascularizado (woven bone).
Esta condicdo foi também mais pronunciada nos grupos tratados com fatores de
crescimento encapsulados (BL, TL e BTL).

O papel de fatores de crescimento no reparo 0sseo tem sido estudado em
modelos experimentais, por meio de diferentes vias de administracao e dosagens.
Os autores JOYCE et al. (1990) utilizaram injecdes subperidsteas e LIND et al.
(1993) utilizaram infusédo continua com 1 ou 10 ug de TGF- 3 por dia, por meio de
uma mini-bomba, para a avaliacdo de reparo de fraturas em tibias de coelhos. O
grupo controle recebeu somente o solvente, sem TGF-B. O reparo da fratura foi
avaliado por testes mecanicos, morfometria éssea e densitometria 6ssea. Todos
0S grupos que receberam TGF-B mostraram um aumento do reparo da fratura
guando comparado com o grupo controle. A eficacia de duas doses diferentes de
TGF-B (4 ou 40 ng), injetada por dia foi avaliada por NIELSEN et al. (1994), em
reparos de fraturas de tibia de ratos. Este estudo revelou resultados
significativamente melhores, em testes mecanicos, para o grupo tratado com 40
ng em comparacdo com O grupo que recebeu uma dose de 4 ng e 0 grupo
controle, que nao recebeu nenhum fator de crescimento Por outro lado,
CRITCHLOW et al. (1994) avaliaram o efeito de TGF-B2 exdgeno durante o
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processo de reparo de fraturas utilizando 60 ou 600 ng de TGF-B2. Apenas 0s
animais que receberam 600 ng mostraram abundante formacéo de calo 6ésseo. No
presente estudo, nos utilizamos uma dose de 20 ng de proteina BMP-4 e TGF-f31
carreados por lipossomas. Nosso objetivo era aumentar a absorcdo e regular a
liberacdo dos farmacos incorporados, aumentando assim seus efeitos locais e
diminuindo a concentracéo sistémica da droga.

Nossos resultados mostraram uma expressao estatisticamente superior de
fibronectina e colageno tipo Il nos alvéolos tratados com fatores de crescimento
(isolados ou em associacdo) carreados por lipossomas aos sete dias. Estes
resultados vao de encontro aos dados previamente reportados (GURKAN et al.,
2010) onde altas concentracdes de fatores de crescimento foram encontrados
durante as etapas iniciais de reparo, quando a matriz O0ssea esta sendo
simultaneamente estruturada por colageno tipo lll, fibronectina e outros. Nos
alvéolos analisados ap6s 14 e 21 dias ap0s a cirurgia, observou-se um aumento
do numero de trabéculas em todos os grupos, mas em maior extensao nos
grupos tratados com TGF-f1 e BMP-4 carreados por lipossomas, tanto
administrados isoladamente quanto administrados em associacdo. Além disso,
uma a extensa rede de vasos sanguineos foi observada aos 3 e 7 dias, nos
alvéolos tratados com fatores de crescimento (isolados ou em associacao),
carreados por lipossomas, 0 que deve ter contribuido para a deposi¢ao de tecido
0sseo inicial visualizada aos 7 dias. A capacidade dos fatores de crescimento de
estimular a migracao e proliferacdo de células endoteliais, pode ter contribuindo
para a neoformacdo de vasos sanguineos, especialmente visualizada nos grupos
tratados com fatores de crescimento carreados por lipossomas e,
consequentemente, para a deposicdo 6ssea. A analise comparativa dos grupos
tratados com fatores de crescimento em PBS e lipossomas (BP, TP e BL, TL)
mostrou um comportamento interessante. ApoOs trés dias de cirurgia, seria de se
esperar resultados morfométricos semelhantes entre esses grupos, mas nossos
experimentos indicaram que a admnistragdo do BMP-4 e TGF-1 exdgeno,
veiculados em PBS produziu um efeito localizado, limitado e rapido, insuficiente
para causar uma maior diferenciagéo ou influéncia na evolucao desta fase para a
maturacéo tecidual. Os dados apresentados indicam que o comportamento de BP

e TP foram muito semelhantes aos grupos controles, ou seja, aos alvéolos
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naturalmente preenchidos por codgulo sanguineo, sem o tratamento com fatores
de crescimento. Esses resultados sugerem que os fatores de crescimento em
PBS podem ser rapidamente liberados para a circulagdo sanguinea, n&o
participando das etapas subsequentes do reparo 0sseo. No caso de alvéolos
tratados com fatores de crescimento encapsulados, os lipossomas possivelmente
retiveram os fatores de crescimento por um periodo suficiente para a estimulacao
continua de novo osso. Devido a liberacdo gradual pelos lipossomas, os fatores
de crescimento possivelmente alcancaram sua funcéo, desde as etapas iniciais
do reparo, incluindo os primeiros eventos de diferenciacéo, até a diferenciagéo do
tecido Osseo lamelar. E importante salientar que, embora tenha ocorrido o
aumento no percentual de osso trabecular nos grupos BMP-4-lipossoma e TGF-
B1-lipossoma, um efeito sinergista entre os fatores de crescimento, quando
administrados em conjunto (grupo BTL), ndo foi observado. Possivelmente, estes
fatores de crescimento participam de etapas de reparo ndo simultaneas ou nao
consecutivas. A possivel interacdo entre estes fatores, bem como as
circunstancias em que eles se justapoem ou complementam suas funcées merece

ser investigada e deve ser objeto de futuras pesquisas.
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7. CONCLUSAO

A administragao local de BMP-4 e TGF-B, isolados e/ou associados, tem
um papel importante no processo de reparo 0sseo alveolar em ratos. Entretanto, o
aumento na deposicdo e maturacdo oOssea foi observado somente quando se
utilizou lipossomas como carreadores, possivelmente por permitirem a liberacao
controlada de fatores de crescimento, a regulacdo de sua disponibilidade nos
alvéolos e a protecdo contra absorcdo e degradacdo precoces por proteases

locais.
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