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RESUMO
O processo de reparo 6sseo dos maxilares é mediado por uma cascata de eventos
moleculares, na qual participam fatores de crescimento e seus receptores. O conhecimento
das moléculas sinalizadoras durante a dindmica da cicatrizagédo alveolar e remodelacdo dos
tecidos periodontais, pode tornar o tratamento mais rapido e permitir, por meio da
modulacdo bioldgica, o alcance dos objetivos clinicos, estéticos e funcionais, com maior
qualidade e menor comprometimento dos tecidos envolvidos. Este trabalho propbs-se a
avaliar o efeito da administracdo local de EGF(Fator de Crescimento epidérmico)veiculado
as vesiculas de lipossomas, no processo cicatricial em alvéolos dentarios de ratos, apés
exodontia de segundos molares superiores. Foram utilizados 48 ratos machos Wistar com
peso corporal entre 250-300g. ApGs exodontia, os animais foram distribuidos em 3 grupos,
0s quais receberam microinje¢cdes de: 1)- PBS,ll)-lipossomas vazios; Ill)- EGF 20ng/uL-
Lipossoma. Os animais foram sacrificados ap6s 03, 07, 14 e 21 dias. Fragmentos de
maxilas foram fixados em FNT 10% por 48 horas, desmineralizados em EDTA 10% e
incluidos em parafina. Os fragmentos foram processados para andlise histologica (coloracao
de hematoxilina-eosina-HE) A administracdo de EGF em lipossoma proporcionou um
aumento significativo no reparo 6sseo com 14 e 21 dias,obervando um aumento na
densidade radiografica e na quantidade de osso neoformado para o lado experimental,

gquando comparado ao lado controle.

Palavras chaves: Fatores de crescimento. Lipossoma. Reparo 6sseo. EGF.



ABSTRACT

The repair process of the jaw bone is mediated by a cascade of molecular events, involving
growth factors and their receptors. The knowledge of signaling molecules during the cellular
dynamics of wound healing and remodeling of periodontal tissues, may make the treatment
more quickly and allow, through the biological modulation, the range of clinical objectives,
aesthetic and functional, with better quality and less involvement of the tissuesinvolved. This
study aimed to evaluate the effect of local administration of EGF (Epidermal Growth Factor)
conveyed the vesicles of liposomes in the healing process in the dental alveoli of rats after
extraction of second molars. We used 48 male Wistar rats weighing between 250-300g. After
extraction, the animals were divided into three groups, which received infusions of: 1 - PBS.2
-empty liposomes; 3 - EGF 20ng/uL-Lipossoma. The animals were sacrificed after 03, 07, 14
and 21 days. Jaw fragments were fixed in 10% NBF for 48 hours, demineralized in 10%
EDTA and embedded in paraffin. The fragments were processed for histological
(hematoxylin-eosin-HE). The administration of EGF in liposomes provided a significant
increase in bone repairwith 14 and2l1 days, an observableincrease in radiographic
density and the  amountof new bone formation for the experimental  side when

compared to the control side.

Keywords: growthfactors. Liposome. Bonerepair.EGF
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1 INTRODUGCAO

Cada vez a odontologia tem buscado aprimorar técinas que objetivam devolver
funcionalidade e estética ao sistema estomatognatico,nesse contexto € importante que
consideremos a importédncia do osso alveolar,visto que o elemento dental encontra-se
ancorado nessa estrura,e todos os procedimentos odontolégicos dependem da integridade

0ssea dos processos alveolares.

Denomina-se de processo alveolar a por¢do da maxila ou da mandibula que sustenta
e protege 0s dentes. Assim como 0 0SSO em outros sitios, 0 0sso alveolar também funciona
como um tecido mineralizado de suporte, oferecendo insercdo aos musculos e promovendo
um arcaboucgo para a medula éssea. Possui grande resisténcia como propriedade biolégica
devido a sua plasticidade, permitindo que seja remodelado conforme suas demandas
funcionais. Requer estimulos funcionais para manter a massa 0ssea, dependendo da
presenca de dentes para seu desenvolvimento e manutencdo (BERKOVITZ; HOLLAND;
MOXHAM, 2004b).

Apesar do alto poder de reparo do tecido 6sseo, algumas feridas ndo conseguem a
reconstrucdo do defeito de forma satisfatoria, demandando investigacdes continuadas na
natureza da osteogénese e em métodos de controla-la. A compreensao dos eventos basicos
do processo de reparo 0sseo constitui a base para o desenvolvimento de novas técnicas
para estimula-lo Terapias para reconstrucdo 6ssea Sao pré-requisitos essenciais para a
reabilitacdo do sistema estomatognatico, especialmente na correcdo de perdas traumaticas
ou mudancas atroficas do processo alveolar da maxila ou mandibula (WILTFANG et al.,
2004).

Tem sido notavel o desenvolvimento dos Biomateriais utilizados em cirurgia
ortopédica, traumatoldgica e maxilofacial, particularmente dos substitutos 0sseos. Esses
podem ser definidos como “todo o material de origem humana, animal, vegetal ou sintético,
destinado a implantagdo no homem com a perspectiva de uma reconstituicdo do tecido
0sseo, para o reforco de uma estrutura éssea ou para o preenchimento de uma perda de
substancia 0ssea de origem traumética ou ortopédica(MARINARD, FERRARA, N.; DAVIS-

SMYTH,1997)

O desenvolvimento de novas tecnologias e biomateriais para auxiliar nos complexos

processos de reparo 6sseo dependem do conhecimento das vias moleculares que cercam a
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formacdo dssea, e, em particular, da relagdo existente entre as células progenitoras e o
ambiente especifico, no qual irdo diferenciar-se em suas células de destino, bem como da

interagdo com biomateriais que sejam usados no preenchimento de tais defeitos

Particularmente com relagdo ao estudo do reparo 0sseo, tem se buscado entender
a regulacdo da aposicao e reabsorcdo Ossea via identificacdo de proteinas sinalizadoras
responsaveis por estes processos (DUCY, SCHINKE KARSENTY, 2000; RODAN &
MARTIN, 2000; TEITELBAUM 2000; ALVES et al., 2009). O avanco nesta area podera
contribuir para o desenvolvimento ou melhoria do tratamento de perdas 6ésseas,
minimizando o tempo de reparo. Ndo s6 a Odontologia almeja por esse avango mais

também outras areas como: medicina, medicina veterinaria, fisioterapia entre outras.

Véarias moléculas sinalizadoras como membros dos fatores de crescimento
fibroblasticos (FGF), fatores de crescimento epidérmico(EGF), fator de crescimento
transformante (Beta) B (TGF- B), proteina morfogenética 6ssea (BMP), fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF), fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) s@o expressos e ativos durante o desenvolvimento e
reparo 0sseo, cada qual com sua fungdo especifica. A aposicdo e reabsor¢cdo 0ssea séo
entdo eventos dindmicos, dependentes da acéo de fatores de crescimento como o EGF e as
Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs), metaloproteinases de matriz (MMPs), fosfatase
alcalina, fosfatase 4&cida resistente ao tartarato (TRAP) e Oxido nitrico (NO)
(MANDRACCHIA, NELSON, BARP, 2001; STREET et al., 2002; ZELZER, 2002,
GERSTENFELD et al, 2003; AROSARENA & COLLINS 2005; LIZUKA et al., 2005).

Muitas estratégias tém sido desenvolvidas para acelerar o reparo 0sseo em
ferimentos, incluindo fatores de crescimento exdégenos, enxertos 6sseos, além da evolucéo
e desenvolvimento de novas vias de administracdo de agentes indutores e drogas
osteogénicas (BAGI et al., 1994; LINKHART et al.,, 1996). Um dos objetivos das terapias
teciduais esqueléticas € acelerar o processo de cicatrizagdo, diminuindo o periodo de
maturacdo Ossea, focalizando uma ou mais fases do processo de reparo: inflamacao,
revascularizagéo, osteoinducgéo, osteoconducédo e remodelacdo (COLNOT et al., 2005;
GIAVARESI et al., 2005).

Fatores de crescimento podem ativar ou regular uma grande variedade de funcdes
celulares, estimulando a diferenciacdo, proliferagdo, migracdo, adesao celular e expressao
de genes (LUGINBUEHL et al., 2004; KRISHNAN, 2006). Possuem efeitos sobre as células
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da mesma classe (fatores autécrinos) ou sobre as células de outra classe dentro do tecido
(fatores paracrinos), e estdo presentes na circulacdo, podendo agir localmente ou como
reguladores sistémicos do metabolismo esquelético. Possui acéo direta e importante tanto
no crescimento celular, como na aposicdo e reabsorcdo Ossea e, possivelmente na

patofisiologia das disfun¢des 6sseas (HILL, 1998).

O termo Fator de Crescimento (GF) refere-se a uma classe de proteinas
sinalizadoras que possui acdo direta e importante tanto no crescimento como na
diferenciagcéo para determinadas linhagens celulares. Uma indugéo celular efetiva depende
de varios parametros, os quais incluem a concentracdo dos GFs no meio extracelular, o
tempo e duracdo da exposicdo, o tipo de célula alvo e seu estado de diferenciagéo, a
expressao de receptores especificos e a presenca de outros GFs, os quais podem promover
efeitos sinergistas ou antagonistas (GIANNOBILE, WHITSON, LYNCH, 1997;
SCHMIDMAIER et al., 2003; CHAUDHARY et al., 2004; HUANG et al., 2005).

O efeito dos fatores de crescimento € mediado por receptores de superficie das
células alvo pela ativagéo intracelular de enzimas fosforiladas, as quais induzem uma via de
sinalizac&o intracelular pela agregacdo de co-fatores e outras proteinas, os quais migram
para o nucleo(fig.1). Juntos com outros fatores de transcricao eles ativam um sitio de genes,
0s quais entdo exercem trocas especificas na atividade celular ou fenétipo (SCHLIEPHAKE,
2002).

Secreted Ligand

Target Cell l[
Activation Feofem ‘

]Tr;mxhlinn

Nucleus

T'ranscription mRNA

—_—
Factor W ..................

DNA

Figura 1 — Complexo Ligante-receptor para fatores de crescimento e fatores de transcricdo Fonte: Adaptado de
Lieberman et al .(2002).
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Devido ao conhecimento do efeito individual dos GFs nas atividades de diferentes
tipos celulares, cada proteina/peptideo tem sido utilizada pelos pesquisadores, numa série
de estratégias para promover a cicatrizacdo tecidual, normalmente em conjunto com
sistemas de entrega, ou seja, veiculos para disponibilizacdo de drogas para controlar a
velocidade, tempo e quantidade de liberacédo (LIEBERMAN et al., 2002; LUGINBUEHL et al.,
2004; ROSE et al., 2004; ANITUA et al., 2007; LEE & SHIN, 2007).

No tecido 6sseo, as terapias com os GFs tém sido aplicadas na promogéo e, em
alguns casos, na inducdo da formacdo de novo osso em defeitos 0sseos, nos sitios de
reparo de fraturas e, também, em areas adjacentes de implantes metalicos. (BESSHO et al.,
1999; RAMOSHERBI, 2002; SCHLIEPHAKE, 2002; KLOEN et al., 2003).

Durante o processo de reparo 6sseo a angiogénese tem um papel importante para a
formacéo de novos vasos sanglineos, a partir de capilares pré-existentes (CHAIN, JONES,
TARNAWSKI, 2004). O fator de crescimento epidérmico(EGF) estimula a angiogenese e a
permeabilidade vascular, bem como induz o crescimento de tecido epitelial. Este fator
também tem um efeito proliferativo em fibroblastos periosteais e osteoblastos (HUDSON-
GOODMAN, GIRARD, JONES, 1990; TONZUM & DEMIRALP, 2003). Fibroblastos,
queratinocitos, macréfagos e células endoteliais respondem produzindo e liberando MMPs
mediante estimulos de mediadores catabdlicos como EGF (WAHL & CORCORAN, 1993).

O fator de crescimento epidérmico (EGF) é um polipeptideo de 6100 Da ou 6 kDa,
uma cadeia polipeptidica de 53 aminoé&cidos residuais que contém trés cadeias dissulfidicas,
as quais sao importantes na sua atividade biol6gica. Mitogeno potente, tem sido detectado
no plasma, liquido amniotico, urina, saliva, epitélio juncional da gengiva e trato
gastrointestinal (LAATO,1988 ).

O EGF atua pela ligagdo a receptores especificos na membrana celular,
estabelecendo uma cascata de eventos que levam a inducdo, ao favorecimento ou a
inibicdo de inimeros genes citocina-regulados no nucleo celular. O EGF regulara a
proliferacdo, a diferenciacdo e a transformacgé&o celular in vitro e tem importante papel nos
processos de desenvolvimento in vivo (CAM, NEUMANN, RUCH, 1990; SZACHOWICZ,
1995; TROWBRIDGE & EMLING, 1996).

A disponibilizacéo local de fatores de crescimento no alvéolo do dente extraido pode

favorecer os procedimentos clinicos no reparo 0sseo. Para tanto, seria necessario um
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sistema capaz de liberar o composto terapéutico de forma gradual e constante durante o
processo de cicatrizagéo alveolar. Os lipossomas tém sido os carreadores de escolha como
veiculo de distribuicdo para compostos biologicamente ativos. Sao particulas esféricas
microscoépicas, cujas membranas, desenvolvidas com uma ou mais bicamadas lipidicas,
encapsulam uma fracdo de solvente que ficam suspensos em seu interior(fig.2). Em
comparagcdo com outros carreadores, 0s lipossomas tém algumas vantagens, como

degradabilidade biolégica e relativa seguranca toxicologica e imunoldgica (LASIC, 1993).

—

g o

Figura 2 — Estrutura unilamelar do lipossoma. FONTE: Adaptado de Chorilli et al., 2004..

Refinamentos nas técnicas de engenharia tecidual ao longo da década passada
possibilitaram a regeneracdo 6ssea in vivo em muitos modelos animais e a transmisséo
destas técnicas para aplicacdes ortopédicas. Enquanto esses avangos S80 promissores
para uma eventual regeneracdo Ossea guiada nos maxilares, muito ainda precisa ser
compreendido sobre a interacdo de biomoléculas envolvidas na cicatrizacdo 6ssea e sobre 0
melhor método de administrac@o destes fatores (AROSARENA & COLLINS, 2005, WONG &
RABIE, 2005).

O método mais empregado na avaliagcdo do reparo 6sseo € o histolégico, seguido da
andlise das imagens por algum sistema computacional que possa quantificar, por exemplo,
0 tecido 06sseo neoformado (SASAKI, T.; WATANABE 1995). O acompanhamento
radiografico tem sido utilizado como um importante meio de avaliacdo do nivel 6sseo (Reddy

& Wang, 1999; Tavano et al. 1999). Sendo assim a associacdo desses métodos apresenta
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alto grau de precisédo, podendo determinar pequenas alteracdes 0sseas que possam ocorrer
durante um determinado periodo de tempo (Frederiksen,1995).

Considerando o potencial do uso dos Fatores de Crescimento (GFs) carreados por
lipossomas, este estudo teve como objetivo a avaliagdo radiografica, histolégica e
histomorfométrica, durante o processo de reparo de feridas alveolares de ratos, preenchidas
ou ndo com EGF carreado por lipossomas, no reparo 0sseo alveolar.



19

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o processo de reparo 6sseo em alvéolos dentais de ratos apoés
administracédo de EGF carreado por lipossoma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar por meio de analise radiogréfica digital a densidade do processo de reparo
0sseo neoformado em alvéolos dentais de ratos, tratados ou ndo com EGF carreado por

lipossoma, com 03, 07, 14 e 21 dias apés a exodontia.

Avaliar histolégica e histomorfométricamente o efeito da administracdo de EGF carreado
por lipossoma na neoformagdo Ossea. Caracterizar as alteragbes durante o processo de

reparo 6sseo em alvéolos dentais de ratos, 03, 07, 14 e 21 dias ap6s a exodontia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 36 Rattus norvegicus, linhagem Wistar adultos machos, com peso
médio entre 250 e 300 gramas e idade média de 03 meses, provenientes do Biotério da
Universidade de Uberaba (UNIUBE), campus aeroporto.

Durante o periodo experimental os animais foram mantidos em biotério apropriado,
acondicionados em gaiolas plasticas contendo um numero maximo de 04 animais, sob
temperatura ambiente e controle de luz automética (07h-19h). Os animais foram
alimentados com ragdo comercial granulada para roedores (Labina, Purina) e agua ad
libitum. O manuseio dos animais seguiu as normas propostas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, sendo o projeto de pesquisa avaliado e aprovado pela Comissdo
de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade de Uberaba (UNIUBE), com
protocolo nimero 082/2009.

3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para a realizacdo das cirurgias, os animais foram anestesiados através de injecao
intramuscular de uma combinacdo de cloridrato de xilazina 2% (Rompun®, Bayer)
(0,1ml/100g), utilizado como sedativo e relaxante muscular, e cloridrato de Ketamina 10%
(Ketalar®, Parke-Davis) (0,1ml/100g), como anestésico geral. Utilizando-se um instrumento
de Hollemback para sindesmotomia e uma pinga dente de rato para luxagdo,(Fig.3a) foram
extraidos os dentes segundos molares superiores direitos e esquerdos. No lado direito das
arcadas os alvéolos foram utilizados como controle do processo de reparo 6sseo, tendo sido
naturalmente preenchido com coagulo. No lado esquerdo, experimental, foram

administrados; PBS, lipossomas vazios, EGF em lipossomas (20 ng\ml).(fig3b)
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Figura 3b :No lado direito das arcadas os alvéolos

Figura 3a: Utilizando-se um instrumento de

Hollemback para sindesmotomia e uma ) ) )
pinca dente de rato para luxacao,(Fig.3a) reparo 6sseo, tendo sido naturalmente preenchido

foram utilizados como controle do processo de

com coagulo. No lado esquerdo, experimental,
foram administrados; PBS, lipossomas vazios, EGF
em lipossomas (20 ng\ml).(fig3b)

3.3 Distribuicdo das amostras

Todos os animais foram submetidos a exodontia dos segundos molares superiores
direito e esquerdo. O lado direito constitui o lado controle, preenchido com o coagulo. No
lado esquerdo, experimental, foram administrados: GRUPO I: PBS; GRUPO II: Lipossomo
vasio; GRUPO IlI: 20ng/uL de EGF em lipossomas. Os animais foram sacrificados aos 03,
07, 14 e 21 dias apds os procedimentos cirdrgicos. Quatro animais por periodo, para cada

grupo, foram utilizados totalizando 48 animais (Quadro I)

GRUPOS TRATAMENTO PERIODOS
IREITO ESQUERDO 3 DIAS 7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS

Coagulo PBS
animais Jlanimais [ animais [ animais

Coagulo || EGF
20ng/pL- animais f animais [ animais Jlanimais
Lipossoma

Coagulo [ 20ng/uL
Lipossoma Jlanimais [ animais [ animais [ animais
vazio

Quadro I:Distribuicéo das amostras
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3.4 PREPARAGCAO DOS LIPOSSOMAS E CITOCINAS - LIPOSSOMAS

As solugbes foram preparadas no Laboratorio de Biopatologia e Biologia Molecular
da Universidade de Uberaba, sob a orientacéo do professor Dr. Tony Paiva Paulino.

Seguindo as normas pré estabelecidas:

Os lipossomas foram preparados por sonicacdo, empregando-se 12,0 mg de
dipalmitoil fostatidil colina (DPPC) e 1,2 mg de lisofosfatidil colina (LPC), os quais foram
dissolvidos conjuntamente em 4 mL de cloroférmio (em um tubo de ensaio 120 X 12 mm).
Em seguida, esta solucéo foi seca sob uma atmosfera de nitrogénio. Apos secagem, 4 mL
de tampéo fosfato salino (PBS, pH 7,4) foram adicionados ao filme obtido e, em seguida,
incubados a 60°C durante 1 hora, com intervalos de uma vigorosa agitagdo a cada 10
minutos. Apos este periodo de incubagdo, a mistura foi sonicada por 4 minutos com um
sonicador de ponta (VibraCell, modelo VC 600). O preparo dos fatores de crescimento —
lipossoma, ocorreu da mesma maneira, sendo que a proteina (10 uL da solucéo estoque) foi

adicionada a fase aquosa (990 puL) antes da incubacéo.

Ambas as misturas (lipossomas e fatores de crescimento-lipossomas) foram
centrifugadas a 100.000xg durante 20 minutos (Ultracentrifuga Hitachi Himac 70 MX). O
sobrenadante corresponde as vesiculas unilamelares relativamente homogéneas, as quais

foram avaliadas através de medidas de espalhamento de luz.

3.5 VIAS DE ADMINISTRACAO

A administracdo foi realizada dentro dos alvéolos logo apdés a extracdo dos
segundos molares superiores, utilizando para este procedimento, uma seringa de preciséo,
graduada em microlitros(Fig.4) da marca HAMILTON COMPANY®. As microinjecdes foram
aplicadas dentro do coagulo, com volume de 1uL , com seringa posicionada verticalmente,

paralela ao primeiro e terceiros molares.

ce v heiasbom
blasbgiatgrbanintonnts ops

-~

Figura 4:Seringa Hamilton Company®
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3.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, conforme protocolo padrédo do
comité de ética. Em seguida, foram decapitados, as maxilas dissecadas, e fixadas por 48
hs & temperatura ambiente em solucdo de formalina neutra tamponada a 10%. Apds
fixacdo, as maxilas foram rapidamente lavadas em agua corrente, separadas na linha

mediana, radiografadas e transferidas para solucdo desmineralizadora.

3.7 PROCESSAMENTO RADIOGRAFICO DOS ESPECIMES PARA ANALISE

As hemi-maxilas, direitas (controle) e esquerdas (teste) foram radiografadas utilizando-
se um filme radiografico periapical e um aparelho radiografico (Dabi-Atlante). Os filmes
foram revelados de forma padronizada, dentro da camara escura por 2 minutos a
temperatura ambiente. As imagens (Fig 5) radiograficas foram capturadas e
armazenadas em um banco de dados até o momento da avaliacdo. Para determinar a
densidade Ossea, utilizamos o programa SIDEXIS. Em cada imagem, foram tracadas
linhas na regido apical, na regido média e na regido cervical dos alvéolos dos diferentes
grupos de animais Os pontos obtidos em cada uma das regifes, representados no
gréafico (Fig 6) foram convertidos em valores numéricos. Na figura 6 com um click em
copy € possivel copiar os dados e salva-los em uma planilha do Excel. Pode-se entédo
determinar as médias e os desvios padrao representando as areas do alveolo. Os dados

foram analisados estatisticamente (Teste Tukey seguido teste de Dun).
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Figura 5:Foram tracadas linhas na regido apical, na regido média e na regido cervical dos alvéolos dos

diferentes grupos de animais

Figura 6: Os pontos obtidos em cada uma das regides, representados no grafico

Display density profile

'\-‘lewflnder Click an the view finder and drag it

_I L anta the profile line in the image.
A

100% [ Uncorected Copy

Figura 7: Com um click em copy € possivel copiar os dados e salva-los em
uma planilha do Excel.

3.8 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DOS ESPECIMES PARA ANALISE

Apos a fixagdo, as maxilas foram desmineralizadas em solucdo tamponada de
EDTA (Acido diaminotetracético) a 10%, (ph entre 7,2 e 7,4) & temperatura ambiente, com
trocas a cada 2 dias, durante um periodo de 40 dias. Apés a desmineralizacdo as maxilas
foram lavadas em H,O corrente por uma noite e separadas em metades direita e esquerda.
Os fragmentos foram entdo, processados para analise histoldégica e histomorfometrica,

conforme protocolo a seguir:
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» Desidratagdo: os tecidos foram mergulhados em uma série crescente de alcool (70%, 80%,
90%, absoluto I, absoluto I, absoluto I11), com um tempo de 30 minutos em cada banho;

» Diafanizacéo: os tecidos foram mergulhados em trés banhos de xilol, durante 30 minutos em
cada banho;

» Infiltragdo: foram realizados trés banhos em parafina a 58°C, durante 90 minutos em cada.
ApGs o ultimo banho, as pecas foram incluidas em blocos de parafina.

Os blocos de parafina de todos os animais foram cortados no sentido longitudinal
antero-posterior, em um micr6tomo, obtendo-se cortes seriados de seis micrébmetros de
espessura. Os cortes foram coletados em laminas de vidro e deixados secar durante um dia.
Em seguida, foram realizados os procedimentos de coloragdo de hematoxilina-eosina (HE)

para andlises histoldgicas.

3.9 ANALISE HISTOLOGICA

Os cortes foram feitos com 6um de espessura coletadas em as laminas
histolégicas e coradas com hematoxilina-eosina (HE). Em seguida as laminas foram
analisadas pela microscopia de luz convencional para estudo histoldgico. Os cortes foram
analisados procedendo-se a leitura em varredura longitudinal, utilizando-se um microscépio
(Carl Zeiss ICS KF2). Os critérios para analise histolégica foram: 1- caracteristica do tecido
conjuntivo que preenche o alvéolo, sua organizacdo e maturacao; 2- presenca de células
Osseas, bem como a presenca de tecido 6sseo neoformado, vasos sanguineos e; 3-

presenca de reacao inflamatoria nas areas experimental e controle.

3.10 - ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para andlise quantitativa da neoformacao 0ssea utilizou-se um reticulo milimetrado
(LACERDA, 1995), construido no programa Power Point ® 2002 (Figura 6). Este reticulo foi
elaborado a partir de um sistema de linhas, dividindo a imagem em quadrados espacados
por um intervalo de 1cm, que foi superposto as fotomicrografias utilizando-se o programa
Confocal Assistance®© evitando assim, distorcdo durante superposicdo de imagens. A
avaliacdo das trabéculas foi feita considerando as estruturas localizadas na interse¢édo das
linhas do reticulo. Para as contagens foi utilizado o software UTHSCSA Image Tool© 2.03.

Os resultados séo apresentados como médias e 0os desvios padrao.
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Figura 8 — Lamina histoldgica mostrando a colocagéo de reticulo milimetrado utilizado para contagem de vasos,

osteoclastos e osso neoformado. Fonte: Lacerda,1995.

3.11 — Andlise estatistica

Os dados foram avaliados estatisticamente, pelo teste de Tukey, seguido do teste de
Dun. Foram considerados estatisticamente significantes valores com p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1-Andlise radiografica da neoformacéo 6ssea

Utilizando o software SIDEXIS, avaliamos a densidade do processo de reparo dos
alvéolos em trés diferentes niveis, apical médio e cervical. Os resultados representam as
médias dos diferentes pontos obtidos. Observamos sempre valores maiores para a regiao
apical, seguida da média e cervical onde os valores foram menores. Optamos por utilizar a
média dos valores, para a densidade do processo de reparo e comparar com dados
histolégicos da neoformacdo Ossea dos alvéolos nos diferentes grupos. Os dados estédo
expressos no grafico 1. A analise do gréafico mostra que o lado direito (controle) de todos os
grupos apresentou um padréo de densidade crescente, sendo menor aos 3 dias, alcan¢cando
indices mais elevados aos 21 dias ap6s o0s procedimentos cirdrgicos. Resultados
semelhantes foram observados nos alvéolos do lado esquerdo aos 3, 7, 14 e 21 dias nos
animais tratados com PBS e Lipossomo vazio. Nos animais tratados com EGF em
lipossomos, os valores foram maiores aos 14 e 21 dias, com uma diferencga estatisticamente

significante (p,0,05)
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Gréfico 1. Medias dos valores de densidade do processo de reparo alveolar
no lado direito (controle) e esquerdo, com diferentes tratamentos e intervalos

de tempo. Teste Tukey p<0,05.

4.2-Andlise microscopica descritiva da resposta tecidual.
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Tanto o lado direito (controle), quanto lado esquerdo (experimental), em todos os
periodos, apresentaram aspecto histolégico com os eventos classicos da reparagédo 0ssea:
inflamacgédo, formacdo do tecido de granulagdo, formacdo de tecido O6sseo primério e
substituicdo deste por osso lamelar.

4.2.1-Andlise Histolégica Periodo de 3 dias:

Aos trés dias a area do defeito 6sseo cirurgico tanto do lado direito (controle)
quanto do lado esquerdo (experimental), apresentou organizacdo tecidual semelhante,

caracterizada por tecido conjuntivo vascularizado e intenso processo inflamatério nos

animais dos trés grupos. Nao foram observadas neoformacédo 0ssea (Figura 09).

Figura 09-Aspecto histoldgico do alvéolo trés (3) dias apds os procedimentos cirdrgicos. A figura representa tanto o lado

direito como o esquerdo. Nao foram observadas diferengas no padréo histolégico. Hematoxilina e Eosina. Barra 20 pm.

4.2.2-Andlise Histologica Periodo de 7 dias:

Aos sete dias, a organizacao tecidual do processo de reparo foi semelhante no lado
controle e experimental nos grupos | (tratados com PBS) e Il (tratados com Lipossomos

vazios). A area do defeito 6sseo cirlrgico, apresentou-se preenchida por tecido conjuntivo
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vascularizado, bem mais organizado em relagcéo ao periodo anterior. Na porcao superior do
alvéolo existe tecido conjuntivo menos organizado associado a infiltrado inflamatério. Este
periodo foi caracterizado pela formacao das primeiras trabéculas 6sseas a partir do fundo do
alvéolo (Figura 10).

A andlise do processo de reparo nos alvéolos do lado esquerdo do grupo i
(tratados com EGF em lipossomos), mostrou, além de tecido conjuntivo mais organizado

agrupamentos de osteoblastos intimamente associados a neoformagdo 6ssea, sugerindo

maior quantidade de trabéculas do que nos grupo | e Il Figura 10).

Figura 10- Aspecto histologico dos alvéolos controles e tratados com PBS e com Lipossomos vazios. Seta
amarela Espacos medulares. Seta azul trabécula 6ssea. Seta branca ostedcito. Hematoxilina e Eosina. Barra 20

pm.
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Figura 11- Aspecto histolégico dos alvéolos tratados com EGF em Lipossomos. Seta amarela Espacos

medulares. Seta azul trabécula 6ssea. Seta branca ostedécito. Hematoxilina e Eosina. Barra 20 ym.

4.2.3-Andlise Histoldgica Periodo de 14 dias:

Aos quatorze e 21 dias a organizacdo tecidual em todos os grupos eram muito
semelhantes. Grande parte dos alvéolos estavam preenchidos com trabéculas ésseas
neoformadas a partir do fundo do alvéolos. Nota-se todavia, diferencas na organizacdo e
distribuicAo dos componentes teciduais envolvidos no processo de reparo alveolar.
Enquanto nos alvéolos controle e tratatos com PBS e Lipossomos vazios as trabéculas
exibiam um padrdo mais imaturo com amplos espagos medulares (Fig. 12), nos alvéolos dos
animais tratados com EGF em Lipossomos, 0s espacos medulares eram menores e as
trabéculas apresentam menor niumero de ostedcitos (Fig 13).
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Figura 12 - Aspecto histoldgico dos alvéolos 14 dias lado direito (controle) e lado esquerdo (tratados com PBS
ou com Lipossomos vazios). Seta amarela Espagos medulares. Seta azul trabécula Ossea. Seta branca
ostedcito. Hematoxilina e Eosina. Barra 20 pm.

Figura 13 - Aspecto histologico dos alvéolos 14 dias tratados com EGF em Lipossomos.
Hematoxilina e Eosina.Seta amarela Espacos medulares. Seta azul trabécula 6ssea. Seta branca
ostedcito. Barra 20 um
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4.3-Andlise histomorfométrica da resposta tecidual.

Os resultados da analise histomorfométrica, relativa ao tecido 6sseo neoformado
(trabéculas 6sseas) encontra-se no grafico abaixo. Podemos observar que aos 7 dias, o
namero de trabéculas tende a ser maior no grupo tratado com EGF/lipossomo, contudo nao
ha diferenca estatistica entre os alvéolos do lado direito e esquerdo.

Aos 14 e 21 dias, ndo ha diferenca entre a quantidade de trabéculas 6sseas nos alvéolos
tratados com PBS e com lipossomo vazio, quando comparados aos do lado direito
(controles). Nos animais tratados com EGF carreados por lipossomos a quantidade de
trabéculas dsseas foi estatisticamente maior nos alvéolos do lado esquerdo, quando
comparados com alvéolos esquerdos e direitos dos animais tratados com PBS e com

Lipossomos vazio (p< 0,05).
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Grafico 2. Quantificacdo de trabéculas 6sseas, nos alvéolos do lado direito (controle) e esquerdo com diferentes

tratamentos e intervalos de tempo. Teste Tukey p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Fraturas complexas, de dificil tratamento, ainda sdo grandes desafios dentro da
Odontologia. Os métodos cirdrgicos envolvendo enxertos 0sseos podem trazer bons
resultados, porém, elevam o tempo cirdrgico, além de ndo estarem livres de complicacdes.
A utilizac@o de substitutos 0sseos tem sido objeto de intensa investigagdo a nivel mundial,
com vista a ultrapassar as limitacdes do uso de enxertos para preencher defeitos dsseos.
Além disso, a utilizacdo de substadncias com capacidade osteogénica abre novas
perspectivas no tratamento de fraturas, perda 6ssea por doengas periodontais e resseccao
de tumores. Levando em consideracdo a importancia do esqueleto e as condi¢des para sua
regeneracgdo, principalmente do esqueleto facial, justifica-se a busca por materiais que

preencham falhas dessa estrutura e estimulam o processo de regeneragao 0ssea.

Acredita-se que em defeitos ndo reparaveis espontaneamente os fatores de
crescimento (FC) n&o alcancariam o centro do defeito ou ndo estariam presentes em
guantidades suficientes. Muitas células mesenquimais embora presentes nao seriam alvos
dos FCs e consequentemente ndo seriam ativadas para proliferagdo e diferenciagédo para
células produtoras de tecido Osseo, 0 que determinaria o preenchimento do defeito por
tecido fibroso ou invaséo por tecido muscular (SZACHOWICZ, 1995; ZELLIN & LINDE,
1997).

Porém pouco se sabe sobre o papel de Fatores de Crescimentos exdgenos no
processo de reparo 6sseo. Acreditamos que o entendimento da atuacdo de moléculas como
o EGF no processo de reparo 6sseo, poderd proporcionar diretrizes mais seguras no
desenvolvimento de biomateriais para enxertos 6sseos, bem como contribuir para a

elucidacéo da cascata molecular que rege esse reparo.

Em geral o melhor modelo e aquele capaz de mimetizar a situacdo clinica para o
qual a técnica cirtrgica ou o material de enxerto 6sseo foi desenvolvido. Para tanto, varios
sistemas testes tem sido utilizados, entre eles, o reparo de fraturas, a perda segmental em
0sso longo, o defeito de tamanho critico em cranio, defeitos pos-exodontia e varias outras
formas de ndo unido. O modelo experimental utilizado nesse trabalho foi selecionado por
oferecer condi¢bes adequadas para estudos de reparacdo 0ssea e por se prestar, desta
forma, como ferramenta util para o entendimento dos processos moleculares que regulam a

reparacao.
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A utilizacdo de modelos animais para embasamento cientifico deve ser etapa
fundamental no processo de pesquisa. Dentre os diversos modelos animais utilizados, como
gatos (LI, REINISCH & VAN DE MERVE 1992), coelhos (STEIN et al., 1990) e ratos, estes
sdo o0s mais utilizados (AOKI et al., 1996). Concordamos com KARAHARJU-SUVANTO
(1994) que os ratos séo animais de baixo custo, facil manutencéo e enquadram-se nos
conceitos de bioética.

A escolha dos periodos experimentais de 03, 07, 14 e 21 dias se mostrou adequada,
uma vez que o processo de reparo em feridas de extracdo dental em ratos dura
aproximadamente 21 dias, periodo no qual o alvéolo e preenchido totalmente por
trabeculado 6sseo neoformado (CARVALHO, et al. 1983)

A utilizacdo de animais de pequeno porte (ratos) como proposto por Waldo e
Rothblatt (1954) para pesquisas em laboratério, também se mostrou adequada, uma vez
gue elimina problemas tais como o controle genético e outras variaveis. Alem disso, permite
gue o experimento seja realizado com um nimero maior de animais num intervalo de tempo
menor entre 0 experimento e a analise dos resultados tendo em vista seu metabolismo mais

acelerado em relacdo a outros animais de grande porte (cées, coelhos, macacos).

Segundo CHESMEL e colaboradores (1998), o potencial osteoindutor varia em
relacdo a posicdo ocupada pelo hospedeiro na escala filogenética, sendo que os seres vivos
mais inferiores (p. ex. roedores) possuem uma maior capacidade tanto de induzir quanto de
responder a um estimulo osteoindutor, o que torna o implante de EGF carreado por

lipossomnas em ratos um modelo experimental para estudos do processo de reparo Gsseo.

A analise do peso dos animais encontra justificativa pelo fato de que o osso, sendo
um tecido metabolicamente dindmico é influenciado pelo fator nutricional e deficiéncias
protéico-nutricionais (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2003).

Apesar de nenhum procedimento de anti-sepsia intrabucal ter sido realizado como
procedimento pré-operatério ndo foi observado qualquer sinal de infeccdo nos dias
seguintes a insercdo do material. Desta maneira, parece que a eliminacdo de tal
procedimento ndo comprometeu o processo de reparo. Tal afirmativa encontra subsidios no
estudo realizado por Magro Filho et al., (1996) os quais concluiram que 0 uso prévio de
clorexedina (0,2%) para a exodontia do incisivo superior direito em 45 ratos de raca Wistar

néo interferiu na cronologia da reparacédo das feridas de extracao dental.
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Nao foi utilizada sutura apos a exodontia, 0 que ndo comprometeu a formagéo do
coagulo e o reparo 6sseo. Provavelmente esse achado foi possivel pelo tempo da anestesia
e relaxamento muscular proporcionado pela medicacédo aplicada, ter sido suficiente para

manter o animal imével até a completa estabilizacdo do coagulo.

O diagnéstico radiogréfico possui duas principais fontes de incerteza: a qualidade
dos procedimentos necessarios para a producdo da radiografia e a interpretacdo subjetiva
da imagem. O software SIDEXIS utiliza a densidade das estruturas na imagem radiogréfica
de acordo com os tons das areas alteradas e das areas normais, calculada para cada linha
tracada na regido de interesse. Permite, portanto determinar os valores quantificadores da
reprodutibilidade, especificidade e confiabilidade deste método para detectar alteracdes
0sseas (KULLENDORF; PETERSSON, ROHLIN, 1997, MOL & VAN DER STELT, 1993).

As avaliagOes radiograficas de cirurgias experimentais, em geral, servem apenas de
referenciais para 0s exames pré e trans-operatérios, porém, quando valorizadas
guantitativamente pela densidade radiogréfica, tornam-se informacdes relevantes, para
viabilizarem hip6teses diagndsticas mais confidveis a serem comparadas aos achados
microscopicos. No presente estudo utilizamos o software SIDEXIS para determinar o
padrao de densidade do processo de reparo nos alvéolos e encontramos diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos. Nossos resultados estdo de acordo com
aqueles obtidos por CHEN et al.,, 1997, indicando a validade da utilizacdo de métodos

radiogréficos para a avaliacao de neoformacédo e regeneracao 6ssea.

Recentemente, demonstramos que implantes de matriz dentinaria humana
desmineralizada em alvéolos de ratos, acelerou o processo de reparo 6sseo aos 14 e 21
dias apbés os procedimentos cirdrgicos. Esses resultados foram interpretados como
decorrentes da liberacdo de BMP, pela matriz dentinaria. No presente estudo,
demonstramos com técnicas histol6gicas, aceleracdo do processo de reparo 6sseo nos
alvéolos tratadoss ccom EGF carreados por lipossomos aos 14 e 21 dias apdés o0s
procedidmentos cirargicos. Os dados histométricos mostraram aumento significativo (p<
0,05) no namero de trabéculas ésseas aos 14 e 21 dias, confirmando assim nossos dados
histolégicos. Embora, no presente estudo nenhuma avaliagdo sistematizada tenha sido feita
para quantificar o processo de angiogénese nos alvéolos tratados com EGF carreado por

lipossomos, grande numero de vasos foram observados.

O EGF é uma proteina encontrada em véarios tecidos (BENNETT NEIL E SCHULTZ
GREGORY, 1993) e possui o poder de estimular a sintese celular de DNA e esta
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diretamente associada a rapida regeneracdo dos tecidos ap0s as agressfes (SAROSIEK J
& MCCALLUM, 1995, OLSEN et al, 1984). Este fator tem uma ampla acao bioldgica e esta
envolvido com a inducdo do crescimento epitelial e da angiogénese. Entre suas acdes
biol6gicas, podem-se destacar ainda os efeitos mitogénicos e quimiotaticos nos fibroblastos
e a diferenciacédo e proliferacdo de células mesenquimais e epiteliais (SERRANO E CASAS,
1997, SKOV OLSEN, 1988, SKOV OLSEN, 1988), além de estimular a formacéo de tecido
de granulacdo (GARCIA, CORRAL, BASCONES, 2004). Por outro lado, fibroblastos e pré-
osteoblastos do ligamento periodontal expressam alta quantidade de receptores para o EGF
em suas membranas (SERRANO E CASAS, 1997, ARPORNMAEKLONG et al, 2004).

A angiogénese e um processo dinamico, finamente regulado por sinais presentes,
tanto no soro, quanto na matriz extracelular local (RISAU, 1997) e ocorre na matriz do leito
da ferida com a migragédo e estimulacdo mitogenica das células endoteliais (ARNOLD e
WEST, 1991). Este constitui, portanto, um complexo processo, que envolve mediadores
soluveis, interagbes célula-célula e célula-matriz extracelular, bem como forgas
biomecéanicas (PAPETTI e HERMAN, 2002). A invasao de vasos sanglineos tem um papel
decisivo no reparo tecidual e sugere-se que o EGF seja um mecanismo pelo qual a

angiogénese e osteogénese estao interligados ou dependentes durante o reparo 6sseo.

Estudos realizados utilizando o EGF demonstraram que esse fator de crescimento
estimula a angiogenese e a permeabilidade vascular, induzindo o crescimento de tecidos.
EGF e TGF-a sdo participantes na formagdo do tecido de granulacdo, nome dado
principalmente, pela caracteristica granular desse tecido devido a presenca de capilares
neoformados (FRADE, 2003). Este fator tem um efeito proliferativo celular nos fibroblastos
periosteais e células endoteliais, afetando funcBes como diferenciacdo, sintese de
macromoleculas e reabsor¢do dssea, além da divisdo celular (TONZUM & DEMIRALP,
2003, HUDSON-GOODMAN, GIRARD, JONES, 1990). O processo tecidual é estimulado
pela presenca do fator de crescimento epidérmico (EGF) e do fator de crescimento
transformante alfa (TGF-a) que é produzido por macréfagos ativados na ferida, plaquetas e
gueratinécitos (HUNT et al, 1984; SCHULTZ et al., 1991). Nossos achados estéo de acordo
com dados anteriores e sugerem que EGF carreado por lipossomos atua nas células
remasnecestes do ligamento periodontal e via seu receptor, acelera o reparo 6sseo seja

aumentando a angiogénese ou tecido de granulacao ou por ambos 0s mecanismos.

Os recentes avangos tecnolégicos na biologia celular e molecular tém trazido

esperancga no que diz respeito ao completo conhecimento da cascata molecular envolvida
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no reparo 0sseo, 0 que promete possibilidades para desenvolvimento de novas abordagens

como terapias com fatores de crescimento e solu¢gdes de problemas clinicos hoje insoluveis.

Os fatores de crescimento sdo expressos nos tecidos em dosagens-tempo-
dependente e a utilizacdo dessas proteinas para a estimulacdo da osteogénese, em ultima
instancia, supera as limitacdes atualmente encontradas no que diz respeito ao reparo 6sseo,
como por exemplo, a necessidade de sitio doador e a imunogenecidade dos materiais
(CHEN et al., 2002). Porém, como qualquer tratamento com fatores de crescimento, o
tempo, a dose e o contexto celular podem afetar a atividade da proteina (Eckardt et al.,
2003, Peng et al., 2002)

A administracdo de moléculas estimuladoras do reparo 0sseo tem por objetivo
tornar possivel a acdo a que ela se destina. No entanto, muitas vezes uma grande fracéo do
medicamento é eliminada sem exercer nenhuma atividade. Sendo assim, atualmente, ha o
desenvolvimento de varias alternativas para tornar o medicamento mais disponivel para
determinados alvos e com taxas de liberagdo mais adequadas a fim de produzir o efeito
pretendido. Tais alternativas visam aumentar a eficacia, diminuir os efeitos colaterais,
direcionar os farmacos a locais especificos do organismo, reduzir sua toxicidade, liberar o
farmaco de maneira controlada, melhorar sua biodisponibilidade, alterar sua farmacocinética
e aumentar a solubilidade do farmaco em sistemas aquosos (HARPER & JULIANO, 1981;
RANSON et al., 1996; SILER-MARINKOVIC et al., 1997).

Dentre as novas alternativas terapéuticas propostas nas ultimas décadas, o estudo
com lipossomas encontra-se em destaque. Estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram
gue a encapsulacdo de farmacos em lipossomas fornecem todas as vantagens
mencionadas, atuando, entdo como um sistema de liberagéo controlada (RANSON et al.,
1996; SILER-MARINKOVIC et al., 1997).

Nesse contexto os lipossomas como carreadores de fatores de crescimento no
reparo 0sseo tém a intencdo de modificar a cinética de liberagdo da citocina, propiciando
uma liberagéo lenta e gradual no sitio cirargico, assemelhando assim a liberagéo dos fatores
de crescimento enddgenos. N&o so a liberacao prolongada do fator de crescimento quando
encapsulado é importante, mas também a protecdo da proteina de possiveis degradacdes
no tecido. Assim, sua eliminacdo pode ser retardada, permanecendo em niveis pequenos
durante um periodo mais prolongado no tecido (FREZARD & MELO, 1997).
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Assim, o tratamento dos alvéolos com EGF em lipossomas, poderia acelerar o
reparo e a osteointegracao, trazendo enormes beneficios a reabilitacao protética, facilitando
a colocacdo de implantes e proteses dentéarias, devolvendo a funcdo mastigatéria aos
pacientes, restabelecendo as areas edéntulas.

A andlise histomorfométrica utilizada mostrou aumento significativo na quantidade de
trabéculas 6sseas nos alvéolos tratados com EGF carreados por lipossomos especialmente
aos 14 e 21 dias. A importancia da analise histomorfometrica € confirmada nos estudos de
MARZOUK e colaboradores (2007) e ESKIl e colaboradores (2007), que relatam ser a
analise quantitativa essencial para estudos que objetivam avaliar a efetividade de novas

modalidades terapéuticas na neoformacao 6ssea.

Em consonancia com o fato do EGF endbgeno ser muito importante para a
angiogenese e o reparo do 0sso normal, o EGF exdgeno pode promover a angiogenese e a

formacéo dssea.

Considerando as caracteristicas acima mencionadas, verificamos propriedades
relevantes do emprego de EGF carreado por lipossomas neste estudo, uma vez que se
evidenciou significativo potencial osteoindutor desse material. Essas caracteristicas
favoraveis contribuem para a indicacdo de EGF carreado por lipossoma como material de
enxerto em feridas 6sseas, com resultados extremamente positivos e grandes perspectivas
de sucesso em sua aplicacdo nas mais variadas areas das ciéncias biomédicas e, sobretudo
na Odontologia. Futuros estudos utilizando marcadores de tecido O6sseo poderdo
complementar os resultados obtidos neste experimento, elucidando melhor a cascata

molecular do reparo 6sseo.
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6. CONCLUSAO

Em conformidade com os objetivos propostos, os resultados obtidos dentro das

condicdes experimentais desta pesquisa demonstraram que:

» A utllizacdo de lipossoma como carreador de proteinas no reparo 0sseo guiado se
mostrou bastante adequada, favorecendo o reparo 6sseo,

» O tecido 6sseo neoformado no lado experimental apresentou, além da superioridade
guantitativa, notoria superioridade qualitativa quando comparado ao grupo controle.
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