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RESUMO

FERREIRA, Emerson Lemos. Administracao local do fator de crescimento
endotelial vascular, carreado por lipossomas, durante reparo 6sseo alveolar
em ratos: avaliacao histolégica e imunohistoquimica. 2010. 64 f. Dissertacao
(Mestrado em Odontologia) — Universidade de Uberaba, Uberaba (MG), 2010.

O processo de reparo 6sseo dos maxilares € mediado por uma cascata de eventos
moleculares, na qual participam fatores de crescimento e seus receptores. O
conhecimento das moléculas sinalizadoras durante a dinamica da cicatrizacdo
alveolar e remodelacdo dos tecidos periodontais, pode tornar o tratamento mais
rapido e permitir, por meio da modulacao bioldgica, o alcance dos objetivos clinicos,
estéticos e funcionais, com maior qualidade e menor comprometimento dos tecidos
envolvidos. Este trabalho prop6s-se a avaliar o efeito da administracdo local de
VEGF (Fator de Crescimento Endotelial Vascular), veiculado por vesiculas de
lipossomas, no processo cicatricial em alvéolos dentérios de ratos, apds exodontia
de segundos molares superiores. Foram utilizados 48 ratos machos Wistar com
peso corporal médio de 280g. Apds exodontia, os animais foram distribuidos em
quatro grupos, 0s quais receberam as seguintes micro injecdes: 1-VEGF em
lipossomas (20ng/ul); 2-lipossomas vazios; 3- PBS e 4- VEGF em PBS. 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 analise histolégica (coloracdo de
hematoxilina-eosina-HE) e para analise imunohistoquimica utilizando anticorpo anti-
FGF.. A administracdo de VEGF em lipossoma proporcionou um aumento no reparo
0sseo, aumentando o numero de vasos sanguineos, osteoclastos e de 0sso
neoformado para o experimental, quando comparado ao lado controle. Isso foi
acompanhado pela intensa expressdao de FGF2, especialmente aos 14 dias.

Portanto, a liberacao local de VEGF estimula o reparo 6sseo e a expressao de FGFa.

Palavras chaves: Fatores de crescimento. FGF,, Lipossoma. Reparo 6sseo. VEGF.



ABSTRACT

FERREIRA, Emerson Lemos. Local administration of factor vascular endothelial
growth factor, carried by liposomes during alveolar bone repair in rats:
histological and immunohistochemical. 2010. 64 f. Dissertation (Master Dentistry) -
University of Uberaba, Uberaba (MG), 2010.

The repair of alveolar bone is mediated by a cascade of molecular events, involving
growth factors and their receptors. The knowledge of the molecular mechanisms that
regulate the dynamics of healing and alveolar remodeling of periodontal tissues may
possibility newer therapies to reduce of healing time and stimulate the complete bone
repair. The aim of this study was to determine the effects of VEGF-liposome solution
in socket of rats after extraction of second molars. Forty-eight male Wistar rats
weighing approximately 280g were used. After second maxillary molars extraction
the animals were divided into 4 groups, which received microinjections of: 1-20ng/ul
VEGF-liposomes solution; 2-empty liposomes, 3-PBS (phosphate buffer saline)
solution or 4- VEGF solution. At days 3, 7, 14 and 21 after tooth extraction, 3 animals
of each group were sacrificed. Maxillary fragments were removed and demineralized
in ethylene-diamine-tetra-acetic acid, and paraffin embedded for obtaining
histological cuts of 5um of thickness, stained with Hemtoxylin and Eosin. Laminae
were processed for histological and immunohistochemical technique using specific
antibodies anti-FGF2. The VEGF-liposome administration showed an increased
repair bone, increased vessels, osteoclasts e new bone, compared to controls. This
was correlated with intense FGF2 expression, especially at 14 days. Local delivery of
VEGF-liposome stimulates bone repair and FGF2 expression.

Key words: Growth factor. Liposomes. FGF2. Bone Repair. VEGF.
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1 INTRODUCAO

Um dos tecidos que mais surpreende pelas suas caracteristicas e pelo seu
poder de reparo é o tecido 6sseo. Entretanto, em algumas ocasides especiais esse
tecido ndo consegue se regenerar adequadamente. Varias propostas tém surgido ao
longo da histéria da humanidade para contornar esse obstaculo, no entanto
nenhuma parece plenamente satisfatéria para todos os casos, mas sim especifica
para poucos, ou seja, com indicacdes restritas. Talvez o maior incentivo e motivacao
para se continuar pesquisando e acreditando em tratamentos mais confiaveis e
previsiveis seja a evolugcdo dos métodos de estudo e pesquisa, que trazem a tona
detalhes nunca antes conhecidos. O grande salto da ciéncia e suas ferramentas de
estudo, no ultimo século, trouxeram esperanca e animo para todos que almejam
elevar a qualidade de vida do ser humano e proporcionar alternativas mais
promissoras aqueles que necessitam.

Nas ultimas décadas, diversos estudos tém buscado compreender melhor,
os fenébmenos moleculares e celulares envolvidos em diversos processos fisiologicos
e patolégicos. Particularmente com relacdo ao estudo do reparo 6sseo tem se
buscado entender a regulacao da aposicao e reabsorcado 6ssea via identificacdo de
proteinas sinalizadoras responsaveis por estes processos (TEITELBAUM, 2000;
ALVES et al., 2009). O avanco nesta area podera contribuir para o desenvolvimento
ou melhoria do tratamento de perdas désseas, minimizando o tempo de reparo.
Diversas areas da saude almejam por esse avango como: odontologia, medicina,
medicina veterinaria, fisioterapia entre outras.

O desenvolvimento e reparo do tecido Osseo sao extremamente
dependentes da remodelagdo da matriz extracelular (MEC), bem como da
angiogénese local. A aposicdo e reabsorcdo oéssea sao eventos dinamicos
dependentes da acdo de fatores de crescimento como o VEGF e as Proteinas
Morfogenéticas Osseas (BMPs), metaloproteinases de matriz (MMPs), fosfatase
alcalina, fosfatase &acida resistente ao tartarato (TRAP) e Oxido nitrico (NO)
(STREET et al., 2002).

A reconstrucao de defeitos 6sseos amplos representa um desafio para os
cirurgides, demandando investigacdes continuadas na natureza da osteogénese e
em métodos de controla-la. A compreensdo dos eventos basicos do processo de
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reparo Osseo constitui a base para o desenvolvimento de novas técnicas para
estimula-lo (AROSARENA; COLLINS, 2005). Terapias para reconstrucao éssea sao
pré-requisitos essenciais para a reabilitacdo do sistema estomatognatico,
especialmente na correcdo de perdas traumaticas ou mudancas atréficas do
processo alveolar da maxila ou mandibula (WILTFANG et al., 2004).

Muitas estratégias tém sido desenvolvidas para acelerar reparo 6sseo em
ferimentos, incluindo fatores de crescimento exdgenos, enxertos 6sseos, além da
evolucao 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 é acelerar o processo de cicatrizacédo, diminuindo
o periodo de maturagdo Ossea, focalizando uma ou mais fases do processo de
reparo: inflamacéao, revascularizacédo, osteoindugao, osteoconducao e remodelacao
(COLNQT et al., 2005; GIAVARESI et al., 2005). Terapias génicas podem favorecer
formacao déssea por alterar a expressao de fatores de crescimento desejados e
moléculas da matriz extracelular (STEINBRECH et al., 2000).

Fatores de crescimento podem ativar ou regular uma grande variedade de
funcdes celulares, estimulando a diferenciacdo, proliferacdo, migracao, adesao
celular e expressdo de genes (LUGINBUEHL et al., 2004; KRISHNAN, 2006).
Possuem efeitos sobre as células da mesma classe (fatores autécrinos) ou sobre as
células de outra classe dentro do tecido (fatores paracrinos), e estdao presentes na
circulagdo, podendo agir localmente ou como reguladores sistémicos do
metabolismo esquelético. Possui acédo direta e importante tanto no crescimento
celular, como na aposicao e reabsorcao éssea e, possivelmente na patofisiologia
das disfuncoes ésseas (HILL, 1998).

O termo Fator de Crescimento (GF) refere-se a uma classe de proteinas
sinalizadoras que possui agao direta e importante tanto no crescimento como na
diferenciacdo 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 exposicao, o tipo de célula alvo e seu estado de
diferenciacao, a expressao de receptores especificos e a presenca de outros GFs,
0os quais podem promover efeitos sinergistas ou antagonistas (GIANNOBILE,
WHITSON, LYNCH, 1997; HUANG et al., 2005).

Devido ao conhecimento do efeito individual dos GFs nas atividades de
diferentes tipos celulares, cada proteina/peptideo tem sido utilizada pelos
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pesquisadores, numa série de estratégias para promover a cicatrizacdo tecidual,
normalmente em conjunto com sistemas de entrega, ou seja, veiculos para
disponibilizacdao de drogas para controlar a velocidade, tempo e quantidade de
liberacdo (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 promocéao e,
em alguns casos, na inducdo da formacao de novo osso em defeitos 6ésseos, nos
sitios de reparo de fraturas e, também, em areas adjacentes de implantes metalicos.
(BESSHO et al., 1999; RAMOSHERBI et al., 2002; KLOEN et al., 2003).

Durante o processo de reparo 6sseo a angiogénese tem um papel
importante para a formacao de novos vasos sanglineos, a partir de capilares pré-
existentes (CHAIN; JONES; TARNAWSKI, 2004). O fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) é o fator mais importante da neovascularizagao, tanto fisiolégica
quanto patolégica. O VEGF estimula as células endoteliais na degradacao da MEC,
migracdo e formagdo de tdbulos in vitro. In vivo, funciona como regulador da
permeabilidade vascular, que é considerada importante para o inicio da
angiogenese. A sobrevivéncia de células endoteliais em vasos recém formados é
VEGF-dependente. Coerente com seu papel na sobrevivéncia celular, o VEGF induz
a expressao de proteinas antiapoptéticas nas células endoteliais (FOLKMAN;
SHING, 1992).

A disponibilizacdo local de fatores de crescimento no alvéolo do dente
extraido pode favorecer os procedimentos clinicos no reparo ésseo. Para tanto, seria
necessario um sistema capaz de liberar o composto terapéutico de forma gradual e
constante durante o processo de cicatrizacdo 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. Em comparagdo com outros carreadores, 0s
lipossomas tém algumas vantagens, como degradabilidade biolégica e relativa
seguranca toxicolégica e imunolégica (LASIC, 1993).

A busca por um material ideal para enxertia 6ssea permanece como um
grande desafio (WONG; RABIE, 2005). Refinamentos nas técnicas de engenharia
tecidual ao longo da década passada possibilitaram a regeneracao éssea in vivo em

muitos modelos animais e a transmissdo destas técnicas para aplicacbes
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ortopédicas. Enquanto esses avangos sao promissores para uma eventual
regeneracao 0ssea guiada nos maxilares, muito ainda precisa ser aprendido sobre a
interacdo de biomoléculas envolvidas na cicatrizacdo éssea e sobre o melhor
método de administracao destes fatores (AROSARENA; COLLINS, 2005).
Considerando o potencial do uso dos Fatores de Crescimento (GFs)
carreados por lipossomas na correcdo de defeitos 6sseos, este estudo tem como
objetivo a avaliacao histolégica e imunohistoquimica, imunomarcacao para fator de
crescimento de fibroblasto 2 (FGF2), durante o processo de reparo de feridas
alveolares de ratos preenchidas ou ndo com VEGF carreado por lipossomas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo cuja matriz extracelular é
mineralizada, conferindo a ele propriedades ideais para a realizagdo das funcoes de
suporte e protecdo do organismo vertebrado, devido a sua grande rigidez e
resisténcia a pressao (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O componente celular do tecido ésseo é constituido pelos osteoblastos,
ostedcitos, osteoclastos e células osteoprogenitoras. Os osteoblastos séo
responsaveis pela sintese dos constituintes organicos da matriz éssea e também
concentram fosfato e calcio, participando da mineralizacao da matriz. Os osteécitos
sao osteoblastos que ficaram aprisionados em lacunas na matriz éssea, durante a
sua formacédo. Os ostedcitos tém papel fundamental na manutencao e integridade da
matriz éssea comunicando-se com o0s osteoblastos e entre si, através de
prolongamentos citoplasmaticos, tornando possivel a difusdo de nutrientes. Os
osteoclastos sdo células multinucleadas, derivadas de monécitos do sangue, as
quais participam dos processos de reabsor¢do e remodelacao do tecido 6sseo. As
células osteoprogenitoras, ou células de revestimento désseo, sdo células que
permanecem em repouso nas superficies internas até sofrer estimulacao,
diferenciando-se tem osteoblasto.

O componente organico da matriz, produzido pelos osteoblastos, é
predominantemente constituido por colageno tipo | (85%), com pequenas
quantidades de colageno tipo Ill e V (5%). As proteinas ndo colagénicas da matriz,
juntas perfazem os 10% restantes. Além da porcado orgénica, a matriz 6ssea é
composta por uma porg¢ao inorganica cuja composicao € basicamente ions fosfato e
calcio na forma de cristais de hidroxiapatita, Ca10(PO4)6(OH)2, principal
componente mineral do 0sso. Esses cristais conferem também ao tecido 6sseo a
participacao secundaria no processo de homeostasia do nivel de célcio no sangue
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).
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A formacdo éssea pode ocorrer através de dois processos: ossificacdo
intramembranosa e ossificacdo endocondral. No primeiro o tecido ésseo é formado
por osteoblastos advindos de células mesenquimais de uma membrana conjuntiva.
Ja a ossificacdo endocondral parte de um modelo cartilaginoso, que é substituido
por tecido ésseo. A superficie externa dos 0ssos € revestida pelo peridsteo, formado
por tecido conjuntivo denso nédo-modelado, rico em células osteoblasticas na sua
porcao interna. A superficie interna do osso é revestida pelo enddsteo, constituido
de células osteoprogenitoras e osteoblastos. Peridsteo e enddsteo participam na
nutricdo, formacao e reparo do tecido 6sseo (RENGACHARY, 2002; STREET et al.,
2002; KANYAMA et al., 2003).

2.2 REPARO OSSEO

A cicatrizagcdo normal do osso, apés injurias, é caracterizada por acoes
integradas de diferentes células e pode ser dividida em fases sequenciais de
inflamacédo, migracdo, diferenciacdo e proliferacdo de células osteogénicas
(SASAKI; WATANABE, 1995; SIQUEIRA JUNIOR; DANTAS, 2000), sintese de
matriz extracelular (MEC), mineralizagdo do ostedide, maturacdo e remodelagao
Ossea (LALANI et al., 2005).

No alvéolo dentério, cavidade éssea deixada apds exodontias, observa-se
apenas ossificacdo intramembranosa (KANYAMA et al., 2003), sem formacao de
cartilagem ou presenca de condrécitos (SHYNG et al., 1999). O reparo tecidual
inicia-se com a hemostasia, responsavel por bloquear a perda de sangue através de
vasos rompidos (SIQUEIRA JUNIOR; DANTAS, 2000). Ap6s a extracdo de um
dente, a formacdo de um codagulo sanguineo no alvéolo dentario € um passo
fundamental para as fases subseqlientes do reparo (YUGOSHI et al., 2002).

Inicialmente, o coagulo preenche o alvéolo e passa por processo de
maturacdo sendo aos poucos substituido por tecido de granulagao
(GUGLIELMOTTI; CABRINI, 1985). O ligamento periodontal residual é evidente até
o segundo dia pods-extracao e os fibroblastos provenientes deste, multiplicam-se e
apresentam pronunciada atividade de sintese de fibras colagenas do tipo | e lll
(DEVLIN; SLOAN, 2002). A formacao de fibronectina auxilia na formagédo de uma
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matriz proviséria, que tem a funcao de orientar a migracéo de células envolvidas na
resposta inflamatéria, auxilia inicialmente o influxo de neutréfilos, macréfagos e
linfécitos, caracteristicos da resposta inflamatéria aguda (SIQUEIRA JUNIOR,;
DANTAS, 2000), bem como possibilita a invasdo de fibroblastos e células
endoteliais, presentes no LP remanescente (YUGOSHI et al., 2002).

O Ligamento Periodontal (LP) contém uma mistura de populacdes celulares
incluindo progenitores para osteoblastos (DEVLIN; SLOAN, 2002), cementoblastos e
fibroblastos, essenciais para remodelacao e formacao éssea inicial em processos de
cicatrizacdo alveolar (LEKIC et al., 1997). Células osteoprogenitoras podem ser
derivadas também da medula éssea (SHYNG et al., 1999; DEVLIN; SLOAN, 2002) e
periésteo (RASUBALA et al., 2004).

Macréfagos e fibroblastos imaturos parecem ser atraidos para areas com
baixa concentracao de oxigénio e altos niveis de lactato, presentes na ferida alveolar
em consequéncia do metabolismo das células inflamatérias. Células endoteliais
secretam VEGF, que apresenta importantes fungdes na angiogénese e
vasculogénese (LALANI et al., 2005), essenciais nos processos de cicatrizacao de
feridas (SAVANI et al., 2001). Novos fibroblastos, produzidos por diferenciacao de
células mesenquimais e mitoses de fibroblastos pré-existentes, sintetizam uma
delicada matriz de colageno tipo Ill que, junto com os capilares neoformados,
caracterizam o tecido de granulacao (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 a cicatrizacdo
alveolar (TEOFILO et al., 2001). Fibras de colageno do tipo | e Ill estdo distribuidas
pelo alvéolo, de maneira similar as trabéculas 6sseas neoformadas, ou seja, das
paredes alveolares para o centro (DEVLIN; SLOAN, 2002).

As fibras colagenas agora depositadas formam uma trama preliminar na qual
ocorre a deposicao de osso neoformado (SHYNG et al., 1999). Osteoclastos atuam
na remodelacdo déssea das margens do alvéolo e dos septos interradiculares
remanescentes, presentes apds a extracdo de dentes multiradiculares. Por fim, os
eventos de cicatrizagdo alveolar culminam no preenchimento do alvéolo com tecido
0sseo trabecular (DEVLIN; SLOAN, 2002).
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2.2.1 Moléculas envolvidas no reparo 6sseo

O osso é o unico, entre todos os tecidos de vertebrados, que tem a
habilidade de se regenerar com formacédo de novo osso (tecido semelhante ao
original). Outros tecidos, como os do corac¢do, musculos esqueléticos e encéfalo se
reparam com tecido conjuntivo diferente do tecido original. Sabe-se que essa
reparacao 0Ossea segue caminhos ou etapas muito semelhantes a formacgéao
embriogénica dos 0sso0s, sugerindo que mecanismos moleculares e celulares sejam
semelhantes nesses processos (ALVES et al., 2009)

O tecido 6sseo quando lesado por trauma ou por procedimentos cirlrgicos
passa pelas fases inflamatéria inicial, seguida de reparo e, por fim, remodelacao. A
duracao de cada fase depende do tipo de osso envolvido, da idade do individuo, do
estado de saude geral e nutricional, da intensidade do trauma, irrigagdo local,
presenca ou nao de forcas mecénicas, imobilizacao e auséncia de infeccao para que
o tecido 6sseo possa constituir o0sso com capacidade de receber carga funcional.
Essa habilidade do osso de se regenerar com sucesso depende de varios fatores.
Um importante elemento para o processo de reparo € um adequado suprimento
sanguineo através do crescimento de vasos. A vasodilatacdo de vasos preexistentes
e a formacdo de novos vasos (angiogénese) permitem um aporte sanglineo
suficiente para a demanda nutricional do processo de regeneragao (HING, 2004).

Em relacdo ao reparo 6sseo aliado a enxerto, segundo Misch (2002), os
vasos sanguineos do 0sso receptor sdo de suma importancia para a previsibilidade
do volume o6sseo final, pois 0s vasos sanguineos provenientes do 0sso que
penetram no tecido inflamatério da loja cirdrgica fornecem células perivasculares
pluripotentes (também chamadas de pericitos), que sdo capazes de se diferenciar
em osteoblastos. Os fatores de crescimento, bem como a expressdo de algumas
macromoléculas da MEC como colageno, fibronectina, osteopontina (OPN), dentre
outras, tém sido referenciadas como moléculas indicativas do processo de reparo
0sseo (SIQUEIRA JUNIOR; DANTAS, 2000).
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2.2.2 Fatores de crescimento (GF)

Muitos eventos biolégicos sao rigorosamente regulados por interacoes
celulares mediadas por citocinas. Citocinas sao pequenas proteinas soluveis,
produzidas por células, que altera o comportamento ou propriedades de outra célula
localmente ou sistemicamente. Incluidas no grupo de moléculas citocinas estdo as
interleucinas, interferons, fatores de crescimento (GF), fatores citotoxicos, fatores
ativadores ou inibidores e fatores estimuladores de col6nia. Citocinas tem um papel
importante  em numerosas atividades biolégicas, incluindo proliferagao,
desenvolvimento, diferenciacdo, homeostase, regeneracao, reparo, € inflamacéao
(OKADA; MURAKAMI, 1998).

Recentemente, com o advento de proteinas recombinantes, tem sido
considerado interessante o uso de fatores de crescimento como agentes
terapéuticos no tratamento de injurias esqueléticas (LIEBERMAN et al., 2002).
Qualquer tentativa terapéutica para promover regeneracao e reparo pela aplicacdo
de fatores de crescimento necessita avaliacdo de seus efeitos nos processos
celulares sob varias condicdes fisiologicas e patologicas (GRAVES; COCHRAN,
1994).

Fatores de Crescimento constituem um grupo de polipeptidios de
aproximadamente 45 kDa, os quais estdo envolvidos na proliferacao celular,
diferenciacdo e morfogénese de tecidos e 6érgaos durante embriogénese,
crescimento pods-natal e na vida adulta. Podem agir como mitogénicos que
aumentam a proliferacdo de certos tipos celulares. O efeito dos fatores de
crescimento € mediado por receptores de superficie das células alvo pela ativacao
intracelular de enzimas fosforiladas, as quais induzem uma via de sinalizacdo
intracelular pela agregacao de co-fatores e outras proteinas, os quais migram para o
nucleo (figura 1). Juntos com outros fatores de transcricdo eles ativam um sitio de
genes, 0s quais entdo exercem trocas especificas na atividade celular ou fenoétipo
(SCHLIEPHAKE, 2002).
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Figura 1 — Complexo Ligante-receptor para fatores de crescimento e fatores de transcricao.
Fonte: Adaptado de Lieberman et al. (2002).

Fatores de crescimento podem desempenhar importante papel na formacgéao
do osso e de cartilagem, cicatrizacdo de fraturas e reparo de tecidos musculo-
esqueléticos (LIEBERMAN et al., 2002). Os fatores de crescimento que sao
conhecidos por afetar células osteogénicas e ter potencial terapéutico na
regeneracao Ossea incluem Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF),
Fator de Crescimento Semelhante Insulina, Fator de Crescimento de Fibroblastos
(FGF) e Fator de Crescimento Transformador-B (TGF-B). Estes tém sido sugeridos
como agentes apropriados pela sua capacidade de regular proliferacao celular em
tecidos diferenciados (GRAVES; COCHRAN, 1994).

Alguns fatores de crescimento, tais como o TGF-B, FGF, PDGF e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) sdo expressos de modo temporal nos
processos de cicatrizacdo tecidual e, provavelmente, devem estar envolvidos na
sinalizacao, controle e inducao durante o processo de reparo 6sseo (STREET et al.,
2002). O PDGF pode estimular a proliferacao de fibroblastos periodontais e sua
migracdo em direcdo ao coagulo em estagios iniciais da cicatrizacdo alveolar
(TEOFILO et al., 2001), enquanto TGF-B parece ter um papel importante na
diferenciacao dos fibroblastos em osteoblastos (SASAKI; WATANABE, 1995).

De fato um dos modelos ja testados, aplicados na terapia de GFs em
defeitos désseos, foi a utilizagdo de um concentrado de plaquetas do plasma
conhecido como Plasma Rico em Plaquetas (PRP) (MARX et al., 1998; DUGRILLON
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et al., 2002; ANITUA et al.,, 2007). Essas plaquetas liberam PDGF e TGF-B
(GRUBER et al.,, 2003; LUCARELLI et al., 2003; GRAZIANI, 2006; VAN DEN
DOLDER et al., 2006). Contudo, resultados de estudos clinicos mostraram que o
PRP nao promove nova formagdo éssea (FERREIRA; ALVES; SILVA, 2008;
HOKUGO et al., 2005; GERARD, 2006; MOOREN, 2007; RANLY, 2007; ROUSSY;
DUSHIESNE; GAGNON, 2007). Essa divergéncia tem sido atribuida as variacoes
intra e inter espécimes na relativa proporcao dos componentes do PRP (LACOSTE;
MARTINEAU; GAGNON, 2003; VAN DEN DOLDER et al., 2006).

Os recentes avangos no conhecimento cientifico sobre os mecanismos
celulares envolvidos na angiogénese, passo importante no reparo 6sseo, elucidaram
fatores pré e anti angiogénicos, lancando perspectivas para um maior numero de
opcdes de tratamento de algumas doencas e para a descoberta de tratamentos
cirurgicos mais adequados. A presenga simultdnea de sinais ou mediadores
quimicos, pré e anti angiogénicos no sistema vascular, revelam um equilibrio
dindmico que visa a manutengao do sistema biol6gico. Esse equilibrio baseia-se em
um estrito controle das concentragdes dos sinais angiogénicos e angiostaticos e na
sua interacdo com receptores da membrana e intracelulares. Até ha pouco tempo o
VEGF era considerado o Unico sinal especifico para a formacdo de vasos
sanglineos. Descobertas recentes, porém, vém revelando novos fatores de
crescimento com acdo relevante sobre a organizacdo e o funcionamento do
endotélio vascular (ANITUA et al., 2007).

Apesar de nado ser o unico, o VEGF é um dos mais importantes fatores
angiogénicos, sendo um agente indutor da diferenciacdo endotelial, neoplasicas ou
nao. Apesar de elucidados um grande numero de fatores prdé e antiangiogénicos,
vale ressaltar que o processo completo da formacdo de novos vasos é apenas
parcialmente conhecido. O protétipo da familia de fatores estimuladores do
crescimento do endotélio (vascular endothelial growth factor-VEGF), o VEGF-A, aqui
referido como VEGF, tem importante papel durante as etapas de formagao de novos
vasos (BYRNE; BOUCHIER-HAYES; HARMEY, 2005).

VEGF é uma proteina homodimérica de 34 - 42 kDa, reguladora fundamental
e potente da formacéo fisioldgica e patoldgica de vasos (SENGER et al., 1983). Foi
identificado pela primeira vez por Ferrara e Henzel (1989) como um fator de
crescimento endotelial especifico das células da hipéfise de bovinos, porém, é
produzido por muitos tipos de células, incluindo fibroblastos, células musculares
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lisas, osteoblastos e células endoteliais (GERBER et al., 1999; FERRARA;
GERBER; LECOUTER, 2003).

O VEGF é um fator de crescimento fundamental no desenvolvimento dos
ossos (GERBER et al., 1999; RABIE; HAGG, 2002; RABIE; SHUM;
CHAYANUPATKUL, 2002; LEUNG et al., 2004). Estudos recentes mostraram que o
VEGF pode atuar como um mediador essencial no reparo 6sseo, onde tem multiplas
funcbes, ndo apenas a formacdo de vasos, mas também no desenvolvimento do
0sso, incluindo a diferenciacdo de condrdcitos, osteoblastos e recrutamento de
osteoclastos (ZELZER; OLSEN, 2005).

VEGF esté relacionado aos estimulos para o crescimento de vasos linfaticos
e sanguineos em condicoes normais e patolégicas e também interfere com a
permeabilidade vascular, permitindo o escape de fatores de crescimento, proteinas e
outras macromoléculas do plasma, participando da estruturagdo do estroma
(DVORAK et al., 1995).

Varios fatores ambientais exercem influéncia estimulando a expressao do
gene VEGF, como a hiperglicemia, a hipoxia, PDGF, a angiotensina e o estresse
oxidativo (SCHOCH; FISCHER; MARTI, 2002), porém pouco se sabe a respeito das
moléculas que tem sua expressao aumentada por VEGF no reparo 6sseo.

O FGF2, também conhecido como FGFB, € um poderoso estimulador da
angiogénese in vivo e regulador da proliferacdo, migracao, diferenciacdo, e
sobrevivéncia de muitos tipos de células in vitro, incluindo endoteliais, musculares
lisas e pericitos. (D’AMORE; SMITH, 1993, SILVA; ALVES, 2008). E um fator com
acao pro-angiogénica, com papel nas etapas iniciais da angiogénese, e capaz de
estimular a proliferacdo de células com fendtipo osteoblastico, promovendo a
formagao 6ssea em estudos em animais ou in vitro (MORONI et al., 2005).
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3 SISTEMAS CARREADORES DE MOLECULAS BIOLOGICAMENTE
ATIVAS - LIPOSSOMAS

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

A descoberta dos lipossomas (do grego lipos = gordura + soma = corpo)
deu-se em 1963, com Alec Bangham, que demonstrou a formacao de vesiculas
fechadas, obtidas pela agitacdo vigorosa de fosfolipidios na presenca de agua
(SHARATA; KATZ, 1996; PRISTA; MORGADO, 1996). Essas vesiculas tém
conformagéao e tamanhos variados, com didmetro variando de alguns nanémetros a
poucos micrédmetros (sempre maior que 25 nm), capazes de levar medicamentos
para o interior das células, podendo diminuir seus efeitos toxicos e aumentar sua
estabilidade (PRISTA; MORGADO, 1996).

Lipossomas tém sido usados desde entdo, no estudo fisico-quimico e
biolégico da membrana celular. Ja a partir da década de 70, comecou-se também a
observar que lipossomas poderiam ser usados como carreadores de drogas e outros
agentes ativos (BARENHOLZ et al., 2003; ROSE et al., 2004).

Os lipossomas consistem em uma ou mais bicamadas lipidicas dispostas em
lamelas concéntricas que envolvem compartimentos aquosos, em que as caudas
hidrofébicas dos lipidios estao voltadas para o interior da bicamada e as cabecas
polares voltadas para o exterior. Sdo classificados como unilamelares ou
multilamelares, de acordo com o numero de bicamadas lipidicas concéntricas que
contém (RANADE, 1989; TORCHILIN, 2005) (Figura 2).

Uma das principais vantagens da utilizacdo dos lipossomas como
transportadores € 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
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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 liberacdo de
uma determinada droga (PRISTA; MORGADO, 1996).

Principios ativos

Lipossoma Camadas do Lipossomal
(corte)

Figura 2 — Estrutura unilamelar do lipossoma.
Fonte: Adaptado de Oliveira, Scarpa e Leite(1997).

As moléculas de farmacos podem ser encapsuladas no espaco aquoso
interno do lipossoma ou intercalarem-se entre os lipidios da bicamada, a depender
das caracteristicas fisico-quimicas da droga ou da composicdo dos lipidios que
constituem o lipossoma. A composi¢cdo dos lipidios e o método de preparo do
lipossoma determinam sua morfologia e tamanho, que por sua vez afetam
diretamente sua absorcao, distribuicao e eliminacao (KIRBY; GREGORIADIS, 1984;
SHARATA; KATZ, 1996; ARAUJO, 2003).

Lipossomas podem ser formados a partir de fosfolipidios puros, como a
fosfatidilcolina, ou a partir de misturas de fosfolipidios com outros componentes
desses de membranas, como o colesterol e os esfingolipidios. Possuindo estrutura
semelhante com as membranas biolégicas elimina o risco de reacdes antigénicas e
de lesbdes histolégicas associadas ao uso de lipossomas (MALINOVSKY et al.,
1997).

Os componentes basicos dos lipossomas sao fosfolipidios, naturais ou
sintéticos, um esterol e, eventualmente um produto idnico que permite a obtencao de
vesiculas carregadas, positiva ou negativamente. Esta ligagdo é feita por
esterificagdo. A molécula fosfolipidica apresenta um poélo negativo e um pdlo
positivo, sendo chamada anfiprética, e que coexiste com uma porcao hidréfila e uma
porcao lipéfila (PRISTA; MORGADO, 1996).

O mecanismo de formacdo das vesiculas liposdbmicas baseia-se na

dispersao dos fosfolipides de membrana. Quando se dispersam fosfolipidios em um
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meio aquoso, formam-se espontaneamente vesiculas, na maioria das vezes
ovaladas, constituidas por estruturas tubulares. Os fosfolipidios orientam seus
grupos polares para o meio aquoso, originando compartimentos isolados entre si, e
também do meio aquoso externo, ou seja, as cadeias carbonadas hidréfobas que
associam entre si, criando um ambiente lipéfilo interno, enquanto que o0s grupos
polares se orientam para o exterior aquoso (PRISTA; MORGADO, 1996).

Durante o processo de formacao das vesiculas lipossomas podem surgir
estruturas mono ou poli-compartimentais. Neste Gltimo caso, as camadas duplas séo
concéntricas e se alternam com compartimentos aquosos, podendo, portanto,
carrear farmacos hidrossoluveis ou lipossoluveis. Podem classificar-se de acordo
com a sua dimensdo, em vesiculas uni-compartimentais pequenas (SUV — Small
Unilamelar Vesicles), vesiculas uni-compartimentais grandes (LUV - Large
Unilamelar Vesicles), vesiculas pluri-compartimentais (MLV - Multilamelar Vesicles)
(PRISTA; MORGADO, 1996).

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

Varias vias de administracao de lipossomas tém sido experimentadas, como:
intravenosa, intramuscular, subcutanea, dérmica, ocular, pulmonar, nasal ou oral
(SANTOS; CASTANHO, 2002). Aplicacbes clinicas dos lipossomas sao bem
conhecidas, sendo que varias drogas ja foram testadas clinicamente com sucesso,
como € o caso do agente anticAncer doxorubicina, encapsulado em lipossomas
associados ao polietilenoglicol (ROSE et al., 2004). Outro exemplo é o lutotecan
lipossomal, que se mostrou efetivo para pacientes com cancer de ovario (SEIDEN et
al., 2004). O tratamento da leishmaniose visceral também apresentou avangcos com
o antifungico Anfotericina B, em formulacdo lipossomal (MEYERHOFF, 1999;
SUNDAR et al.,, 2003; KSHIRSAGAR et al., 2005). Outras aplicagdes dos
lipossomas que tem mostrado resultados promissores sdo a encapsulagdo de
anestésico locais e de fatores de crescimento em terapias 6sseas (ALVES et al.,
2009).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o processo de reparo 6sseo em alvéolos dentais de ratos apos
administracdo de VEGF carreado por lipossoma.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a utilizacdo de lipossoma como carreador de proteinas no reparo
0sseo guiado.

» Avaliar uso da VEGF carreado por lipossoma na neoformacao éssea.
Caracterizar as alteragdes histolégicas durante o processo de reparo 6sseo
em alvéolos dentais de ratos com 03, 07, 14 e 21 dias apds a exodontia e
tratamentos com VEGF carreado por lipossomas.

» Determinar com técnicas histoquantitativas a densidade volumétrica de vasos
sanguineos, osteoclastos e 0sso neoformado, durante o processo de reparo
de alvéolos dentais de ratos 03, 07, 14 e 21 dias apdés a exodontia e
tratamentos com VEGF carreado por lipossomas.

» Avaliar imunohistoquimicamente a expressédo de FGF2 durante o processo de

reparo 6sseo mediado por VEGF exdégena carreado por lipossomas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 48 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 automatica (07h-19h). Os
animais foram alimentados com racdao comercial granulada para roedores (Labina,
Purina) e agua ad libitum. O manuseio dos animais seguiu as normas propostas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal, sendo o projeto de pesquisa avaliado
e aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da
Universidade de Uberaba (UNIUBE), com protocolo numero 083/09.

5.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Para a realizacao das cirurgias, os animais foram anestesiados através de
injecdo intramuscular de uma combinacao 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 pinca dente
de rato para luxacdo, foram extraidos os dentes segundos molares superiores
direitos e esquerdos (figura 3 A e B). No lado direito das arcadas os alvéolos foram
utilizados como controle do processo de reparo 6sseo, tendo sido um grupo
naturalmente preenchido com coagulo. No lado esquerdo, experimental, foram
administrados, VEGF em lipossomas, lipossomas vazios, PBS (Tampao fosfato em
solucao salina) e VEGF em PBS.



Figura 3 - A e B, mesa cirlrgica e acesso ao campo operatorio

5.3 DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS
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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:
20ng/uL de VEGF em lipossomas; GRUPO II: 20ngliL de lipossomas vazios;
GRUPO III: 1ul de PBS; e GRUPO IV: 20 ng/uL de VEGF em PBS. Os animais
foram sacrificados aos 03, 07, 14 e 21 dias apds os procedimentos cirurgicos. Trés

animais por periodo, para cada grupo, foram utilizados totalizando 48 animais

(Figura 4).

GRUPOS TRATAMENTO

PERIODOS

DIREITO J| FSQUERDO || SDIAS || 7DIAS [ 14DIAS J] 21DIAS

‘

VEGF 20ng/uL |} 3 animais
PBS

Coagulo VEGF 3 animais || 3 animais [} 3 animais 3 animais
20ng/uL-
Lipossoma
Il Coagulo Lipossoma 3 animais |J 3 animais || 3 animais 3 animais
vazio
]l Coagulo PBS 3 animais || 3 animais [} 3 animais 3 animais

‘ 3 animais ‘ 3 animais

‘ 3 animais

Figura 4 - Distribuicdo dos grupos experimentais.
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5.4 PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS E CITOCINAS — LIPOSSOMAS

As solucoes foram preparadas no Laboratério de Fisico-Quimica do
Departamento de Quimica da FFCLRP-USP, sob a orientagédo do professor Dr.
Pietro Ciancaglini.

Os lipossomas foram preparados por sonicagéo, 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 solucdo foi seca sob uma atmosfera de nitrogénio.
Apébs secagem, 4 mL de tampao 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 agitacao a cada 10 minutos. Apos este periodo de incubagao, 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 [JL da solugao estoque) foi adicionada a fase aquosa (990 (L)
antes da incubacao.

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.
5.5 VIAS DE ADMINISTRACAO

A administracao foi realizada dentro dos alvéolos logo apds a extracao dos
segundos molares superiores, utilizando para este procedimento, uma seringa de
preciséo, graduada em microlitros da marca HAMILTON COMPANY "' (Figura 5). As
microinjecdes foram aplicadas dentro do coagulo, com volume de 1uL , com seringa

posicionada verticalmente, paralela ao primeiro e terceiros molares.

- d * hid = e J

Figura 5 — Seringa HAMILTON COMPANY
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5.6 EUTANASIA DOS ANIMAIS

Ao término do periodo experimental, os animais sofreram eutanasia por
superdosagem de anestésico e posterior deslocamento cervical, conforme protocolo
padrdao do comité de ética. Em seguida, foram decapitados; as maxilas dissecadas,
e as amostras foram fixadas por 48 horas a temperatura ambiente em solucao de
formalina neutra tamponada a 10%. Apés fixacdo, as maxilas foram rapidamente

lavadas em agua corrente e transferidas para solucao desmineralizadora.

5.7 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DOS ESPECIMES PARA ANALISE
QUANTITATIVA

Apoés a fixagao, as maxilas foram desmineralizadas em solugdo tamponada
de EDTA (Acido diaminotetracético) a 10%, (ph entre 7,2 e 7,4) a temperatura
ambiente, com trocas a cada 2 dias, durante um periodo de 40 dias. Apés a
desmineralizagdo, as maxilas foram lavadas em H,O corrente por uma noite e
separadas em metades direita e esquerda. Os fragmentos foram entao, processados
para analise histolégica, histomorfometrica e imunohistoquimica, conforme protocolo
a sequir:

» Desidratacdo: os tecidos foram mergulhados em uma série crescente de
alcool (70%, 80%, 90%, absoluto I, absoluto Il, absoluto IIl), 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. Ap6s 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 micrétomo, obtendo-se cortes seriados de seis

micrometros de espessura. Os cortes foram coletados em laminas de vidro e
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deixados secar durante um dia. Em seguida, foram realizados os procedimentos de
coloragao de hematoxilina-eosina (HE) para analises histolégicas.

5.8 ANALISE HISTOLOGICA

Os cortes foram feitos com 5um de espessura e as laminas foram
preparadas pelas técnicas histoldgicas rotineiras para coloragdo com hematoxilina-
eosina (HE). Em seguida, as laminas foram analisadas pela microscopia de luz
convencional para estudo histolégico. Os cortes foram analisados procedendo-se a
leitura em varredura longitudinal, através de microscopia de luz, utilizando-se um
microscépio (Carl Zeiss ICS KF2). Os critérios para analise histolégica foram: 1-
caracteristica do tecido conjuntivo que preenche o alvéolo, sua organizagdo e
maturacao; 2- presenca de células ésseas (osteoclastos, osteoblastos), bem como a
presenca de tecido ésseo neoformado, vasos sanguineos e; 3- presenca de reacao

inflamatéria nas areas experimental e controle.

5.9 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para analise semiquantitativa dos parametros avaliados, foi utilizado um
reticulo milimetrado (MANDARIM-DE-LACERDA,1995), construido no programa
Power Point [1 2002 (Figura 6). Este reticulo foi elaborado a partir de um sistema de
linhas, dividindo a imagem em quadrados espagados por um intervalo de 1 cm, que
foi superposto as fotomicrografias utilizando-se o programa Confocal Assistance©
evitando assim, distorcdo durante superposicao de imagens. Foram avaliadas
namero de osteoclastos, trabéculas (osso neoformado) e vasos sanglineos,
contados sempre que localizados na interse¢cdo das linhas do reticulo. Para as
contagens foi utilizado o software UTHSCSA Image Tool© 2.03. Apéds as contagens,
os dados foram avaliados estatisticamente, utilizando-se o mesmo software. Esta
técnica foi aplicada em todos os grupos de estudo, com o propoésito de obter dados
para a analise estatistica durante os periodos considerados.
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Figura 6 — Lamina histoldgica mostrando a colocagéao de reticulo milimetrado
utilizado para contagem de vasos, osteoclastos e osso neoformado.
Fonte: Mandarim-de-Lacerda (1995).

5.10 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Foram utilizados cortes com 5 um de espessura para os procedimentos de
imunohistoquimica. Os procedimentos de imunohistoquimica foram realizados no
Laboratério de Biopatologia e Biologia Molecular da Universidade de Uberaba -
UNIUBE. A padronizacao da técnica foi obtida apds otimizacdo da concentracéo e
recuperagdo antigénica. Foi utilizado o anticorpo anti-FGF2 (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Califérnia, EUA).

Os cortes foram montados em laminas de vidro, previamente limpas e
desengorduradas, preparadas com adesivo a base de 3-aminopropyltriethoxy-silano
(Sigma Chemical, Co., St.Louis, MO, EUA). Inicialmente, os cortes histologicos
foram desparafinados em dois banhos de xilol, sendo o primeiro a 57¢ C, durante 30
minutos, seguido de outro, em temperatura ambiente, por 20 minutos. A seguir, 0s
cortes foram reidratados em série decrescente de etanol a partir de trés passagens
em etanol absoluto, seguidas por etanol 95%, 85%, 80%, por 5 minutos cada, e
imersos por 10 minutos em solugéo de hidroxido de amdnia a 10% para remogao de
pigmento formélico. Entao, os preparados foram lavados em agua corrente por 10
minutos e em duas passagens de agua destilada.
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Em seguida foi feito o bloqueio da peroxidase enddgena tecidual através de
duas passagens de cinco minutos cada em solucao de H>O, (20 volumes) em
metanol (1:1, v/v). Lavagem em agua corrente por cinco minutos e duas passagens
em agua destilada. Todos os procedimentos a partir desse ponto foram seguidos por
lavagens em tampéo Tris-HCI (Tris-hidroxi-metil-aminometano, Sigma), pH 7.,4.
Nesse ponto, as seccgdes histolégicas foram submetidas a incubacao dos anticorpos
primarios, diluidos na concentragdao de 1:100, em solucao tampao Tris-HCI, pH 7,4,
contendo 1% de albumina sérica bovina e azida sodica a 0,1% (BSA- Biotest S/A,
Sao Paulo, Brasil), a temperatura ambiente. Foram realizadas duas lavagens em
Tris-HCI por 5 minutos cada, e a incubacdo com o anticorpo secundario biotinizado
(Dakopatts, Dinamarca), desenvolvido contra camundongo, por 30 minutos, a
temperatura ambiente na diluicdo de 1:100.

Posteriormente a lavagem, foi incubado o complexo streptoavidina-biotina
(LSAB, Dakopatts, Dinamarca), na diluicao de 1:100, por 20 minutos, a temperatura
ambiente. Tanto o anticorpo secundario quanto o LSAB foram diluidos em tampao
Tris-HCI, pH 7,4. A revelacdo da reacao foi desenvolvida a partir da imersao dos
cortes histolégicos em solucdo cromdgena de diaminobenzidina (DAB) (3,3'-
diaminobenzidina, Sigma) a 0,03%, adicionada a 0,6 ml de H>O, (20 volumes),
durante 3 minutos, seguida de uma passagem por solucdo de sulfato de cobre a
0,5%, para intensificar a marcacao.

Os cortes foram entdo lavados brevemente com Tris, em agua corrente por
10 minutos, e em duas breves passagens em agua destilada, para serem
contracorados com solugdo de hematoxilina de Mayer por 10 minutos. Finalmente,
foi realizada a desidratacdo das seccdes histologicas, sendo recobertas com
laminula de vidro utilizando o meio de montagem Permount (Fischer Scientific, Fair
Lawn, NJ, USA).

O controle negativo foi realizado pela omissdo do anticorpo primario.
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6 RESULTADOS

A técnica cirlrgica utilizada para a exodontia foi de facil realizagdo e a
recuperacao pos-operatéria dos ratos aconteceu sem intercorréncias, com boa
cicatrizacao.

As variaveis estudadas pela analise histomorfométrica foram os nimeros de
osteoclastos, de trabéculas 6sseas e de vasos sanguineos. Os valores foram
expressos em média mais desvio padrao e avaliados estatisticamente.

Tanto o lado direito (controle) do grupo |, quanto os outros grupos
estudados, lado experimental e controle, em todos os periodos, apresentaram
aspecto histolégico semelhante quando comparados. Para cada periodo foram
observados os eventos classicos da reparacdo Ossea: inflamacgédo, formacédo do
tecido de granulacao, formacdo de tecido 6sseo priméario e substituicdo deste por
osso lamelar. Esses achados direcionaram as analises histomorfométricas ao grupo

I, especificamente.

6.1 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

6.1.1 Periodo de 3 dias

Aos trés dias a area do defeito ésseo cirurgico considerada controle (lado
direito), grupo |, apresentou-se preenchida por tecido conjuntivo vascularizado e
intenso processo inflamatério (Figura 7A). Observou-se também a presenca de
restos do septo interradicular em processo de reabsorcdo, circundados por
osteoclastos em sua superficie. Foi evidente a presenca de vasos sanguineos nesse
periodo.

No lado experimental, grupo |, o alvéolo apresentou-se preenchido com tecido
conjuntivo mais vascularizado que o lado controle (p<0.05) e com caracteristicas de
vasodilatacdo. O septo interradicular presente no interior do alvéolo encontrava-se
em processo de reabsorcdo mais avancado quando comparado ao lado controle, e o
namero de osteoclastos foi significativamente maior (p<0.05) (Figura 7B). Nesse
periodo do reparo 6sseo ainda nao foi observado neoformacgao éssea.
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A avaliagdo histomorfometrica mostrou também aumento estatisticamente

diferente (p<0,05) no niumero de vasos sanguineos (Figura 7B).

Figura 7 — A - Lado controle e B - Lado experimental para o grupo | (VEGF em lipossoma): Trés dias
apds o experimento observamos a presenga de septo interradicular em processo de reabsor¢do em
ambos o0s lados. No lado experimental observa-se que o processo de reabsor¢cdo esta mais
avancado, o que pode ser evidenciado também pelo maior numero de osteoclastos em volta do
fragmento (seta azul), e 0 nUmero de vasos € comparativamente mais abundante (seta vermelha) (HE
10X).

6.1.2 Periodo de 7 dias

Aos sete dias, a area do defeito 6sseo cirdrgico considerada controle
(direito), grupo |, apresentou-se preenchida por um tecido conjuntivo vascularizado,
bem mais organizado em relagdo ao periodo anterior. Na porgcéao superior do alvéolo
existe tecido conjuntivo menos organizado associado a infiltrado inflamatério (Figura
8A). Nota-se a nao existéncia do epitélio revestindo o alvéolo. Osteoclastos estao
presentes nessa fase e tecido 6sseo neoformado ainda ndo pode ser evidenciado.

Para o lado experimental (esquerdo) foi evidenciado a presenca de epitélio
de revestimento proliferando sobre o tecido de granulagcdo. Ainda nesse grupo, o
alvéolo  apresentou-se preenchido por tecido conjuntivo  organizado,
significativamente mais vascularizado (p<0.05) e com vasos apresentando
caracteristicas de vasodilatagdo, quando comparado ao lado controle (Figura 8B).
Nao existiu diferenga estatisticamente significativa no numero dos osteoclastos

presentes no lado experimental, quando comparado ao lado controle.
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T o

Figura 8 - A - Lado controle e B experimental para o grupo | (VEGF em lipossoma): Sete dias apds o
experimento observamos a presenga de tecido epitelial de revestimento proliferando sobre o tecido
de granulacdo no lado experimental (seta amarela) e vasos sanguineos mais calibrosos (seta
vermelha). A auséncia de tecido epitelial no lado controle sugere uma maior intensidade inflamatéria
(Seta amarela) (HE 10X).

6.1.3 Periodo de 14 dias

Aos quatorze dias a area do defeito 6sseo cirurgico considerada controle
(lado direito), grupo |, apresentou-se preenchida por um tecido 6sseo em formagéo,
partindo do fundo do alvéolo. Na por¢éao superior do alvéolo existe tecido conjuntivo
organizado e rico em vasos sanguineos (Figura 9A). Nao foram observadas
quantidades importantes de osteoclastos nesse periodo do reparo 6sseo.

Para o lado experimental foi evidenciada a presenca de quantidade
significativamente maior (p<0.05) de osso neoformado quando comparado ao lado
controle (Figura 9B). O tecido conjuntivo existente na porgao superior do alvéolo néo
apresentou quantidade significativamente maior de vasos sanguineos quando
comparado ao lado controle, apresentando esses vasos caracteristicas de
vasodilatacdo (Figura 9A). Nao foram observadas quantidades importantes de
osteoclastos nesse periodo do reparo 6sseo.
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Figura 9 - A - Lado controle e B - Lado experimental, para o grupo | (VEGF em lipossoma): Quatorze
dias apds o experimento observamos a presenga de tecido ésseo neoformado partindo do fundo do
alvéolo de ambos os lados. Para o lado experimental a quantidade de tecido ésseo foi
estatisticamente maior que para o lado controle. Isso pode ser elucidado também pela maior
quantidade de células semelhantes a osteoblastos na superficie do osso no lado experimental (seta
verde). Vasos sanguineos (seta vermelha) e osteoclastos (setas azuis) (HE 10X).

6.1.4 Periodo de 21 dias

Aos vinte e um dias, a area do defeito 6sseo cirdrgico considerada controle
(lado direito), grupo |, apresentou-se também preenchida por um tecido 6sseo em
formagéo, partindo do osso basal no fundo do alvéolo, porém, em quantidade
significativamente maior que o grupo de 14 dias. Na por¢cdo superior do alvéolo
existe tecido conjuntivo organizado, presenca de vasos sanguineos e epitélio
recobrindo todo o alvéolo (Figura 10A).

Para o lado experimental, grupo |, foi evidenciado a presenca de 0sso
neoformado também partindo do fundo do alvéolo, sendo a quantidade de tecido
0sseo do lado experimental significativamente maior quando comparada ao lado
controle (Figuras 10A e 10B). Observa-se que no lado experimental o tecido 6sseo
possui caracteristicas de tecido maduro, sendo menos secularizado e mais lamelar
que o tecido 6sseo do lado controle. Osteoclastos sdo pouco evidentes nesse
periodo do reparo 6sseo, tanto para o lado controle quanto para o lado experimental.
Na porgao superior do alvéolo existe também tecido conjuntivo organizado, presenca
de vasos sanguineos e epitélio recobrindo todo o alvéolo.



39

Figura 10 - A- Lado controle e B- Lado experimental para o grupo | (VEGF em lipossoma): Vinte e um
dias ap6s o experimento, observamos a presenca de tecido 6sseo neoformado em grande parte do
alvéolo, de ambos os lados. Para o lado experimental a quantidade de tecido o6sseo foi
comparativamente maior do que para o lado controle. Isso pode ser elucidado também pela maior
numero de células semelhantes a osteoblastos (seta verde). Para o lado controle, embora haja um
boa vascularizagdo (seta vermelha), o reparo ésseo encontra-se menos adiantado que no lado
experimental. Vasos sanguineos (seta vermelha) (HE 10X)

6.2 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Na figura 11 esta representada a marcagao para FGFz2, grupo I, lado
experimental e controle (A e B), para o periodo de quatorze dias. A imunomarcagao
apresentou distribuicdo de FGF2 por toda regidao da ferida, com intensidade de
marcac¢ao maior, melhor evidenciada no lado experimental para animais de 14 dias.
Para os demais periodos nao foi verificada diferenga na imunomarcagéao (Figura 11A
e 11B).

Figura 11 - A- Lado controle e B - Lado experimental para o grupo | (VEGF em lipossoma): Os
espécimes de quatorze dias apresentaram marcagao intensa para FGF2, principalmente para o lado
experimental (setas vermelhas), o que sugere que o VEGF interfere na expressado de FGF2. Para os
outros grupos nado foram observadas diferen¢as na imunomarcagao. (10X)
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6.3 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

A andlise histomorfométrica teve como finalidade determinar o numero de
osteoclastos, tecido 6sseo neoformado e vasos sanguineos nos defeitos ésseos dos
grupos I, 11, Ill e IV, bem como fornecer os dados necessarios a analise estatistica.
Os valores foram expressos em média e desvio padrao.

A presenca de VEGF ex6gena carreada por lipossomas afetou
significativamente o numero de vasos sanglineos, osteoclastos e tecido ésseo
neoformado na ferida.

De acordo com os dados, referentes a andlise de variancia (ANOVA),
apresentados nas figuras 12 A e 12 B, houve diferenca estatisticamente significante
no numero de vasos sanguineos e osteoclastos para o grupo | aos 3 dias, e
diferenca significativa também no numero de vasos sanguineos para o periodo de 7
dias, determinada pelas probabilidades (p) encontradas para cada periodo, abaixo
de 5% de referéncia de significancia.

Também de acordo com os dados, referentes a andlise de variancia
(ANOVA), apresentados na figura 14, houve diferenga estatisticamente significante
entre a densidade de ossos neoformados para o grupo | aos 14 dias, determinada
pelas probabilidades (p) encontradas para cada periodo, abaixo de 5% de referéncia
de significancia.

Apés a realizacao da analise de variancia (ANOVA), aplicou-se o Teste de
Tukey, com o objetivo de calcular a diferenga minima significante entre duas médias
ao nivel de 5%. Baseado nos valores encontrados evidenciou-se a existéncia de
diferenca estatisticamente significante entre lado experimental e controle para o
grupo |, para todas as caracteristicas analisadas.
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6.3.1 Vasos sanguineos

Vasos sanguineos 3 dias “asos sanguineos 7 dias

12.5+ *

Mumero de vasos sanguineos

Muimero de Vasos sanguineos

COM FBS PBESILIPO PESAVEGFE WEFGLIPO
elel '} PEZ PESLIPO  PBSAEGE LIPONEGE

Tratamesntos

Tratamentos

Figura 12 - A - Mostra 0 nimero de vasos sanguineos para o grupo | aos trés dias, onde foi
observada diferenga estatistica maior (P<0.05). B- Mostra o nimero de vasos sanguineos para o
grupo | aos sete dias, onde foi observada também diferenca estatistica maior (P<0.05). Para os
demais periodos nédo foram observadas diferencgas significativas.

6.3.2 Osteoclastos

Osteoclastos 3 dias

10.0+

Nimero de osteoclastos

[alali] PBE= FESMLIFO  PESMAEGE WEGELIPO

Tratamentos

Figura 13 - Mostra o nimero de osteoclastos para o grupo | aos trés dias, onde foi observada
diferenca estatistica maior (P<0.05). Para os demais periodos ndo foram observadas diferengas
significativas.
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6.3.3 Osso neoformado

Namero de trabeculas 14 dias

Numero de trabéculas

COM FES FESLIPO  FBSAVEGE WEGFLIPO

Tratamentos

Figura 14 - Mostra o nimero de trabéculas 6sseas neoformadas para o grupo | aos quatorze dias,
onde foi observada diferenca estatistica maior (P<0.05). Para os outros periodos considerados nao foi
evidenciada diferencgas significativas em relagao ao numero de trabéculas 6sseas.
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7 DISCUSSAO

Diversos biomateriais sdo constantemente estudados para substituir o tecido
0sseo, a fim de fornecer uma alternativa viavel para o enxerto autdégeno que, apesar
de ser o melhor e mais bem aceito substituto désseo, possui desvantagens,
principalmente quanto a morbidade e a quantidade de enxerto disponivel. Estes
substitutos 06sseos devem apresentar propriedades de biocompatibilidade,
atoxicidade, resisténcia ou ndo a reabsor¢ao, conforme a aplicagdo desejada e, caso
sejam reabsorviveis, devem ser metabolizados pelo organismo ou excretados
através de uma via normal fisiolégica (VALERIO et al., 2004; KNABE et al., 2005).

Pouco se sabe sobre o papel de Fatores de crescimentos exdégenos no
processo de reparo ésseo. Compreendemos que o0 entendimento da atuagcédo de
moléculas como o VEGF no processo de reparo 6sseo, podera proporcionar
diretrizes mais seguras no desenvolvimento de biomateriais para enxertos ésseos,
bem como contribuir para a elucidagao da cascata molecular que rege esse reparo.

Assim o objetivo geral deste trabalho foi compreender alguns dos fenémenos
biolégicos que acontecem no reparo 6sseo normal (identificacdo e quantificacdo de
angiogénese, numero de células clasticas, expressdo de FGF2 e neoformacao
Ossea) e correlaciona-los com o reparo ésseo e com envolvimento de biomateriais,
especificamente VEGF carreado por lipossomas.

Em geral o melhor modelo é aquele capaz de mimetizar a situagédo clinica
para o qual a técnica cirargica 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 o0sso longo, o defeito de tamanho critico em crénio, defeitos
pds-exodontia e varias outras formas de ndo uniao. O modelo experimental utilizado
nesse trabalho foi selecionado por oferecer condigcdes adequadas para estudos de
reparacao Ossea e por se prestar, desta forma, como ferramenta util para o
entendimento dos processos moleculares que regulam a reparacao.

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 os mais utilizados (AOKI et al., 1996). Concordamos



44

com Karaharju-Suvanto (1994) que os ratos sdo animais de baixo custo, facil
manutencdo 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 é preenchido
totalmente por trabeculado 6sseo neoformado (CARVALHO et al., 1983)

A utilizacao de animais de pequeno porte (ratos) como proposto por Waldo e
Rothblatt (1954) para pesquisas em laboratério, também se mostrou adequada, uma
vez que elimina problemas tais como o controle genético e outras variaveis. Além
disso, permite que o experimento seja realizado com um numero maior de animais
num intervalo de tempo menor entre o experimento e a analise dos resultados tendo
em vista seu metabolismo mais acelerado em relacdo a outros animais de grande
porte (caes, coelhos, macacos).

Segundo Chesmel et al. (1998), o potencial osteoindutor varia em relacéao a
posicao 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 VEGF
carreado por lipossomas em ratos um modelo experimental para estudos do
processo de reparo 0sseo.

A andlise do peso dos animais encontra justificativa pelo fato de que o 0sso,
sendo um tecido metabolicamente dindmico é influenciado pelo fator nutricional e
deficiéncias protéico-nutricionais (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

O metabolismo acelerado dos animais utilizados nesse experimento parece
ser responsavel pela pronta recuperacao dos mesmos apos serem submetidos ao
procedimento de exodontia dos segundos molares superiores.

Apesar de nenhum procedimento de anti-sepsia intrabucal ter sido realizado
como procedimento pré-operatédrio nao foi observado qualquer sinal de infecgdo nos
dias seguintes a insercdo do material. Desta maneira, parece que a eliminacao 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 clorexidina (0,2%) para a exodontia do incisivo superior direito em 45
ratos de raca Wistar ndo interferiu na cronologia da reparacdo das feridas de
extracdo dental.
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Nao foi utilizada sutura apdés a exodontia, o que ndo comprometeu a
formacao do coagulo e o reparo ésseo. Provavelmente o prolongamento da
anestesia e relaxamento muscular no pés-operatério foi suficiente para a
organizacao do coagulo.

A reconstrucdo Ossea ideal depende, principalmente, da atividade da
populacado de células osteoprogenitoras (OREFFO; TRIFFIT, 1999). Entretanto, seu
namero é limitado e sua acao é dependente de estimulos, como os promovidos por
fatores de crescimento. Assim, € necessario encontrar técnicas e materiais que
estimulem a proliferacao e diferenciacdo do tecido ésseo, para auxiliar no reparo de
grandes defeitos dsseos.

A angiogénese €& um processo fundamental, altamente regulado, para a
formacao de novos vasos sanguineos a partir de capilares preexistentes, e a
regeneracao tecidual somente ocorre com a formacdo adequada desses vasos
(CHAIN; JONES; TARNAWISK, 2004). No local do reparo 6sseo, osteoblastos e
células osteoprogenitoras estao localizadas adjacentes as células endoteliais nos
vasos sanguineos, sugerindo que a angiogénese e a osteogénese sdo mutuamente
dependentes (DECKER; BARTELS; DECKER, 1995).

Os fatores pro-angiogénese sdo, na maioria, proteinas e muitas delas sao
fatores de crescimento (POLVERINI, 1995; CARMELIET; JAIN, 2000; TOMANEK et
al., 2002). Os fatores angiogénicos sao classificados como diretos e indiretos. Os
fatores angiogénicos diretos, como o VEGF e o FGFz2, tém a fungcéo de estimular a
proliferacdo das células endoteliais e ou migracao das mesmas, porém o FGF2
também atua sobre outras células alvo além das endoteliais. Quando o fator
angiogénico nao estimula as células in vitro ele é chamado fator angiogénico
indireto, porque é assumido que a proliferacdo endotelial e migracao, observada in
vivo, devem ter sido induzidas por algum outro fator ou célula (FOLKMAN; SHING,
1992).

Estudos realizados utilizando o FGF2 demonstraram que esta proteina
apresenta uma grande capacidade de estimular o processo de angiogénese,
estimulando a proliferacdo de células ndo endoteliais como as células musculares
lisas e fibroblastos. Para a angiogénese a proliferacdo de células musculares lisas e
sua disponibilizacdo para incorporacdo na parede de vasos em formacao é de
grande importancia (SEZER et al., 2001; AKBULUT et al., 2002). A relagédo entre
VEGF e FGF2 vem sendo elucidada na ultima década. Nossos resultados sugerem
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um aumento da expressao de FGF2 regulado pela disponibilizacdo de VEGF
exbégena carreada por lipossomas, principalmente aos quatorze dias do reparo
0sseo. Nossos achados sugerem, portanto, a regulacao direta de FGF2 pelo VEGF e
parecem estar de acordo com Claffey et al. (2001), que relacionaram a inibicao de
VEGF a inibicdo da angiogénese induzida por FGF2 (CLAFFEY et al., 2001).

Outros trabalhos demonstraram o critico papel do VEGF na angiogénese,
utilizando a supressdo dos alelos para essa proteina, resultaram em morte
embrionaria devido a defeitos no desenvolvimento cardiovascular (FERRARA;
DAVIS-SMYTH, 1997; NEUFELD et al., 1999). Porém VEGF aparentemente néo é o
unico estimulador de angiogénese. A utilizacdo de antagonistas do VEGF inibiu a
neovascularizagao "in vivo" em apenas "50% (AIELLO et al., 1995). Foi demonstrado
também que FGF2 é necessario para a regulacdo do VEGF (FLAMME; RISAU,
1992).

Estimuladores potentes da angiogénese, FGF2 e VEGF parecem estimular a
angiogénese através de distintas vias de sinalizacdo, mediadas por receptores
transmembrana, integrina e tirosino-quinase especificos para cada regulador
(FRIEDLANDER et al., 1996; MANDRIOTA; PEPPER, 1997). Comparando nossos
resultados com os resultados de Flamme e Risau (1992), nossos achados sugerem
que VEGF e FGF2 estao inter-relacionados na cascata molecular responsavel pela
neovascularizacao durante o processo de reparo 6sseo, sendo a presenca de um
responsavel pela alteracdo na expressao do outro e vice-versa.

Diversos experimentos com VEGF tém demonstrado que este fator de
crescimento pro-angiogénese parece ser seguro em terapias Osseas, com
resultados bastante promissores (STREET et al., 2002; KASTRUP, 2003; GALEANO
et al., 2003). Os recentes avancos tecnolégicos na biologia celular e molecular tém
trazido esperanca no que diz respeito ao completo conhecimento da cascata
molecular envolvida no reparo 0sseo, o0 que promete possibilidades para
desenvolvimento de novas abordagens como terapias com fatores de crescimento e
solucdes de problemas clinicos hoje insoluveis.

Os fatores de crescimento sao expressos nos tecidos em dosagens tempo-
dependente e a utilizacdo dessas proteinas para a estimulacdo da osteogénese, em
ultima instancia, superam as limitagcdes atualmente encontradas no que diz respeito
ao reparo 0sseo, como por exemplo, a necessidade de sitio doador e a
imunogenecidade dos materiais (CHEN et al., 2002). Porém, como qualquer
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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 ésseo tem por
objetivo tornar possivel a acdo a que ela se destina. No entanto, muitas vezes uma
grande fracdo do medicamento é eliminada sem exercer nenhuma atividade. 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 que a encapsulacao de farmacos por lipossomas fornecem todas as
vantagens mencionadas, atuando, entdo como um sistema de liberacao controlada
(RANSON et al., 1996; SILER-MARINKOVIC et al., 1997).

Nesse contexto os lipossomas como carreadores de fatores de crescimento
no reparo 6sseo tém a intencdo de modificar a cinética de liberacao da citocina,
propiciando uma liberacao lenta e gradual no sitio cirdrgico, assemelhando assim a
liberacao dos fatores de crescimento enddgenos.

Nao sé a liberacdo prolongada do fator de crescimento quando encapsulado
€ importante, mas também a protecao da proteina de possiveis degradagdes no
tecido. Assim, sua eliminacdo pode ser retardada, permanecendo em niveis
pequenos durante um periodo mais prolongado no tecido (FREZARD; MELO, 1997).

Geiger et al. (2005) utilizando VEGF demonstraram um aumento significativo
da vascularizagdo e regeneracdo 0ssea, em defeitos 6sseos de coelhos, o que
condiz com nossos achados nesse trabalho. Portanto, VEGF tem possiveis
aplicacées clinicas para a realizagdo do aumento da angiogénese e formacgao éssea,
podendo entdo ser utilizado no reparo ésseo guiado.

O VEGF é conhecido por aumentar a permeabilidade vascular e estar
envolvido na ocorréncia e progressao do processo inflamatério (DVORAK et al.,
1995). Essa proteina € 50.000 vezes mais potente do que a histamina na habilidade
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de aumentar a permeabilidade vascular (DVORAK, 2002; HICKLIN; ELLIS, 2005).
Nossos resultados concordam com esses achados, estando os vasos presentes no
lado experimental do grupo |, para todos os periodos, apresentando caracteristicas
de vasodilatacao.

A invasao de vasos sanglineos tem um papel decisivo no reparo tecidual e
sugere-se que a producdo de VEGF seja o principal mecanismo pelo qual a
angiogénese e osteogénese estao interligados ou dependentes durante o reparo
6sseo (CARANO; FILVAROFF, 2003).

Assim, o tratamento dos alvéolos com VEGF em lipossomas, poderia
acelerar o reparo e a osteointegracao, trazendo enormes beneficios a reabilitacao
protética, facilitando a colocacdo de implantes e proteses dentarias, devolvendo a
funcdo mastigatdria aos pacientes, restabelecendo as areas edéntulas.

A andlise histomorfométrica utilizada permitiu detectar aumento no niumero de
osteoclastos, de vasos sanguineos e de trabéculas &sseas (tecido désseo
neoformado).

A importancia da andlise histomorfométrica é confirmada nos estudos de
Marzouk et al. (2007) e Eski et al. (2007), que relatam ser a analise quantitativa
essencial para estudos que objetivam avaliar a efetividade de novas modalidades
terapéuticas na neoformacéao 6ssea.

Os resultados obtidos neste estudo revelaram, ao final do experimento,
aumento de osso neoformado no lado experimental do grupo |, apresentando
relevancia estatistica para esses dados. Nossos resultados revelaram também,
aumento de osteoclastos e de vasos sanguineos para o lado experimental do grupo
[, apresentando também, relevancia estatistica para esses dados.

Aumentos estatisticamente significantes dos vasos sangulineos foram
observados nos periodos de 3 e 7 dias, grupo |, lado experimental.

Nossos resultados sugerem que VEGF exdgeno carreado por lipossomas tem
papel no aumento da neovascularizagdo durante o reparo ésseo. Esses resultados
estdo de acordo com achados anteriores relativos ao VEGF, que evidenciam a acao
dessa proteina na angiogénese e permeabilidade capilar (BATES; LODWICK;
WILLIAMS, 1999; FURUMATSU et al., 2003). Para os periodos de 14 e 21 dias, de
acordo com estudos anteriores, ndo se evidencia diferenca estatistica para vasos
sanguineos, pois quase a totalidade do alvéolo se encontrar preenchida com tecido
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0sseo neoformado e os vasos deste tecido estao incorporados a um sistemas de
irrigacdo (DEVLIN, 2000).

A quantidade de tecido 6sseo neoformado também foi alterada e apresentou
valores estatisticamente significantes no periodo de 14 dias, grupo |, lado
experimental. Esse aumento da neoformacdo Ossea para esse periodo esta
provavelmente relacionada ao poder de osteoindugdo do fator de crescimento
aplicado (SAMMARTINO et al., 2005). Foi possivel observar também uma maior
quantidade de osteoblastos em torno do tecido ésseo em formacao, sugerindo
potencial regulatério do VEGF sobre essas células. Nossos resultados estdo de
acordo com outros resultados da literatura para o potencial osteoindutor dos fatores
de crescimento. A nao deteccao de diferencas estatisticas para os periodos de 3 e 7
dias ocorreu, provavelmente, por se tratar esse periodo das etapas iniciais do reparo
0sseo. O reparo 6sseo € um processo de multiplos estagios envolvendo migracao,
proliferacao, diferenciacao e ativacdo de inumeros tipos celulares (MANDRACCHIA;
NELSON; BRAP, 2001; GITTENS; ULUDAG, 2001).

Nossos resultados vieram confirmar recentes achados a respeito da inter-
relacdo osteoblasto e VEGF. Parece existir uma intima ligacdo entre os vasos
sanguineos e o0s osteoblastos na formacao 6ssea. Nessa inter-relacdo entre células
endoteliais e osteoblasto, o VEGF tem um importante papel e o bloqueio de sua
acao endogena inibe a formacgéo e a reabsorcao 6ssea (KERAMARIS et al., 2008).
VEGF afeta a quimiotaxia, proliferacdo, sobrevivéncia e a atividade de inumeros
tipos celulares, incluindo osteoblasto (STREET et al., 2000; 2001; 2002; ZELZER et
al., 2002; CLAFFEY et al., 2001; DECKERS et al., 2000; 2002; FERRARA;
GERGER; LECOUTER, 2003). Em consonéancia com o fato do VEGF endbgeno ser
muito importante para o reparo do osso normal, o VEGF exdgeno pode promover a
angiogénese e a formacao 6ssea (STREET et al., 2002).

A quantidade de osteoclastos foi alterada e apresentou valores
estatisticamente significantes no periodo de 3 dias, grupo I, lado experimental. Na
ultima década tem-se demonstrado que o VEGF é necessario para a reabsorcao
osteoclastica normal durante o desenvolvimento da ossificacdo (GERBER et al.,
1999; ENGSIG et al., 2000). Outra evidéncia quanto a participacdo do VEGF na
osteoclastogénese é a presenca de receptores para VEGF nos osteoclastos
(ALDRIDGE et al., 2005). O VEGF parece atuar no recrutamento, sobrevivéncia,
atividade e diferenciacdo dos osteoclastos (KOHNO et al., 2003). Nossos resultados
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estdo, portanto, de acordo com resultados da literatura, que associam o VEGF a
funcdo osteoclastogénica.

As evidéncias experimentais deste trabalho sugerem que a utilizacdo de
VEGF exdgena carreado por lipossoma parece causar alteracdes nas caracteristicas
morfolégicas e velocidade do reparo alveolar po6s-exodontia, porém, estudos
complementares se fazem necessarios, devido a complexidade dos efeitos dos
fatores de crescimento sobre a dindmica do tecido 6sseo.

Considerando as caracteristicas acima mencionadas, verificamos
propriedades relevantes do emprego de VEGF carreado por lipossomas neste
estudo, uma vez que se evidenciou significativo potencial osteoindutor desse
material. Essas caracteristicas favoraveis contribuem para a indicagcdo de VEGF
carreado por lipossoma como material de enxerto em feridas ésseas, com resultados
extremamente positivos e grandes perspectivas de sucesso em sua aplicagdo nas
mais variadas areas das ciéncias biomédicas e, sobretudo na Odontologia. Futuras
pesquisas, com metodologia especifica para a identificacdo das outras substancias
ativadas pelo processo de osteoinducdo de VEGF, poderdo complementar os
resultados obtidos neste experimento, elucidando melhor a cascata molecular do
reparo 6sseo.
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8 CONCLUSAO

Em conformidade com os objetivos propostos, os resultados obtidos dentro
das condicbes experimentais desta pesquisa demonstraram que:

> A utilizacdo de lipossoma como carreador de proteinas no reparo 6sseo
guiado se mostrou bastante adequada, favorecendo o reparo 6sseo,

» O uso da VEGF carreado por lipossoma promoveu a neoformacao éssea de
maneira mais rapida e em maior volume (lado experimental).

» O aumento de vasos sanguineos, osteoclastos e tecido ésseo neoformado foi
estatisticamente significante no lado tratado por VEGF carreado por
lipossomas, em periodos especificos para cada parametro avaliado. O tecido
0sseo neoformado no lado experimental apresentou, além da superioridade
quantitativa, notéria superioridade qualitativa quando comparado ao grupo
controle.

» VEGF carreado por lipossomas promoveu aumento na expressao de FGF2,
principalmente no periodo de 14 dias para o grupo |, sugerindo a regulacao
da expressao desta proteina pelo fator de crescimento vascular endotelial.
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